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Popis nového druhu v ramci rodu Bifidobacterium

Souhrn

Mikrobialni spoleCenstva jsou definovana jako seskupeni mikroorganismt na urcitém
misté, u nichz dochézi k jejich vzajemnému ovliviiovani. Stfevni mikrobiota se podili nejen
pii tvorbé a stimulaci imunitniho systému svého hostitele, ale i v udrzeni stfevni homeostazy,
ochrané pred patogeny a rozkladu slozek potravy. Béznou soucasti stitevni mikrobioty byvaji
komenzalni bifidobakterie, které se vyskytuji v gastroinestinalnim traktu veétSiny savca
a hmyzu. Jejich zna¢né zastoupeni bylo detekovano zejména ve stievech primatt. Pravé proto
je stfevni mikrobiota opic velky a velice pestry ekosystém a je vhodna pro dal§i zkoumani
a hledani potencionalné novych druht.

Cilem této bakalarské prace bylo vytvorit literarni reSersi o dynamicky se rozvijejicim
rodu Bifidobacterium a o metodickém postupu pii popisu jeho potencialn€é novych druhd.
Dale se vramci praktické Casti také podilet na fenotypové a genotypové charakterizaci
pii popisu nového druhu. Tyto charakterizace byly provedeny u péti vybranych
bifidobakterialnich izolath z novosveétskych opic s potencionalem nového druhu.

Kmeny N50, N74, N97, N115 a GLTO066 byly izolovany ztamarina sedlového
(Saguinus fuscicollis), tamarina vousatého (Saguinus imperator), tamarina bélovousého
(Saguinus mystax), tamarina zlutorukého (Saguinus midas) a lvicka zlatého (Leontopithecus
rosalia).  Jejich  prislusnost  k Bifidobacterium  spp. byla potvrzena  detekci
fruktoza-6-fosfatfosfoketolazy a sekvenaci genu 16S rRNA. U vsech izolati bylo dale
prokazano, ze patii do skupiny Gram-pozitivnich bakterii. V ramci morfologické analyzy byly
shledany jako nepohyblivé, nesporulyjici, nepravidelné ty¢inky variabilnich tvart. Konkrétné
buriky kment N50, N74, N97 a GLT066 vykazovaly typicky bifidni tvar tyCinek, byly kratké
nebo dlouhé, na konci zaoblené, tvaru Va Y, zatimco kmen N115 mél buiky stoCené do
klubicek. Kultivacni znaky byly u v§ech kment jednotné. Kolonie vykultivované na povrchu
agaru byly bilé, hladké, lesklé a kruhové s celistvymi okraji, zatimco kolonie rostouci v agaru
byly bilé, drobné, ¢ockovité nebo eliptické. V ramci testovani fyziologickych znakii byly
kmeny N115 a GLT066 shledany jako striktné anaerobni, zatimco kmeny N50, N74 a N97 byly
schopny rist i za mikroaerofilnich podminek. Z hlediska vztahu k teploté byla pro vsechny
kmeny bifidobakterii jako optimalni teplota rustu stanovena 37 °C. Konkrétné¢ kmeny N50
a N97 velmi dobfe rostly za rozpéti teplot 30—46 °C a kmen N74 pii 30-37 °C, zatimco kmeny
N115 a GLTO066 pouze pfi teploté 37 °C. Z hlediska vztahu k pH byla jako optimalni hodnota
pro vSechny kmeny stanovena hodnota 6,5. Kmen N50 velmi dobfe rostl v rozmezi pH 6,0-9,0,
kmen N74 v pH 6,5-9,0 a kmen GLTO066 v pH 6,0-7,5, zatimco kmeny N97 a N115 rostly
dobte pouze pii hodnoté pH 6,5. Vyjimku pfi testovani pifedstavoval kmen N115. Pro jeho dalsi
charakterizace tedy bude nezbytné jeho otestovani znovu i ve vétsich objemech za stabiln&jsich
podminek.

U vSech analyzovanych kment byly potvrzeny prevazné typické bifidobakterialni
vlastnosti. Do budoucna budou provedeny jesté dalsi analyzy dle doporucenych minimalnich
standardi pro popis nového taxonu, které jsou nezbytné pro popis nového druhu bifidobakterie.

Klic¢ova slova: mikrobiom, kultivace, bifidobakterie, fenotypova a genotypova charakterizace



Description of new species of the genus Bifidobacterium

Summary

Microbial communities are defined as assemblages of microorganisms in a particular
location that interact with each other. The gut microbiota is involved not only in the maturation
and stimulation of the host’s immune system, but also in maintaining intestinal homeostasis,
protection against pathogens, and the breakdown of food components. A common component
of the gut microbiota is the commensal bifidobacteria found in the gastrointestinal tract of most
mammals and insects. Their significant abundance has been detected especially in the intestines
of primates. Thus, the gut microbiota of monkeys, a large and highly diverse ecosystem,
is suitable for further investigation and a search for potentially novel species.

The aim of this thesis was to create a literature search on the dynamically developing
genus Bifidobacterium and on the methodological approach to describe its potentially novel
species. Then to participate in the phenotypic and genotypic characterization in the description
of the new species as part of the practical part. These characterizations were performed on five
selected Bifidobacterium isolates from New World monkeys with new species potential.

Strains N50, N74, N97, N115 and GLTO066 were isolated from brown-mantled tamarin
(Saguinus fuscicollis), emperor tamarin (Saguinus imperator), moustached tamarin (Saguinus
mystax), golden-handed (Saguinus midas) and golden lion tamarin (Leontopithecus rosalia).
Their affiliation to Bifidobacterium spp. was confirmed by the detection of
fructose-6-phosphate phosphoketolase and 16S rRNA gene sequencing. All isolates were
further shown to belong to the group of Gram-positive bacteria. In morphological analysis, they
were found to be immobile, non-sporulating, irregular rods of variable shapes. In particular, the
cells of strains N50, N74, N97 and GLTO066 showed typical bifid rod shapes, short or long,
rounded at the end, V- and Y-shaped, while strain N115 had cells curled into a skein. The
culture characteristics were uniform in all strains. Colonies cultured on the agar surface were
white, smooth, glossy and circular with entire edges, whereas colonies growing in agar were
white, small, lenticular or elliptical. In physiological trait testing, strains N115 and GLTO066
were found to be strictly anaerobic, while strains N50, N74 and N97 were able to grow under
microaerophilic conditions. In terms of the relationship to temperature, 37 °C was found to be
the optimum growth temperature for all bifidobacterial strains. Specifically, strains N50 and
N97 grew very well at 30—46 °C and strain N74 at 30-37 °C, while strains N115 and GLT066
only grew at 37 °C. Regarding the relationship with pH, a pH value of 6.5 was determined
as the optimum for all strains. Strain N50 grew very well in the pH range 6.0-9.0, N74 in the
pH 6.5-9.0 and GLTO066 in the pH 6.0-7.5, while strains N97 and N115 grew well only at the
pH 6.5. The exception in the testing was strain N115.1 It will be necessary to test it again in
larger volumes under more stable conditions for its further characterisations.

All analyzed strains showed mostly typical bifidobacterial characteristics. Further
analyses will be performed in the future according to the recommended minimum standards
necessary for describing new bifidobacterial taxon.

Keywords: microbiome, cultivation, bifidobacteria, phenotypic and genotypic characterization
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1 Uvod

Mezi rozsahlym spoleCenstvim stifevnich bakterii se vyskytuje také rod Bifidobacterium.
Bifidobakterie dominuji ve stfevé zdravych kojenct, zatimco v dospélosti je jejich zastoupeni
niz§i a stabilni. Pfitomnost fady typickych bifidobakterialnich druhii se méni s veékem.
Bifidobakterie jsou spojovany s piiznivym uc€inkem na zdravi svého hostitele, jako je produkce
fady metaboliti zahrnujicich mastné kyseliny s kratkym fetézcem, konjugované kyseliny
linolové a bakteriociny (Arboleya et al. 2016). Pfestoze byl prvni druh bifidobakterie objeven
pred vice nez stoletim (Tissier 1899), tento rod komenzalnich mikroorganismi se stale
vyznamné dynamicky vyviji a kazdym rokem pocet nové popsanych druht signifikantné
narusta. NejCastéji jsou v soucasné dobé€ popisovany nové druhy bifidobakterii izolované
zejména ze stfevni mikrobioty primatd. Rada publikaci na tento trend poukazuje s diirazem
na bohaté zastoupeni potencialn€é novych druhti bifidobakterii zejména u novosvétskych
primatd (Duranti et al. 2019; Neuzil-Bunesova et al. 2021; Modrackova et al. 2021).

Pro popis nového druhu bakterii v ramci Celedi Bifidobacteriaceae byly vytvoreny
minimalni standardy a postupy, které =zahrnuji napfiklad morfologickou (popis
bifidobakterialnich bunék, reakce na barveni podle Grama) a kultivacni analyzu (popis kolonii),
pohyblivost bunék, popis zdroje a mista vyskytu daného kmene, DNA-DNA hybridizace,
sekvenace genu 16S rRNA a dalSich dopliikovych fylogenetickych markert (Mattarelli et al.
2014).



2 Hypotéza a cil prace

Pfi mikrobiologickych rozborech fekalnich vzorkii od wvariabilnich hostitela
byly detekovany izolaty bifidobakterii s potencialem nového druhu bifidobakterie, které budou
dale charakterizovany zejména na Katedre mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (KMVD). V ramci
popisu potencialn€ novych druhti bude provedena morfologicka a kultivacni analyza, analyza
MALDI-TOF hmotnostnich spekter a budou dale testovany také jejich fyziologické vlastnosti.
Predpokladame, Zze provedeni fenotypovych a genotypovych charakterizaci u izolatu
bifidobakterii rizného ptivodu s charakterem potencionalné nového druhu povede k potvrzeni
a naslednému popsani nového druhu.

Cilem této prace je vytvoreni piehledné literarni reSerSe na zakladé aktualnich
védeckych poznatkli o dynamicky se rozvijejicim rodu Bifidobacterium a o metodickém
postupu pii popisu jeho potencialné novych druhti. Podileni se na fenotypové a genotypové
charakterizaci nové popisovanych druhii bifidobakterii na Katedfe mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky (KMVD).



3 Literarni reSerse

Gastrointestinalni (GI) ekosystém dospélého Clovéka obsahuje tfi slozky (mikrobiota,
imunitni mediatory a epitelialni bariéra), jenz kazda z nich je schopna urcitého stupné vyvoje
a hraji dilezitou roli pro uplnou funkéni a vyvojovou zralost (McCracken & Lorenz 2001).
Stirevni mikrobiota hraje zasadni roli v riznych procesech lidského zdravi. Existuji studie,
které spojily vznik stfevnich onemocnéni se vznikem fady dalSich onemocnéni (Arboleya et al.
2016). Mikrobidlni populace vyviji rozmanité metabolické a fyziologické aktivity,
jenz napomahaji nejen udrzeni zdravi hostitele, ale také rozkladu slozek potravy, ochrany
pted patogeny, podpory diferenciace bunek hostitele a stimulace (nebo modulace) imunitniho
systému (Yatsunenko et al. 2012). Mezi mikrobialnimi spolecenstvy a lidskymi i zvifecimi
hostiteli dochazi k mnoha vzajemnym interakcim, jez jsou do urCité miry fizené genetickou
vybavou, vyzivou a zivotnim stylem hostitele. Slozeni té€chto spoleCenstev ma zasadni vyznam
pro poskytnuti metabolickych schopnosti nad ramec jiz zakodovanych v genomu hostitele
a prispiva tak k tvorbé bunéénych signalizaci podporujicich dynamickou adaptaci na zmény
v dostupnosti potravy, prostedi a vyvoji organismu (Selber-Hnatiw et al. 2020). Za normalnich
podminek je sloZeni stievni mikrobioty pomérn€ stabilni, av§ak mutze byt negativné ovlivnéno
vnéj§imi faktory, jako je naptiklad lécba antibiotiky (Sullivan et al. 2001). Pocet bakterialnich
bunék v téle je fadove stejny jako pocet lidskych bunék (Sender et al. 2016), zatimco spolecny
genom vSech téchto bakterialnich bunek, oznaCovany také jako mikrobiom, obsahuje nejméné
150krat vice gent nez celkovy pocet gend pritomnych v lidském genomu (Qin et al. 2010).
Lidska GI mikrobiota dosp€lého clovéka je tvorena vyhradné cCleny, kteti patii do péti
bakterialnich kmenu: Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria, Proteobacteria
a Verrucomicrobia, s vyznamnym zastoupenim rodu Faecalibacterium, Bacteroides,
Roseburia, Ruminococcus, Eubacterium, Coprobacillus a Bifidobacterium (Tap et al. 2009;
Pokusaeva et al. 2011). Pravé k bifidobakteriim byla béhem poslednich let poutana velka
pozornost, a to nejen z divodu jejich bézného vysokého zastoupeni u kojenct (Arboleya et al.
2016), ale také z duivodu zjisténi jejich vyznamného vyskytu ve stfevech primatd, zejména také
u dospélych jedinct, které se ukazalo jako velice pestry ekosystém s obrovskym potencialem
pro dalsi zkoumani a zdroj pro izolaci a popis potencialné novych druht (Lugli et al. 2020).

3.1 Strevni mikrobiota

spolecné (Berg et al. 2020). Vice specificky mizeme mikrobialni spoleCenstva definovat
jako vice druhova seskupeni, v nichz se mikroorganismy vzajemné ovliviiuji (Konopka 2009).
UrCovani struktury a funk¢éniho potencidlu mikrobiomu ve zdravi a nemoci, stejné
jako proménnych, které jej ovliviiyji, se ukazalo jako zasadni (Shreiner et al. 2015). Mikrobiota
je velmi dynamicky ekosystém, jehoz stav muze byt ovliviiovan mnoha faktory, naptiklad
genetickymi faktory, v€kem, geografickymi podminkami a 1écbou Iéky (Cuffaro et al. 2021).
Mikrobiom je siln€ ovlivnén prostiedim, které osidluje (Simdes et al. 2013), a proto lze
specifikovat napf. mikrobiom ktze (Byrd et al. 2018), dutiny ustni, dychaciho traktu (Man et
al. 2017), urogenitalniho traktu (Ravel et al. 2011) a stfeva (Simdes et al. 2013).
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Stfevni mikrobiota se podili na sttevnim dozravani a homeostazi prostrednictvim mnoha
funkci a je v neustalé symbidze a vzjemné komunikaci nejen s lidskymi burikami (Backhed et
al. 2005; Cuffaro et al. 2021). Mikrobialni spoleCenstva stfevniho traktu Gzce souviseji také
s imunitnim a nervovym systémem a jejich ochranou prostfednictvim efektu ekosystémové
bariéry (Cuffaro et al. 2021). Vyznamnou roli hraje také v produkci latek nezbytnych pro télo
hostitele, jako jsou vitaminy, v udrzovani metabolické homeostaze, a dokonce 1 ve zdravém
fungovani distalnich organd, jako jsou mozek, plice a jatra (Cummings & Macfarlane 1997,
Turnbaugh et al. 2006; Mayer et al. 2015; Tripathi et al. 2018; Enaud et al. 2020). Mikrobiota
také vyznamné napomaha traveni potravy, konkuruje patogentim, rozklada mucin a podporuje
diferenciaci epitelovych bun€k a lymfoidni tkané spojené se sliznici. Zasadni vliv
na protizanétlivou aktivitu a podporu imunity méa metabolicka aktivita a jeji slozeni (Konieczna
et al. 2012). I z toho diivodu je v soucasné dobé na trhu k dispozici fada probiotickych vyrobkt
(Savitri & Lata 2021). Ackoli ne vSechny mechanismy, které pfispivaji pii 1é€bé nemoci
spojenymi s gastroinestinalnim traktem (GIT) podavanim probiotik, nejsou zcela jasné, uvadi
se, ze modifikace stfevni mikrobioty, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA)
a jejich ucinek na organismus, snizovani pH v travicim systému, produkce bakteriocini
a dalSich latek a vitamind by mohly patfit mezi nékteré z nich (Tijjani et al. 2020).

3.2 Bifidobakterie

Pro podobnost mezi zastupci z rodu Bifidobacterium a Lactobacillus byla historicky
taxonomie t€chto mikroorganismu ¢asto zaménovana, a proto i mnoho nékdejsich i souc¢asnych
textd se zabyvalo témito rody zaroven. Hlavnim faktorem tohoto prolinani je skutecnost, Ze oba
taxony maji neékolik morfologickych a fyziologickych podobnosti (Gram-pozitivni tycinky,
netvorici spory, produkujici znacné mnozstvi kyseliny mlééné a octové). Navic k tomu pfispiva
skuteCnost, Ze jsou oba rody hojné€ zastoupeny v travicim traktu savcg, s tim je spojovana jejich
bézna a pravidelna izolace z traviciho traktu nejen lidskych kojenct a dospélych lidi, ale také
jejich potencialni vlastnosti podporujici zdravi svych hostitelt (Lawson 2018). Dale se hojné
vyskytuji také v pochveé, tstni dutin€, zadnich stfevech vcel a ¢melakd, ve fermentovanych
i nefermentovanych potravinach a v neposledni fadé€ 1 odpadnich vodach (Modesto 2018).

Bifidobakterie byly poprvé izolovany v roce 1899 (Tissier 1899) a od té doby jsou
intenzivné studovany, jako bakterie vyskytujici se v lidské stfevni mikrobioté (Shimamura et
al. 1992). Bifidobacterium spp. je rod tvoren Gram-pozitivnimi, nepohyblivymi, striktné
anaerobnimi ty¢inkami (Turroni et al. 2012; Backhed et al. 2015; Mei et al. 2022). Butiky
bifidobakterii jsou typické svym nepravidelnym tvarem razné dlouhych ty¢inek. Mohou byt
kratké zaktivené, valcovitého tvaru na konci zaoblené nebo nepravidelné ve tvaru pismene V
nebo Y (Obrazek 2) (Gomes & Malcata 1999; Lee & O’Sullivan 2010). Nékolik studii
prokazalo, ze nepiitomnost nebo nizké koncentrace N-acetylglukosaminu, ionty Ca?*
nebo aminokyselin (napf. serin, kyselina glutamova, alanin a kyselina asparagova) v ristovém
médiu vyvolavaji vyhradné bifidni tvar bifidobakterii (Obrazek 1) (Lee & O’Sullivan 2010).
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Obrdzek 1: Bifidni tvar — vzorek 8 (A. Obrdzek 2:  Agregaly — vzorek 1 (A.

Andrysova) Andrysova)

Prestoze se bifidobakterie charakterizuji jako katalaza-negativni anaeroby (Gomes &
Malcata 1999), existuji vyjimky, naptiklad B. indicum a B. asteroides, které jsou
katalaza-pozitivni a prosperuji 1 za ptitomnosti kysliku (Felis & Dellaglio 2007). Optimalni pH
pro jejich rust je 67, témér zadny narast vykazuji pii pH 4,5-5,0 a nizs§im, nebo také pii pH
8,0-8,5 a vyssim. Optimalni teplota pro rust ¢ini 37-41 °C (Gomes & Malcata 1999). Typickym
a klicovym enzymem pro metabolismus bifidobakterii je fruktdza-6-fosfatfosfoketolaza,
ktera je vyuzivana jako taxonomicky znak, pfi identifikaci bifidobakterii, nicméné neumoziiuje
jejich mezidruhovou diferenciaci. Bifidobakterie maji ve své bunécné sténé fosfolipidy,
které jsou variabilni, a zakladni aminokyselinou v tetrapeptidu byva bud’ ornitin nebo lysin
a maji razné typy pricnych vazeb. Jako vétev aktinobakterii obsahuji bifidobakterie ve svych
DNA béazich od 54 do 67 mol% guaninu a cytosinu (G+C) a vykazuji heterofermentativni typ
metabolismus. Bifidobakterie jsou navic typickym ptikladem sacharolytickych bakterii (Gomes
& Malcata 1999).

Zastupce rodu Bifidobacterium povazujeme za soucast gastrointestinalni mikrobioty.
Podileji se na podpofe udrzovani zdravi svého hostitele (Pokusaeva et al. 2011).
Tito komenzalové, byvaji také ¢asto vyuzivany v potravinaiském pramyslu a jako probiotické
mikroorganismy, jelikoz u nékterych kment byly prokazany specifické pfiznivé ucinky
na zdravi hostitele (Sanchez et al. 2013). Bifidobakterie predstavuji prevazujici populaci
u novorozenci a kojench, avSak pocet bifidobakterii klesa sve€kem. Druhy
jako Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum subsp. infantis
jsou typicky spojovany s ranymi stadii zivota jedince, kdezto napftiklad druh Bifidobacterium
adolescentis je vice spojovan s dospélymi hostiteli (Sanchez et al. 2013). Bifidobakterie
se vyskytuji nejen v travicim traktu lidi, ale také naptiklad u ¢melakt (Bombus lucorum) (Killer
et al. 2011) a drvodélek fialovych (Xylocopa violacea) (Alberoni et al. 2019), krys, divokych
prasat (Masco et al. 2004), pst (Neuzil-Bunesova et al. 2020) a velmi hojné u opic (Modrackova
et al. 2021).

3.2.2 Taxonomie bifidobakterii

Rod Bifidobacterium patii do domény Bacteria, kmene Actinobacteria, tfidy
Actinobacteria, fadu Bifidobacteriales a &eledi Bifidobacteriaceae. Celed’ Bifidobacteriaceae
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zahrnuje Ctyfi rody: Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia (Ventura et al.
2007). Bifidobakterie tvori obecné hluboce rozvétvenou linii v ramci aktinobakterii (Gao &
Gupta 2005; Gao et al. 2006).

Actinobacteria je jednim z nejvétSich kmenti v doméné Bacteria (Salam et al. 2020),
jenz obsahuje rizné rody bakterii s velmi variabilnim metabolismem a zplisobem Zzivota.
Zahrnuje jak patogeny, rostlinné komenzaly, symbionty vazajici dusik, tak i obyvatele GIT,
mezi které prave patii bifidobakterie (Ventura et al. 2007).

3.2.3 Metabolismus

Bifidobakterie jsou sacharolytické a jsou tedy schopné vyuzivat velkou Skalu sacharida
pochazejicich z hostitelovy diety, které nejsou rozlozeny v hornich ¢astech stfeva, a z nichz
mnohé jsou oligo- a polysacharidy rostlinného pavodu (Pokusaeva et al. 2011).
Z monosacharida jsou bifidobakterie kromé glukozy schopny vyuzivat také galaktozu, laktozu
a obvyklei fruktozu jako zdroj uhliku (Gomes & Malcata 1999). Rtizné bifidobakterialni kmeny
mohou mit rdzné schopnosti vyuzivat sacharidy (Pokusaeva et al. 2011). Schopnost
bifidobakterii kolonizovat gastrointestinalni trakt pfimo zavisi na jejich schopnosti vyuzivat
komplexni sacharidy, které jsou v tomto prostifedi vSudypfitomné. Metabolismus sacharid
je u bifidobakterii proto intenzivné studovan. Bifidobakterie jsou schopny utilizovat tedy
jak dietarni, tak hostitelské sacharidy (Egan & Van Sinderen 2018). Jako dietarni lze uvést
polysacharidy bunécnych stén rostlin, pektin, celulozu, arabinan, xylan a rezistentni Skrob,
které jsou odolné vaci traveni glykosylhydrolazami koédovanymi hostitelem, tedy i jejich
vstiebavani v tenkém stfeveé (Lattimer & Haub 2010). Zatimco hostitelské sacharidy maji tlohu
nejen jako zdroj energie, ale také navic slouzi jako mista pro pfichyceni adheznich struktur
mikroorganisma (Kankainen et al. 2009; Turroni et al. 2010). Ukazalo se, ze bifidobakterie
koduji produkei extracelularniho polysacharidu, ktery je dilezity pro adherenci bakterii
k burikam hostitele a zaroven k pfispivani k odolnosti vici zaludecnim kyselinam a zlu¢ovym
solim (Pérez et al. 1998; Ventura et al. 2007).

Obecné jsou primarnim odpadnim produktem stfevni mikrobioty SCFA, které vznikaji
fermentaci nestravitelnych polysacharidi, vCetné naptiklad také prebiotickych oligosacharida
matefského mléka (HMO) (Cheng et al. 2020). Nejvyznamnéj§i SCFA pro lidské zdravi
jsou formiat, acetat, butyrat a propionat, protoze predstavuji prevaznou vétSinu piitomnou
v tlustém stieve (Silva et al. 2020), maji mnohostranné funkce a hraji vyznamnou roli v integrité
stievni bariéry, stfevnim pH a inhibici patogent (Ewaschuk et al. 2008). Bifidobakterie
produkuji acetat a laktat v poméru tii moly acetatu ku dvéma molim laktatu jako hlavni finalni
produkt svého metabolismu a fadu dalSich minoritnich metabolickych produktt (Rosypal et al.
1981; Mozzi 2010). Stav tlustého stfeva je ovliviiovan pravé poklesem pH zpiisobenym
uvolfiovanim Siroké Skaly SCFA bifidobakteriemi (Collins & Reid 2016; Liu et al. 2019).
Vyznamnost SCFA obecné dosvédcuje skuteCnost, ze snizeni obsahu téchto sloucenin
v organismu je spojeno s mnoha chronickymi onemocnénimi, v€etné onemocnéni ledvin
(Stuivenberg et al. 2022). Bifidobakterie maji navic napadnou schopnost produkovat
konjugovanou kyselinu linolenovou (CLA) na Grovni druhu a kmene. Tato schopnost byla
napriklad popsana u deviti kmena bifidobakterii z lidského stfeva pomoci analyzy plynovou
chromatografii (Coakley et al. 2003; Mei et al. 2022).
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3.2.4 Bifidobakterie pri podpore zdravi hostitele

Pro podporu zdravi hostitele je podavani probiotik jednim ze slibnych nastroju.
Probiotika jsou definovana jako zivé organismy, pfi jejichz podani v pfiméfeném mnozstvi
pfinaseji hostiteli zdravotni prospéch a zahrnuji Sirokou skalu mikroorganisma (Hill et al.
2014). Probiotika se ve stale vétsi mite piidavaji do fady potravin, napoju a lokalnich vyrobka,
v fadé piipadd s pochybnym nebo neexistujicim védeckym/zdravotnim tvrzenim piinosu
pro hostitele (Cunningham et al. 2021). Rostouci trend vyuzivani probiotik v potravinach,
ve kterych se puvodné probiotika nenachazela, by mohl vést ke snizeni funk¢ni ucinnosti
v dasledku vylouceni potencionalniho synergického ucinku potraviny. Je tedy velice dulezity
vhodny vybér potravinovych zdroji pro dodavani probiotik (Ranadheera et al. 2010).
Probiotika slouzici jako mikrobialni dopliiky stravy piispivaji ke stfevni mikrobialni rovnovaze
a jsou také vyuzivany ke zmén¢ slozeni mikrobioty tlustého stieva. Tyto zmény vSak mohou
byt pouze prechodné (Gibson & Roberfroid 1995). Vyuzivani zivych mikroorganismu ve strave
ma bohatou historii. Kvasené mlécné vyrobky, ve kterych se mikroorganismy pfirozené
vyskytuji, se pro podpirné l1éebné ucely vyuzivaly vyrazné diive, nez byla zaznamenana
existence samotnych mikroorganismt (Leahy et al. 2005). Fermentovana mléka a jogurty
jsou povazovany za vyznamné nositele pro dodavani probiotik (Ranadheera et al. 2010).
Mezi zakladni mechanismy ucinku probiotik patii soupefeni o vazebnd mista s patogeny
na epitelialnich bunkach traviciho traktu, coz zabranuje infekci, tvorba urcitych metabolita,
také i bakteriocinl, které snizuji riist patogennich bakterii, posilovani epitelialni bariéry,
zlepSena prtilnavost ke stfevni sliznici a inhibice patogenni adheze a modulace intimniho
systému (Savitri & Lata 2021).

Jednim z rozsahle studovanych probiotickych rodu je Bifidobacterium spp., podilejici
se na obnov¢ stievni homeostazy pasobenim nékolika mechanismu (Sarkar & Mandal 2016).
Konkrétné naptiklad pravé bifidobakterie jsou to z divodu jejich dlouhodobého zkoumani,
kladnych zkuSenosti pii podavani, bézné pritomnosti v mikrobioté hostitelti bez zdravotnich
komplikaci a potencialné probiotickych vlastnosti (Gibson & Roberfroid 1995; Sanchez et al.
2013). V ramci potravin se naptiklad v jogurtech bézné nachézi B. animalis a B. longum, dale
ve fermentovanych mlékach, nékterych zmrzlinach a syrech B. animalis subsp. lactis
(Ranadheera et al. 2010). Probiotické bifidobakterie 1ze navic pfidavat do pasterizovanych
mléénych vyrobkd, aby byla zvySena stravitelnost laktdézy (Rolfe 2000). Pozitivni vliv
na snizeni vyskytu laktozové intolerance u nékterych jedinct byl prokazan konkrétné u druhu
Bifidobacterium longum (Jiang et al. 1996; Leahy et al. 2005). Aby mohla aktivné probioticky
plsobit ve stfevnim traktu hostitele, musi prezit narocné podminky nachazejici se pti prichodu
GIT, jako je naptiklad kyselé pH, zaludecni enzymy a zlu¢, pankreatin a dalsi stfevni enzymy
v tenkém stfeveé. Tyto faktory GIT mohou siln€ ovlivnit metabolicky stav podanych bakterii
a jejich prezivani, a tim i vyznamné ovlivnit jejich funk¢nost. Jakmile se bifidobakterie usadi
ve svém piirozeném prostiedi, tj. v tlustém stfevé, musi disponovat vhodnym genetickym
zazemim a enzymatickym aparatem, aby umoznily rozklad metabolickych zdroju typickych
jak endogennich, jako je stfevni mucin, tak exogennich, sacharidy v potravé, které nejsou
traveny v hornich Castech stfeva. Je tedy zfejmé, ze bifidobakterie musi mit specifické
adaptacni vlastnosti na prostiedi, ve kterém ziji (Sanchez et al. 2013).
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Bifidobakterie, podobné jako jiné organismy produkujici kyselinu mlé¢nou vykazuji
ochranny ucinek proti ni¢ivym nasledkiim akutniho prijmového onemocnéni (Leahy et al.
2005). Konkrétné Bifidobacterium longum naptiklad vykazoval inhibi¢ni ucinky na mnoho
patogennich organismu, napiiklad pusobi proti Salmonella typhimurium na zivocisnych in vivo
modelech (Silva et al. 1999, 2004).

Formovani a udrzovani stfevni mikrobioty je komplexni proces, jenz lze ovlivnit
in€kolika dalS§imi faktory. Mohou ji ovlivnit interakce mezi mikroorganismy,
mezi mikroorganismy a hostitelem, stravou a také napfiklad zptisobem porodu. GIT plodu
je sterilni, béhem porodu osidluji GIT ditéte mikroorganismy z matky a okolniho prostredi,
nez dojde k vytvoreni komplexni mikrobioty (Mackie et al. 1999; McCracken & Lorenz 2001).
Mikroorganismy, jez jako prvni kolonizuji GIT, jsou aerobni a fakultativné€ anaerobni bakterie
a snizuji oxidacné-redukéni potencial ve stfevé, umoziiuji kolonizaci také anaeroby
(McCracken & Lorenz 2001; Underwood et al. 2015). Na slozeni a funkci rané mikrobioty ma
zasadni vliv vyziva, zejména kojeni. Zavedeni pevné stravy nema na slozeni a funkci takovy
vliv, spiSe je nutna ke spravnému dozravani mikrobioty pripominajici mikrobiotu dospélého
Cloveéka (Backhed et al. 2015). Presto ale bylo zjiSténo, ze Bifidobacterium breve, B. bifidum,
B. longum subsp. longum a B. longum subsp. infantis se vyskytuji u kojenct kojenych
matefskym mlékem, ale i u kojenct krmenych umélou vyzivou (Klaassens et al. 2009; Arboleya
et al. 2016). To naznacuje hostitelskou specifitu téchto druht. U kojenych déti se jiz po péti
dnech objevily bifidobakterie, zatimco u déti, které od prvniho dne po narozeni dostavaly stravu
zalozenou na umélé vyzive, bylo jejich vyznamné opozdéni pti osidleni GIT (Favier et al.
2003). Zeyména praveé nekteré typicky kojenecké druhy rodu Bifidobacterium mohou ziskavat
energii z matefského mléka a jejich HMO (Petherick 2010), coz pravdépodobné souvist s jejich
pfevahou ve stfevni mikrobioté v prvnim roce zivota kojence (Garrido et al. 2013a).
Po ukonceni kojeni, a tedy snizeni pfisunu matefského mléka pocetni prevaha bifidobakterii
v travicim traktu klesa (Bottacini et al. 2014).

Podporu jiz pritomnych bifidobakterii v GIT hostitele 1ze uskutecnit podavanim
prebiotik. Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravin, jenz mohou pfizniveé
ovliviiovat hostitele tim, ze selektivné stimuluji rust a/nebo metabolickou aktivitu jedné
nebo omezeného poctu mikroorganismu bakterii v tlusté stieve, a tim zlepsuji zdravi hostitele
(Gibson & Roberfroid 1995). Aby mohly byt ti¢inné, prebiotika nesmi byt stravena v horni ¢asti
stteva a musi byt pfednostné v travicim traktu prospéSnymi mikroby, které jsou soucasti
mikrobioty tlustého stfeva (Manning & Gibson 2004). Za prebiotika jsou povazovany vlakniny
typu galakto-oligosacharidd, frukto-oligosacharidii a inulinu, jejichZ nékteré formy se pfirozené
vyskytuji v potravinach, jako jsou lusténiny, obiloviny, ovoce a zelenina (Lockyer & Stanner
2019). Vzhledem krozsahu potravin, které mohou byt obohaceny prebiotiky,
jejich schopnostmi vyvolat pozitivni zmény mikrobioty a zdravotnim aspektim, které z toho
mohou vyplynout, je dilezité, aby byly pouzity spolehlivé technologie pro ovéfeni funkcnosti
(Gibson et al. 2004). Potencionaln¢ vhodné prebiotické substraty pro rod Bifidobacterium
mohou byt navic 1 potravinarska zahustovadla, zejména ptirodni gumy a Skrob (Modrackova
et al. 2019). Tyto definice se vztahuji 1 na oblast vyzivy zvirat, v niz jsou strategie zamerené
na udrzeni zdravi a prevenci onemocnéni mikrobioty stejné dulezité jako u lidi (Gibson et al.
2017).
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Dalsim vyznamnym faktorem pfi ovlivnéni slozeni stfevni mikrobioty je také podavani
antibiotik. Pasobenim antibiotik, podavanych k prevenci a 1é¢bé infekénich onemocnéni
zpusobenych bakteriemi a plisnémi, byva mikrobiota lidského GIT velmi Casto vystavovana
a neni to zadouci (Duranti et al. 2017). Muze to totiz zptsobit modulaci bakterialni komunity
ve stfeve cestou Sifeni genu rezistence k antibiotikim, pficemz antibioticka terapie pozitivné
selektuje ty mikroorganismy, které takové genetické vlastnosti nesou (Duranti et al. 2017).
Invaze patogent zpusobuje narusSeni stfevni homeostazy a vyvolani prvni linie obrany,
coz zahrnuje vrozené imunitni reakce a reakce vyvolané endogenni mikrobiotou.
Pokud tuto rezistenci patogeny uspeésné piekonaji, je nasledné vyzadovan terapeuticky zasah
zahrnujici pravé antibiotika. Ty mnohdy ponechavaji stfevo nekolonizované a nachylné
k recidivam, coz otevira moznosti pro cilenou aplikaci probiotickych dopliikt stravy (Sarkar &
Mandal 2016). Bylo zjisténo, ze antibioticka terapie redukuje celkovou bakterialni rozmanitost
a ovliviiuje az 33 % mikrobialni populace a soucasné u starSich osob by mél byt vliv antibiotické
1écby zvazovan zhlediska dlouhodobych zdravotnich uc¢inkt (O’Sullivan et al. 2013).
Navzdory mimému, ale dlouhotrvajicimu dopadu po expozici antibiotikim je stfevni
mikrobiota zdravych mladych dospélych odolna vii¢i kratkodobému zasahu Sirokospektrymi
antibiotiky a jejich genova rezistence vuci antibiotikim moduluje procesy obnovy (Palleja et
al. 2018).

3.2.5 Aktualni druhova rozmanitost bifidobakterii

Od objeveni bifidobakterii na konci 19. stoleti v prostredi lidského stfeva se vyskyt
a druhové zastoupeni rozsahle dokumentovalo v rliznych a rozmanitych ekologickych nikach.
Dle vefejné dostupné databaze List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature
(LPSN) (bacterio.net) je ke konci prvniho c¢tvrtleti roku 2023 uvedeno 117 platné popsanych
druht bifidobakterii a 18 poddruhti (Parte et al. 2020). Na zakladé fylogenetické analyzy jsou
bifidobakterie rozdélovany do deseti fylogenetickych skupin konkrétné B. adolescentis,
B. asteroides, B. bifidum, B. boum, B. bombi, B. longum, B. pseudolongum, B. pullorum,
B. psychraerophilum a B. tissieri (Lugli et al. 2018; Modesto et al. 2020b). Podle vyzkumu
Lugli et al. (2018) fylogeneticka skupina B. pseudolongum je nejvariabilnéjsi bifidobakterialni
skupinou z hlediska ekologickych nik zastoupenych zivociSnymi druhy, z nichz byly tyto
kmeny izolovany. Fylogenomicka analyza ukazala, ze nékteré detekované tanoxny nepatii
do zadné diive popsané fylogenetické skupiny, tudiz na zakladé ptibuznosti mezi danymi
typovymi kmeny bifidobakterii byly navrzeny dva dalsi fylogenetické klastry, a to skupina
B. psychraerophilum a skupina B. bombi (Obrazek 3) (Lugli et al. 2018).
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Obrazek 3: Fylogeneticky strom rodu Bifidobacterium zobrazujici deveét fylogenetickych skupin, zaloZeny na konkatenaci

odvozenych aminokyselinovych sekvenci 232 zakladnich genit Goo31D, Ham19E, Rab10A4, TamiG, Uis4E a Uis1B bootstrap

(Lugli et al. 2018)

Pro zkoumani fylogenetickych vztahi mezi kmeny bifidobakterii izolovanymi

z riznych prostiedi a hostiteli byly zkonstruovany dva fylogenetické stromy na zakladé
107 zietézenych zakladnich gent. Tyto stromy zahrnovaly jeden se 60 kmeny pochazejicimi
od Cloveka (Obrazek 4) a druhy se 129 kmeny z riznych prostredi a hostiteld (Obrazek 5)
(Rodriguez & Martiny 2020). V obou stromech se tésné shlukovali pfisluSnici stejné
taxonomické skupiny a fylogeneticka struktura stromti byla podobna tém predchozim
zalozenych na sekvenaci genu 16S rRNA a genech dalSich (Ventura et al. 2006; Lugli et al.
2014; Milani et al. 2014; Sun et al. 2015). Naptiklad bylo zjisténo, ze druhy B. breve
a B. longum jsou si blizce ptibuzné, stejn€ jako B. bifidum a B. scardovii. Jednim z rozdilt bylo,
ze fylogeneticka skupina B. asteroides se jiz diive ukazala byt umisténa v nejhlubSich vétvich
linie bifidobakterii (Bottacini et al. 2012; Milani et al. 2014; Sun et al. 2015).
Zatimco Rodriguez & Martiny (2020) ve svém fylogenetickém stromu kmend odvozenych

od clovéka (Obrazek 4) uvadi nejhlubsi vétev u druhu B. thermophilum, coz bylo
pravdépodobné zptasobeno chybéjicim zastupcem fylogenetické skupiny B. asteroides, ktery by
mohl byt do stromu odvozeného od cloveka zahrnut. Ve vétSim stromu nejhlubsi vétve
odpovidaly kmentim druht B. simiarum, B. primatium, B. vansinderenii a B. tissieri (Rodriguez

& Martiny 2020).
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Zdroj izolace
[ Dospety clovek* (10)
[ Kojenec* (10)

B Lidské keev (10)

[ Mateiské miéko (10)
[ Urogenitani trakt (9)
[ stassi clovek® (5)
[ Dite* 4
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B Mimo skupinu (1)

*Strevni izolaty

Obrazek 4: Fylogeneticky vztah kmenii Bifidobacterium odvozenych od clovéka na zdkladé 107 markerovych genit. 'yznamné
druhy jako B.longum, B. breve a B. animalis jsou vystinovdny riiznymi barvami. Vnéjsi krouZek predstavuje riizné zdroje izolace
bifidobakterii (Rodriguez & Martiny, 2020)

Pti porovnani vice druhid hostitelti a prostiedi bylo prostiedi, ze kterého byly kmeny
izolovany, siln€ spojeno s fylogenetickym rozsifenim bakterii (Obrazek 5). Naptiklad kmeny
odvozené od vcel, primata a hlodavca jsou ve fylogenetickém stromu v ramci svych kategorii
tésné seskupeny. Tyto Sirsi evolucni vzorce se zdaji byt obzvlasté vyrazné u kment izolovanych
z fadu Artiodactyla, Hymenoptera a Primates, nebot’ se shlukuji vétSinou v ramci stejnych vétvi
(Rodriguez & Martiny 2020).
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Obrazek 5: Fylogenetické vztahy druhit Bifidobacterium, které se vyskytuji u vice hostitelii, na zakladé 107 markerovych genii.
I’yznamné druhy jako B. pseudolongum, B. longum a B. animalis jsou vystinovany riiznymi barvami. Vnéjsi krouzek predstavuje
riizné zdroje izolace bifidobakterii (Rodriguez & Martiny, 2020)

V nasledujici tabulce (Tabulka 1) je uveden seznam noveé popsanych druhd
bifidobakterii od roku 2020 do soucasnosti, aktualni ke dni 19. 3. 2023 z databaze LPSN.
Celkove bylo od roku 2020 popsano 27 novych druhi. Nejvyssi pocet, celkoveé 10, noveé
popsanych druht pochazi ze stfevni mikrobioty novosvétskych opic. Mezi novosvétské opice
jsou fazeni naptiklad tamarini. Pfesto se podafilo Lugli et al. (2021) izolovat novy druh,
konkrétné B. colobi, také z trusu guarézy plastikové jakozto zastupce opic starého svéta.
V poslednich letech se také vyrazné zkouma travici trakt vcel, ve kterych se popsalo nekolik
novych druhi bifidobakterii, jako napfiklad B. apousia (Chen et al. 2021). Olofsson et al.
(2023) poté zacatkem biezna 2023 navrhl dalsi potencialn€ novy druh bifidobakterie, konkrétné
Bifidobacterium mellis sp. nov., ktery byl izolovan ze zaludku vc¢ely medonosné (Apis
mellifera).
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Tabulka 1: Seznam uznanych bifidobakterii v databazi LPSN (bacterio.net), které byly popsdany od roku 2020

Bifidobakterialni druh

Objevitel a rok

Zdroj izolace

Bifidobacterium mellis

Olofsson et al. 2023

Zaludek véely medonosné
(Apis mellifera)

Bifidobacterium mizhiense

Li et al. 2022

Travici trakt Emelaka
(Apis mellifa)

Bifidobacterium amazonense

Lugli et al. 2021

Kosman stfibrmy
(Mico agrentatsus)

Bifidobacterium apousia

Chen et al. 2021

Zaludek véely medonosné

(Apis mellifera)
e . . Travici trakt ¢melaka
Bifidobacterium choladohabitans Chen et al. 2021 . .
(Apis mellifa)
. . . . Gueréza plastikova
Bifidobacterium colobi Lugli et al. 2021 (Colobus guereza)
e . . Neuzil-Bunesova Opice patas
Bifidobacterium erythrocebi et al. 2021 (Erythrocebus patas)

Bifidobacterium miconis

Lugli et al. 2021

Kosman stfibrmy
(Mico agrentatsus)

Bifidobacterium miconisargentati

Lugli et al. 2021

Kosman stfibrmy
(Mico agrentatsus)

Bifidobacterium moraviense

Neuzil-Bunesova

Svist Goeldiho

et al. 2021 (Callimico goeldii)

Bifidobacterium oedipodis Net;zti;—l]é;(l)l;iova T(?;gaﬁzuzagglgzg
Bifidobacterium olomucense Net;zti;—l]é;(l)l;iova (g;;:j:;l;l;ﬁg; )
parampones | eutbmeon | Smne

Bifidobacterium phasiani

Lugli et al. 2021

Bazant obecny
(Phasianus colchinus)

Bifidobacterium pluvialisilvae

Lugli et al. 2021

Kosman stfibry
(Mico agrentatsus)

Bifidobacterium polysaccharolyticum

Chen et al. 2021

Travici trakt Emelaka
(Apis mellifa)

Bifidobacterium pongonis

Lugli et al. 2021

Orangutan sumatersky
(Pongo abelii)

Bifidobacterium saguinibicoloris

Lugli et al. 2021

Tamarin pestry
(Saguinus bicolor)

Bifidobacterium santillanense

Lugli et al. 2021

Kosman stfibrmy
(Mico agrentatsus)

Bifidobacterium simiiventris

Lugli et al. 2021

Lvicek zlaty
(Leontopithecus rosalia)

Neuzil-Bunesova

Bifidobacterium canis et al. 2020 Némecky ovcak
. . . . Malpoviti
Bifidobacterium cebidarum Duranti et al. 2020 (Cebidae)
o . . Lenochod dvouprsty
Bifidobacterium choloepi Modesto et al. 2020b (Choloepus didactylus)
Tamarin zlatohlavy
Bifidobacterium leontopitheci Duranti et al. 2020 (Leontopithecus
chrysomelas)
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Bifidobacterium platyrrhinorum Modesto et al. 2020a Ko'Ful.V.eve.rowty
(Saimiri sciureus)
Bifidobacterium saimiriisciurei Modesto et al. 2020a Ko'Ful.V.eve.rowty
(Saimiri sciureus)

Bifidobacterium tibiigranuli Eckel et al.2020 Domaci vodni kefir

3.3 Popis nového druhu bifidobakterie

Pro popis nového druhu bifidobakterie je nezbytné dodrzet minimalni definované
standardy a postupy. Soucasti tohoto procesu je fenotypova a genotypova charakterizace a popis
ekologickych kritérii (Mattarelli et al. 2014). Dle té€chto standardt by popis nového druhu mél:

i. byt zalozen na polyfazovém principu, ktery integruje genomickeé
a fylogenetické udaje s fenotypovymi a chemotaxonomickymi znakys;

ii.  zahrnovat typovy a/nebo referencni kmen, ktery predstavuje uzce piibuzné
¢leny;

iii.  poskytnout popis, ktery nejen umozni nové zastupce piifadit k taxonu
na zakladé charakteristickych znakt, ale také rozliSuje novy taxon
od jeho fylogenetickych nebo fenotypovych sousednich znak.

Druhova identifikace bakterii se provadi na zakladé fenotypovych a biochemickych
znakl, ke kterym patfi morfologie bunék, profily cukerné fermentace a elektroforeticka
pohyblivost enzymi, tvori prvni taxonomické kli¢e uplatiiované v praxi bakterialni klasifikace.
Mnohdy vSak jejich vyuziti pfina§i nejednoznacné vysledky, a proto byly zavedeny
molekularné-genetické metody, jako napiiklad DNA-DNA hybridizace (Ventura et al. 2004).

3.3.1 Fenotypova kritéria

Obecné fenotypova kritéria zahrnuji morfologické, fyziologické, biochemické a nutri¢ni
charakteristiky. Z divodu mozného ovlivnéni fenotypu kultivacnimi a testovacimi
podminkami, je doporucovano zahrnuti také typovych kmenu pfislusnych referencnich taxonu,
které je dulezité pro srovnavaci ucely na urovni rodu. Zahrnuti referencnich taxont s typovym
kmenem ma dulezity vyznam pro organismy, které se zdaji byt vysoce pfibuzné na zakladé
sekvenci genu pro 16S rRNA a pro druhovy popis zalozeny na jediném kmeni. PoCet a vyznam
rozliSujicich fenotypovych charakteristik musi byt dostate¢né vysoky, aby bylo mozné hranice
druht spolehlivé vymezit (Mattarelli et al. 2014).

Tvar a forma bunék by mély byt nalezit€ popsany a v idealnim ptipade by mél byt popis
podpofen vhodnou mikroskopickou fotografii. Doporucuje se mikroskopie s fazovym
kontrastem pfi zvétSeni 1000x, a také elektronova mikroskopie mize byt uzitecna k odhaleni
dodate¢nych morfologickych informaci. Jelikoz morfologie a uspotradani bunek jsou velmi
zavislé na rastovych podminkach, je tfeba uvést popis kultivacnich podminek a sloZzeni média.
U rodu Bifidobacterium mohou mit pro rozpoznani druhu velky vyznam morfologické znaky,
jako je usporadani a poCet vétvicich se bunék a jejich tvar a rozméry bunék za raznych
kultivaénich podminek. Morfologie bunék kultivovanych na agarovych plotnach muze byt
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heterogenni (Mattarelli et al. 2014). Makroskopicka morfologie kolonii v¢etné velikosti, tvaru,
barvy, okraju, vyvySeni, povrchu, konzistence a prithlednosti jsou obecné velmi malo uzitecné
pro rozliseni prislusniki bifidobakterii. Podrobnosti o charakteristikach kolonii v§ak mohou byt
uzitecné pii popisu druhu, pokud je uvedeno médium a kultivaéni podminky (Mattarelli et al.
2014).

Nezbytnou soucasti popisu nového druhu je barveni podle Grama. Barvici reakce muze
byt za zvlastnich okolnosti proménliva, proto se doporucuje, aby byly kultury podrobeny
postupu té€sné po zviditelnéni rustu a aby se barveni opakovalo v pozdni exponencialni fazi
rastu. VSechny bifidobakterie by meély byt Gram-pozitivni. Nezbytnou informaci je také
uvedeni nepfitomnosti endospor (Mattarelli et al. 2014).

Bifidobakterie se vyznacuji striktné sacharolytickou aktivitou, ktera mize byt ovlivnéna
riznymi kultivacnimi podminkami. Je doporuovano pouziti specifického modifikovaného
tekutého média obsahujiciho pouze polovinu bézného mnozstvi sacharidi a také pouziti
bromkresolové purpurové barvy jako indikator pH. Pro bifidobakterie by mély byt testovany
nasledujici sacharidy: celobioza, melibidza, rafin6za, mannitol, amygdalin, sacharoza,
galaktoza, laktoza, maltéza, manodza, salicin, trehaldza, arabindza, eskulin, glukonat,
melezitdza, ribdza, sorbitol, xyloza, fruktdza, glycerol, ramnoza a Skrob (Mattarelli et al. 2014).
Dale se bifidobakterie vyznacuji fermentaci glukdzy prosttednictvim bifid shunt cesty, pficemz
hlavnimi koneénymi produkty jejich metabolismu jsou kyselina octova a mlécna.
Proto se doporucuje analyzovat skute€né mnozstvi zkvaSené glukozy. Pro stanoveni podilu
kyseliny octové a L-mlécné lze pouzit také GC analyzu (Holdeman et al. 1977; Mattarelli et al.
2014). Pro celed Bifidobacteriaceae je totiz typickd aktivita enzymu frukt6za-6-
fosfatfosfoketolazy (FOPPK), jejiz detekci je umoznéno identifikace bifidobakterii na uroven
rodu (Biavati & Mattarelli 2006; Mattarelli et al. 2014). Test FOPPK se provadi metodou
Orbana a Pattersona (Orban and Patterson, 2000).

Také tudaje o rustovych pozadavcich jsou soucasti charakteristiky kazdého
mikroorganismu a jsou nezbytné pro stanoveni jeho optimalnich kultivacnich podminek.
Proto je velmi dualezité uvadeét:

i.  rozsah a optimalni hodnoty teploty a pH pro rust ve vhodnych médiich
ii.  pokud jetomozné, tak také i generacni dobu za optimalnich ristovych podminek
(Mattarelli et al. 2014).

Ackoli vhodna média mohou byt velmi rizna, pozadované prisady (vitaminy a dalsi
rastové faktory, extrakty, sul atd.) by mély byt uvedeny v popisu druhu. Faktory ovliviyjici
rast by mély byt zkoumany za podminek blizkych optimalnim podminkam rdstu a musi byt
podrobné popsany. Podminky rastu by mély zahrnovat vztah ke kysliku, tj. zda jsou kmeny
schopny rust za anaerobnich, mikroaerofilnich a anaerobnich podminek (Mattarelli et al. 2014).

3.3.2 Chemotaxonomicka kritéria

Typ peptidoglykanu bunécné stény je obecné povazovana za cenny taxonomicky nastroj
pro identifikaci a charakterizaci bifidobakterii (Schleifer & Kandler 1972). Stanoveni téchto
znakll nevyzaduje nutné purifikaci kompletni bunécné stény. Disulfidicky mistek je dilezitym
taxonomickym kritériem pro bifidobakterie (Mattarelli et al. 2014).
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3.3.3 Ekologicka kritéria

Je tfeba podrobné uvést zdroj a misto izolace nového taxonu, jakoz i moznou potencialni
patogenitu a hostitele. K objasnéni mozného pfenosu z primarniho (napf. fermentujici
potraviny) do sekundarniho prostfedi (naptf. odpadni vody) nebo zdokumentovat zameérné
piidani do potravin. Detailni popis puvodniho zdroje izolace je nezbytny, podobné také
pojednani o pfirozeném prostfedi a ekologickém zafazeni nového taxonu (Mattarelli et al.
2014). Je to zejména dulezité prave pro ty bifidobakterie, které jsou Casto uzivany jako dopliiky
nebo startovaci kultury v potravinach nebo farmaceutickych ptipravcich (Stiles & Holzapfel
1997; Biavati & Mattarelli 2006).

3.3.4 Genotypova kritéria

Vyhodou identifika¢nich technik zalozenych na analyze DNA je, ze se tyto metody
zaméfuji spise na slozeni nukleovych kyselin mikroorganismt nez na expresi fenotypovych
znakll kodovanych prislusnymi geny, ¢imz se zamezuje variabilité vyvolané regulaci gent
vlivem prostiedi. Vedle tradi¢nich méfeni DNA—DNA hybridizace (DDH) (Rossell6-Mora &
Amann 2001) nabyvaji na vyznamu i dalsi genetické metody, jako jsou metody zalozené
na sekvenaci riznych gent, vCetné sekvenovani celého genomu, které jsou stale dalezitéjSimi
nastroji pro posuzovani vztahti mezi riznymi taxony (Mattarelli et al. 2014).

Jednou z metod je stanoveni obsahu guaninu a cytosinu v DNA (G+C mol %). Indikace
hodnoty obsahu G+C v DNA (mol %) u nového typového kmene nebo rozsah obsahu G+C
DNA nového typového druhu by mél byt stanoven pomoci validovanych metodik. Pro
stanoveni procentualniho podilu G+C lze pouzit rizné metody, napiiklad enzymovou
hydrolyzu DNA a nasledné kvantifikovani nukleosidii pomoci metody HPLC. Také kompletni
sekvenovani genomu umoznuje stanovit obsah G+C v DNA spolehlivym zptisobem. Vzhledem
ktomu, Zze jsou stale CcCastéji k dispozici celkové sekvence bakterialnich genomu
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), pfedstavuji tak vynikajici referenéni mikroorganismy
(Mattarelli et al. 2014).

DDH je jako metoda klasicky standard pro odhad genetickych vztahti na druhové urovni
u prokaryot. DDH by méla byt provadéna v pripadech, kdy novy taxon obsahuje vice nez jeden
kmen, aby se prokazalo, ze vSechny clenové taxonu sdileji dostateCny stupenn podobnosti,
aby mohly byt povazovany za jeden druh. DDH by se méla pouzivat také k urCeni, zda je tato
homogenni skupina genomicky odlisna od blizce piibuznych druhi. DDH je nezbytna, pokud
kmeny sdileji vice nez 97 % genu 16S rRNA (Mattarelli et al. 2014). Pokud novy taxon
vykazuje takto vysokou podobnost s vice nez jednim druhem, méla by DDH byt provedena
se vS§emi piislusnymi typovymi kmeny, aby se prokazalo, ze mezi jednotlivymi druhy existuje
dostate¢na odlisnost, ktera podporuje jejich zarazeni do nového taxonu (Tindall et al. 2010).

Je nutné, aby byly fadné€ uvedeny experimentalni podminky (pufrovaci systém, iontova sila
a teplota reasociace) (Mattarelli et al. 2014).

Gen pro 16S rRNA je nejpouzivanéj§i molekularni marker a jeho sekvenovani v plné
délce (>1400 nt) je stale metodou prvni volby pro identifikaci a ureni fylogenetickych vztaha.
Vetejna dostupnost sekvenci vétSiny typovych kmeni je velkou vyhodou pii identifikaci
a fylogenetickém zafazeni novych izolatl nebo taxond. Stackebrandt a Goebel (1994) navrhli
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horni limit 97 % podobnosti genu 16S rRNA jako prahovou hodnotu. Zatimco niz§i sekven¢ni
podobnosti naznacuji odlisné druhy, podobnosti 97 % nebo vyssi stale vyzaduji pouziti DDH
k urCeni druhové identity (Mattarelli et al. 2014). Stackebrandt a Ebers (2006) navrhli vyssi
mezni hodnotu pro druhové odliseni 98,7-99 %, pozdéji byla navrzena hodnota 98,65 % (Kim
et al. 2014). Kim et al. (2014) stanovili tuto hranici pro podobnost sekvenci genti 16S rRNA
provedenim parovych srovnani 6787 prokaryotickych genomu nalezejicich do 22 kment
a prokazali, ze tato uroven odpovida prumérmné identité nukleotidi (ANI) pro vymezeni druhd.
Pro vypocet podobnosti musi byt spravné zarovnani sekvenci pomoci raznych algoritmdu.
Pro rekonstrukci fylogenetickych stromt je pak dulezité ovéfit spolehlivost boda vétveni
pomoci kritéria spravnosti, jako je bootstrapova analyza. Sekvence genu 16S rRNA pouzité
pii popisu druhu by mély byt ulozeny ve vetejné pristupné databazi a v popisu druhu musi byt
uvedena jejich pristupova Cisla. Aby se predeslo predCasnému pfifazeni neplatnych latinskych
nazvu ve vefejné databazi, mély by byt sekvence prednostné ukladany pod laboratornim kodem
a pod prozatimnimi nazvy, jako naptiklad Bifidobacterium sp. isolate no. X (Mattarelli et al.
2014). Nicméné samotna podobnost sekvenci genu 16S rRNA neni vzdy dostacujici k zaru¢eni
rozlieni druht, i kdyz je zakladni pro prvotni identifikaci. Geny kodujici funkéni proteiny,
ale také ty nekodujici oblasti, jako je napt. 16S-23S (ITS), jsou variabilnéjsi, a proto mohou
mit i vys$i stupen rozliSeni. Stale Castéji se pouzivaji pii identifikaci a popisu novych druha
(Santos and Ochman 2004; Mattareli et al. 2014). S rostouci dostupnosti kompletnich
bakterialnich genomi byly vytvofeny sady vice hostitelskych gend, které mohou pfesné
predpovedét piibuznost genomu a zlepsit presnost druhové identifikace (Coenye et al. 2005).
Vybér genti uzitecnych pro rozliSeni druha by se mél fidit nékolika zakladnimi pravidly:

i. geny by mély byt ve vét§iné bakterialnich genomi pfitomny v jedné
nebo nékolika malo kopiich;
ii.  mély by mit vySsi rychlost evoluce ve srovnani s rRNA geny;
iii.  nemély by se snadno rekombinovat;
iv.  mély by mit dostate¢nou variabilitu, aby umoznily rozlisit druhy v daném
rodu (Zeigler 2003).

Kromé sekvenace genu 16S rRNA je doporuceno pro zlepSeni presnosti genetické
identifikace izolatu, zejména pii popisu nového druhu, pouzit alespont dva dalsi genetické
markery. Pfi pouziti pro popis druht by tyto dodate¢né sekvence mély byt rovnéz ulozeny
ve verejné sekvencni databazi a v ¢lanku by mély byt uvedeny ptistupové kody (Mattarelli et
al. 2014).
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4 Metodika

Soucasti této bakalarské prace je dil¢i charakterizace nékterych znakli potencialné
novych druhl bifidobakterii, které byly plivodné izolovany z fekalnich vzorka novosvétskych
primatt v ramci publikace Modrackova et al. (2021) a sbirky izolovanych kment z fekalnich
vzorku lvicka zlatych chovanych v zajeti, a které jsou soucasti Siroké sbirky bifidobakterii
na Katedie mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na CZU v Praze.

4.1 Seznam testovanych kmenu bifidobakterii

Pro popis potencialné novych druhli bifidobakterii bylo celkem vybrano 5 kmend,
které spliiovaly predpoklady nového druhu (Tabulka 2), konkrétné kmeny N50, N74, N97,
N115 a GLT066. VSechny izolaty byly originalné izolovany ze selektivnich médii pro detekci
bifidobakterii (Rada & Petr 2000; Vlkova et al. 2015), ze kterych byly nasledné odebirany
izolaty pro identifikaci a ptipadné dalsi charakterizace. Charakterizacim provedenym v ramci
této bakalarské prace predchazela identifikace kment na rodovou uroven FOPPK testem (Orban
& Patterson 2000), MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii (MALDI-TOF MS) a sekvenaci
genu 16S rRNA a srovnanim ziskanych slozenych sekvenci s databazemi BLAST a EZ Taxon
(Modrackova et al. 2021).

Tabulka 2: Seznam potencidlné novych druhii bifidobakterii

MALDI- RN .
Kmen | Hostitel TOFMS | & | Acession | BLAST ID EZ Taxon
& number
(score) =
Tamarin sedlovy B. longum B. cebidarum B. scaligerum
N3OV (Saguinus fuscicollis) | (1,81) | MNT36359 | 1375 | g6 31 ) (97,75 %)
Tamarin vousaty B. platyrrhinorum B. myosotis
NT4 | (Saguinus imperatory | NREU-36) |+ | MNT36369 | 1397 | 7 g6 34 gy (96.56 %)
Tamarin bélovousy B. simiiventris B. aerophilum
N97 (Saauins mysiam) NRI (1,37) | + | MN736375 | 1378 06,61 %) 7 56 %)
- , B. .
Ni1s | Famarin Zlutoruky NRI(143) | + | MW678774 | 1397 | stellenboschense | B Playrrhinorum
(Saguinus midas) (96,56 %)
(96,26 %)
Lvicek zlaty . .
. V procesu B. cebidarum B. cebidarum
GLTO066 iﬁjggzi;o)plthecus NRI (1,56) + uklédani 1385 (97.10 %) (96.97 %)

Vysvétlivky: MALDI-TOF MS — hmotnostni spektrofotometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za ucasti matrice s praletovym analyzatorem; NRI — nespolehliva arover identifikace; FOPPK + —
fruktoza-6-fosfatfosfoketolaza pozitivni; Accession number — kod ulozeného zaznamu sekvence

genu 16S rRNA; nt — pocet nukleotidu

4.2 Kultivace bifidobakterii a kontrola Cistoty kultury

Pro vSechny charakterizace byla vzdy kultura pfipravena z originalni zamrazené kopie,
ktera byla nasledné sub-kultivovana do plného nartstu a zaroven u ni byla vzdy zkontrolovana
Cistota ve fazove kontrastnim mikroskopu Elipse E200 (Nikon, Japonsko).

Kultivace kment pro dalsi analyzy probéhla ve Wilkins-Chalgren bujonu (Oxoid, Velka
Britanie) doplnéného sojovym peptonem (5 g L™, Oxoid), L-cysteinem (0,5 g L) a Tweenem
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80 (1 ml L, oboji Sigma-Aldrich, USA) (WSP bujon) v prostiedi bez piistupu kysliku metodou
roll-tube podle Hungate (1969) pii 37 °C po dobu 24 hodin. Zasobni kultury byly reaktivovany
ve WSP bujénu po dobu 24 hodin pro ziskani pracovnich kultur. Jejich ¢istota byla rutinné
potvrzena fazovée kontrastni mikroskopii.

Pro popis kultivacnich charakteristik byla také provedena kultivace kultur na Petriho
miskach s WSP agarem — Wilkins-Chalgren anaerobni agar byl doplnén o 5 g L! séjového
peptonu, 0,5 g L' L-cysteinu a 1 ml L' Tween 80.

4.3 Fenotypova charakterizace

4.3.1 Mikroskopicka analyza — popis bunék

Morfologie bunek a jejich usporadani bylo hodnoceno pomoci fazoveé kontrastniho
mikroskopu Elipse E200. Délka a Sitka bunék byla dale stanovena v programu NIS-Elements,
pii 1000x. Pomoci mikroskopu byla kromé nezbytné Cistoty kultury také dale popisovana
pritomnost spor, pohyblivost bunék a schopnost barveni podle Grama.

4.3.1.1 Barveni podle Grama

Barveni podle Grama zlepSuje kontrast zobrazeni bakterialni kultury a zaroven
umoziuje klasifikaci pozorovanych bunék na zaklade odliSnosti struktury jejich bunécné stény.
U zapaleného kahanu na podloznim sklicku byla pfipravena kapka vody, ve které byla pomoci
klicky rozetfena Cast kolonie/kultury analyzovaného izolatu. Po zaschnuti bylo vSe zafixovano,
a to 3x pretazenim sklicka plamenem kahanu. Na preparat byla nanesena violet' (5 g krystalové
violeti, Lachema n.p., Ceska republika; 200 ml 96% etanolu; 1% roztok §tavelanu amonného,
Lach-Ner s.r.o., Ceska republika) a nechano po 30 vtefin pasobit (barveni). Po 30 vtefinach byl
pfidan Lugolav roztok (2 g jodidu draselného, Lachema n.p.; 1 gjodu, Lach-Ner s.r.0.; 300 ml
destilované vody) a zase ponechan 30 vtefin ptusobit. Po uplynuti bylo v§e oplachnuto vodou
a nasledng odbarveno etanolem (Penta, Ceska republika) 3x3 vtefiny a nasledné opét
oplachnuto vodou. Nasledné byl preparat dobarven fuschinem (5 g bazického roztoku fuschinu,
Lachema n.p., Ceska republika; 100 ml 96% etanolu; destilovana voda v poméru 1:4) po dobu
2 minut a oplachnut poté vodou. Pred mikroskopovanim byl pfidan imersni olej (Nikon)
a preparat byl poté vysetfen v mikroskopu s imerznim objektivem (100x).

4.3.2 Makroskopicka analyza — popis kolonii

Pro hodnoceni makroskopickych vlastnosti bifidobakterialnich izolat byl testovan rist
kolonii na a v agaru. Byly pfipraveny Cerstvé narostlé Cisté kultury (Obrazek 6), které byly
dale zaoCkovany na/do WSP agar dvéma zpuisoby. Pfi prvnim zpisobu testovani byly kultury
rozetteny 10 ul klickou na velkou Petriho misku s pfedem pfipravenym WSP agarem
(Obrizek 7). Druhym zptisobem bylo sériové roziedéni kultury do 10 bunék a jeji zaockovani
po 0,5 ml do malych Petriho misek s naslednym prelitim WSP agarem. Takto pfipravené
Petriho misky byly kultivovany za anaerobnich podminek dnem vzhiiru v anaerostatu po dobu
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48 hodin pti 37 °C. Po probéehlé kultivaci byly hodnoceny kultivaéni znaky narostlych kolonii
(barva, velikost, elevace, ohraniCeni, aroma).

Obrdzek 6: Cerstvé narostlé kultury ve WSP Obrazek 7: Narostlé kultury bifidobakterii na WSP agaru v

bujonu (4. Andrysova) Petriho  miskdach  pripravnené  kFiZzovym roztérem  (A.
Andrysova)

4.3.3 Hodnoceni fyziologickych vlastnosti — O2, teplota a pH

V ramci hodnoceni fyziologickych vlastnosti byl testovan vztah izolatd ke kysliku,
teploté a pH. Pro kazdy test byla pfipravena Cerstvé narostla ¢ista kultura, ktera byla zaoCkovana
do WSP bujonu/agaru. Pro test vztahu bifidobakterialnich izolati ke kysliku, byly pfipraveny
rizné podminky kultivace — anaerobni, mikroaerofilni a aerobni. Kultury bifidobakterii byly
zaoCkovany po 20 pl do 180 ul WSP bujonu v mikrotitraéni desticce vzdy v triplikatech. Prvni
varianta byla kultivovana za aerobnich podminek jen pfiklopena vikem. Pro druhou byly
ptipraveny anaerobni podminky pomoci GENbag anaer (bioMérieux, Francie). Mikroaerofilni
podminky byly pro tieti desticku piipraveny pomoci CampyGen vyvijeCe (bioMérieux).
Takto inokulované desticky byly kultivovany pii 37 °C v termostatu po dobu 48 hodin. Méfeni
optické denzity bylo provedeno pfistrojem Tecan Infinite M200 spektrometr (Tecan Group,
Svycarsko) pii vinové délce 600 nm po 24 a 48 hodinach. Druhou variantou hodnoceni vztahu
kultur ke kysliku byla jejich kultivace ve WSP agaru, a to bud’ natfenim kultury na agar,
nebo jejim prelitim (viz kapitola 4.3.2). Podminky kultivace byly =zajiS§tény stejné
jako pro testovani v mikrotitraCnich destickach. Vysledek byl poté pro tuto variantu odecten
pouze vizualné s mikroskopickou kontrolou narostlych kolonii.

Analogickym zptusobem byl hodnocen vliv teploty na rast bifidobakterialnich izolatd,
ktery byl proveden za optimalnich podminek ristu bifidobakterii, tedy anaerobnich podminek,
pomoci GENbag anaer a byl testovan pii teplotach 20, 25, 30, 37, 46 a 49 °C. Kultury
bifidobakterii byly zaoCkovany po 20 pl do 180 ul WSP bujonu v mikrotitracni desti¢ce vzdy
v triplikatech. Takto inokulované desticky byly kultivovany pii riznych pfi jiz zminénych
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hodnotach teplot v termostatech po dobu 48 hodin. Poté byla méfena opticka denzita piistrojem
Tecan Infinite M200 pfi vinové délce 600 nm po 24 a 48 hodinach.

Pro test citlivosti bifidobakterialnich izolatd k pH byl pfipraven WSP bujon celkem
0 9 hodnotach pH: 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0, 6,5, 7,5, 8,5 2 9,0. Pro vytvoreni dané hodnoty pH byla
pouzita kyselina octova (Sigma-Aldrich) a 1% NaOH (Lach-Ner s.r.o0.). Pfipravované roztoky
byly méfeny pH metrem Checker Plus (Hanna Instruments, Ceska republika). Nasledné byly
kultury bifidobakterii byly zaoCkovany po 20 ul do 180 pul WSP média a dané hodnoté pH
v mikrotitracni desti¢ce. Pro vytvoreni anaerobnich podminek byl opét pouzit GENbag anaer.
Inokulované desticky byly kultivovany pifi 37 °C v termostatu po dobu 48 hodin. M¢feni
optické denzity bylo provedeno opét pristrojem Tecan Infinite M200 spektrometr pii vinové
délce 600 nm po 24 a 48 hodinach.

Pro vyhodnoceni schopnosti ristu za danych podminek byla vytvorena skala
pro interpretaci nameétenych hodnot absorbance s odectem negativnich kontrol: —, zadny nartst
(<0,15); +, slaby narast (0,16-0,29); ++, dobry narust (0,30<).

4.4 MALDI-TOF MS

Pro ovéfeni identity bifidobakterialnich izolatl byla rutinné provadéna MALDI-TOF
MS. U zapéaleného kahanu byl sterilni jehlou odebran 1 ml kultury do zkumavky, ktery byl
na centrifuze stoCen pii 14 500 otackach po dobu 2 minut. Poté co byl slit supernatant, byla
usazena peleta resuspendovana v 500 pl 70% etanolu. Roztok resupendované pelety s etanolem
byl zvortexovan a znovu stocen pii 14 500 otackach po dobu 2 minut. Etanol byl poté odstranén
a zbyla peleta nechana vyschnout po dobu 10 minut. Resuspendace pelet po vysuseni byla
provedena v 15 ul 70% kyseliny mravenci (Honeywell, Némecko), ke které bylo poté pridano
15 pl acetonitrilu (Honeywell). Po zvortexovani bylo provedeno stoceni vzorka opét pii 14 500
otaCkach po dobu 2 minut. Poté byl 1 ul supernatantu ve dvou kopiich napipetovan
na pripravenou MALDI desti¢ku. Poté co vzorek zcela zaschnul, byl prekryt 1 ul HCCA matrici
(kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova, Sigma-Aldrich) dle navodu Bruker Daltonik (Bruker
Daltonik, Némecko). Po zaschnuti byla desticka se vzorky zméfena pomoci software Bruker
Biotyper (Bruker Daltonik). Ziskand namétfena spektra byla néasledné srovnana s databazi
BRUKER a také s roz§ifenou databazi pro identifikaci bifidobakterii (Modrackova et al., 2021)
a na zaklad¢ jejich podobnosti (score,Tabulka 3) byla ovéfena identita testovanych kment.

Tabulka 3: Bruker kritéria (score), MALDI-TOF MS

Rozsah hodnot (score) Identifikace
0,00-1,69 Neni spolehliva identifikace
1,70-1,99 Identifikace na uroven rodu
2,00-3,00 Identifikace na uroven druhu
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4.5 Genotypova charakterizace

Pro tuto bakalafskou préaci byly vybrany kmeny na zaklad€ jiz prob&hlych analyz
pro identifikaci neznamych kultur a nasledny popis nového druhu. U vSech kultur testovanych
v této praci tedy jiz dfive probéhlo sekvenovani genu 16S rRNA, slozeni sekvenci a jejich
srovnani s vetfejné dostupnymi databazemi (Modrackova et al., 2021). Vysledky té€chto analyz
jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 2). Vramci této bakalarské prace a genotypovych
charakterizaci poté byla izolovana a pfipravena DNA pro budouci celogenomové sekvenovani
popisovanych druhi.

4.5.1 Izolace DNA pro celogenomové sekvenovani

Pro izolaci DNA byl pouzit FastDNA SPIN Kit (MP Biomedicals, USA) a postup
definovany vyrobcem s modifikaci vstupniho vzorku. 1 mL cerstvé narostlé kultury
bifidobakterie byl stocen na centrifuze pfi rychlosti 14 000 otackach po dobu 2 minut,
supernatatn byl slit a pelety byly poté resuspendovany v 978 pL roztoku Sodium Phosphate
Buffer (MP Biomedicals) a nasledné pievedeny do Lysing Matrix E tube (MP Biomedicals).
Poté byl postup shodny s postupem uvedenym vyrobcem. Ziskand vyizolovand DNA byla
nasledné ulozena pii —20 °C a pfipravena tak pro budouci celogenomové sekvenovani.
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S Vysledky

Pro tuto praci bylo vybrano 5 potencialné novych druha bifidobakterii, u nichz byla
provedena dil¢i Cast analyz na zakladé minimalnich standardu pro popis nového druhu v ramci
rodu Bifidobacterium.

5.1 Fenotypova charakterizace

5.1.1 Kultiva¢ni a morfologicka analyza

V ramci kultivacni a morfologické analyzy byla nejprve uspesné ovérena Cistota vSech
testovanych bifidobakterialnich izolatd. Jejich potencial nového druhu byl navic také uspésné
oveéren pomoci MALDI-TOF MS. V ramci morfologické analyzy bylo potvrzeno, ze vSechny
testované kmeny bakterii byly Gram-pozitivni, nepohyblivé a nesporulujici. VSechny také mély
tyCinkovity tvar bunék, délky a tvar se vSak lisil. Nejcastéji se jednalo o kratké nebo dlouhé
nepravidelné tyCinky, mnohdy 1 rozvétvené tvorici shluky. V ramci kultivacni analyzy lze
shrnout podobny trend charakteristik pro vSechny testované kmeny. Kolonie izolata byly bilé
a kruhové, zatimco kolonie rostouci v agaru byly bilé a eliptické. Déle jsou podrobné uvedeny
podrobné charakteristiky pro konkrétni testované kmeny potencialné novych druht
bifidobakterii.

¢ Kmen N50

Dobte izolované kolonie kmenu NS50 vykultivované na povrchu WSP agaru
za anaerobnich podminek byly bilé, neprihledné, hladké a kruhové s celymi okraji
nebo mlécné zakalené s neurcitym okrajem, zatimco kolonie narostlé v agaru byly vétSinou
drobné, cockovité nebo eliptické (Obrazek 8). Kolonie dosahovaly pruméru cca 2,68 mm
na povrchu agaru, zatimco 0,90 mm v agaru.

Obrazek 8: Vykultivované kolonie kmenu N50. Roziedénd inokula byla prelita WSP agarem (zleva: od nejvyssi
koncentrace bunék po nejnizsi) (A.Andrysova)

Po kultivaci v WSP bujonu byl zéakal stfedni s velkym sedimentem na dné zkumavky.
Pti morfologické analyze bylo potvrzeno, ze kmen N50 patii do skupiny Gram-pozitivnich
tyCinek (Obrazek 9). Bunky vypadaly jako tyCinky raznych tvart, také tvofici typicky
bifidni tvar, kratké 1 dlouhé a na konci zakulacené, nékteré ve tvaru pismene Va Y,
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netvorici velké shluky (Obrazek 10). Bunky kmenu N50 mély pramérnou délku
2,15-9,62 um a sitku 1,42 um.
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Obrazek 9: Kmen N50 pripraveny pomoci Gramova Obrazek 10: Kmen N50 vmikroskopu s fazovym
barveni (A. Andrysova) kontrastem, kratlké a dlouhé tycinky (A. Andrysova)
e Kmen N74

Dobfe izolované kolonie kmenu N74 vykultivované na povrchu WSP agaru
za anaerobnich podminek byly mlécné, nepruhledné, s bilym vypouklym stiedem, hladké,
lesklé a kruhové bez celych okraja, kolonie narostlé v agaru byly malé bilé, Cockovité
nebo eliptické, ale také mlécné kruhovité (Obrazek 11). Kolonie dosahovaly praiméru
2,23 mm na povrchu agaru, zatimco 0,78 mm v agaru.

Obrazek 11: Vykultivované kolonie kmenu N74. Rozredénd inokula byla prelita WSP agarem (zleva: od nejvyssi
koncentrace bunék po nejnizsi) (A.Andrysova)

Pti kultivaci v WSP bujonu byl zakal silny se silnym sedimentem na dné zkumavky.
Pti morfologické analyze bylo potvrzeno, ze kmen N74 patii do skupiny Gram-pozitivnich
tyCinek (Obrazek 12). Buiky vypadaly jako kratké nepravidelné tyCinky, Casto tvorici
kratké tetizky, které byly v nékterych ptipadech rozvétvené a mohou tvorit i shluky vice
bunék (Obrazek 13). Bunky kmenu N74 mély pramérnou délku 1,68-4,81 um a Sitku
0,93 um.
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Obrazek 12: Kmen N74 pripraveny pomoci Gramova Obrazek 13: Kmen N74 v mikroskopu s fazovym
barveni (4. Andrysova) kontrastem, rozvétvené tycinky (A. Andrsysova)

¢ Kmen N97

Kmen N97 mél dobie izolované kolonie vykultivované na povrchu WSP agaru
za anaerobnich podminek vypouklé, neprihledné bilé, kruhové s celymi hladkymi okraji,
zatimco zapusténé kolonie byly drobné ¢ockovité nebo eliptické (Obrazek 14). Kolonie
na povrchu agaru dosahovaly priméru 1,51 mm, zatimco 0,71 mm v agaru.

Obrazek 14: Vykultivované kolonie kmenu N97. Roziedénd inokula byla prelita WSP agarem (zleva: od nejvyssi
koncentrace bunék po nejnizsi) (A.Andrysova)

Pii kultivact v WSP bujonu byl zdkal mirny se sedimentem na dné zkumavky.
Pti morfologické analyze bylo potvrzeno, ze kmen N97 patii do skupiny Gram-pozitivnich
tyCinek (Obrazek 15). Builkky mély rozvétvenou strukturu s tyCinkami ve tvaru Va Y,
které byly zaoblené na konci, ¢asto tvorici agregaty (Obrazek 16). Buiiky kmenu N97 mély
pramérnou délku 2,38-7,85 um a Sitku 0,93 um.
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Obrazek 15: Kmen N97 pripraveny pomoci Gramova Obrazek 16:  Kmen N97 v mikroskopu s fazovym
barveni (A. Andrysova) kontrastem, agregaty (A. Andrysova)
e Kmen N115

Jednotlivé dobfe izolované kolonie kmenu N115, které byly vykultivované na povrchu
WSP agaru za anaerobnich podminek byly bilé, neprihledné, hladké a kruhové s celymi
okraji, ale i kruhové bez celych okraji a vypouklym bilym stfedem, zatimco zapusténé
kolonie byly drobné Cockovité, eliptické nebo mlééné kruhové (Obrazek 17). Kolonie
na povrchu agaru dosahovaly praméru 2,15 mm, zatimco 0,55 mm v agaru.

Obrazek 17: Vykultivované kolonie kmenu N115. Roziedénd inokula byla prelita WSP agarem (zleva: od nejvyssi
koncentrace bunék po nejnizsi) (A.Andrysova)

Pii kultivaci v WSP bujéonu byl zdkal mirny se sedimentem na dné zkumavky.
Pti morfologické analyze bylo potvrzeno, ze kmen N115 patii do skupiny Gram-pozitivnich
tyCinek (Obrazek 18). Buriky tvofily nepravidelné tvarované tycCinky, které neodpovidaly
béznému bifidnimu tvaru, ale byly zakrouceny do tvart C a O (Obrazek 19). Délka téchto
bakterii se pohybovala od 4,83 do 8,61 um a Sitka byla v praiméru 1,57 um.

33



Obrazek 18: Kmen NI115 pripraveny pomoci Gramova
barveni (A. Andrysova)

¢ Kmen GLT066
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Obrazek 19: Kmen NI15 v mikroskopu s fazovym
kontrastem, neobvykly tvar tycinek (4. Andrysova)

Za anaerobnich podminek na WSP agaru byly vykultivované dobfe izolované kolonie,
které byly bilé, neprithledné, hladké a kruhové s celymi okraji, zatimco zapusténé kolonie
byly Cockovité nebo eliptické (Obrazek 20). Kolonie na povrchu agaru dosahovaly

pruméru 2,32 mm, zatimco 0,84 mm v agaru.

Obrazek 20: Vykultivované kolonie kmenu GLT066. Roziedénd inokula byla prelita WSP agarem (zleva: od nejvyssi
koncentrace bunék po nejnizsi) (A.Andrysova)

Pfi kultivact v WSP bujonu byl zékal mirny se sedimentem na dné zkumavky.
Pii morfologické analyze bylo potvrzeno, ze kmen GLTO066 patii do skupiny Gram-
pozitivnich ty€inek (Obrazek 21). Bunky tvofily velmi kratké ty€inky bifidniho tvaru, na
konci kulaté, netvorici shluky (Obrazek 22). Délka téchto kratkych tyc¢inek se pohybovala
v pruméru 2,98 um a Sitka byla v praméru 1,17 um.
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Obrazek 21: Kmen GLT066 pripraveny pomoci Gramova Obrazek 22: Kmen GLT066 v mikroskopu s fazovym
prip y p 7 . )
barveni (A. Andrysova) kontrastem, krdtké tycinky (4. Andrysova)

5.1.2 Hodnoceni fyziologickych vlastnosti

Na zakladé testovani fyziologickych vlastnosti 1ze konstatovat, ze optimalni podminky
pro rust vSech testovanych potencialné novych druha bifidobakterii byly shledany
jako anaerobni prostfedi, pH 6,5 a teplota 37 °C.

5.1.2.1 Vztah izolatu k pritomnosti kysliku

Pro hodnoceni vztahu potencialné novych druht bifidobakterii ke kysliku, byly nejprve
izolaty kultivovany jako rozetfena kultura na agaru a také prelitim kultury agarem.
Za anaerobnich podminek vyborné rostly vSechny testované kmeny, stejné
jako pii mikoaerofilnich podminkach ve varianté preliti. V pfipad€ mikroaerofilnich podminek
a kultivaci na povrchu agaru byly schopny ristu pouze kmeny N50, N74 a N97, zatimco kmeny
N115 a GLTO066 nikoliv. Pfi kultivaci za aerobnich podminek nebyl schopen ristu zadny
z testovanych kmend v obou variantach.

Druhym testem pro testovani vztahu izolata k ptitomnosti kysliku byla jejich kultivace
v mikrotitracnich destickach (Tabulka 4). Tyto vysledky potvrdily pfedchozi testovani
v Petriho miskach. VSechny kmeny byly schopny rastu za anaerobnich podminek. Za podminek
mikroaerofilnich dobfe rostly kmeny N50, N74 a N97, zatimco kmeny N115 a GLT066 nikoliv.
Za aerobnich podminek kmeny schopny rastu nebyly s vyjimkou kmene N97, ktery vykazoval
drobny rustovy potencial i za t€chto podminek.

Lze tedy shrnout, ze buiiky rostly nejen za anaerobnich podminek, ale nékteré
i za mikroaerofilnich. Za optimalni podminky pro rust 1ze tedy povazovat anaerobni.
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Tabulka 4: Hodnoceni vztahu bifidobakteridlnich izolatit k pritomnosti kysliku v prostredi

Tzolat Anaerobni Mikroaerofilni Aerobni

24 hod 48 hod 24 hod 48 hod 24 hod 48 hod
N50 ++ ++ ++ ++ — —
N74 ++ ++ ++ ++ - -
N97 ++ ++ ++ ++ + +
N115 — + — — — —
GLT066 + + - - -

Pozn.: Narust byl hodnocen timto zptisobem: —, zad

ny narust (<0,15); +, slaby

narust (0,16-0,29); ++, dobry narast (0,30<). Kazdé méfeni bylo provedeno
v triplikatech s odeCtenim hodnot negativnich kontrol. Hodnoty byly
vyjadfeny jako priméry se smerodatnymi odchylkami, které byly nasledné
interpretovany dle stanoveného rozmezi.

5.1.2.2 Vztah izolatu k teplotam

Pro hodnoceni vztahu k riznym teplotam byly bifidobakterialni kmeny také kultivovany
v mikrotitracnich destickach (Tabulka 5). VSechny testované kmeny, kromé kmenu N115,
byly schopny rist v rozmezi teplot 3046 °C. Teplota 37 °C byla vyhodnocena jako
nejvhodnéjsi pro kultivaci vSech testovanych bifidobakterii. Kmen N74 byl schopen rist

v nejsirS§im teplotnim rozmezi 25-46 °C.

Tabulka 5: Hodnocent riistu bifidobakteridlnich izoldtii za riiznych teplotnich podminek

Izolat N50 N74 N97 N115§ GLT066
24 hod | 48hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod
20 °C - - - - - - - - - -
25°C — — + + — — — — — —
30 °C ++ ++ ++ ++ ++ ++ — — + +
37°C ++ ++ ++ ++ ++ ++ % | 4 ++ ++
46 °C ++ ++ + + ++ ++ — — + +
49 °C - - - - - - - - - -
Pozn.: Narast byl hodnocen timto zpusobem: — zadny narust (<0,15); +, slaby narast

(0,16-0,29); ++, dobry narast (0,30<). Kazdé méfeni bylo provedeno v triplikatech s odectenim
hodnot negativnich kontrol. Hodnoty byly vyjadfeny jako prameéry se smérodatnymi
odchylkami, které byly nasledné interpretovany dle stanoveného rozmezi. * kmen N115 nebyl
schopen rastu v mikrotitraénich destickach, nicméné byl schopen rastu za anaerobnich
podminek na/v WSP agaru.

5.1.2.3 Vztah izolata k pH

V mikrotitracnich destickach byl hodnocen také vztah testovanych kment bifidobakterii
k pH (Tabulka 6). Rizné pH mélo také velky vliv na rist bifidobakterii. VSechny testované
kmeny, opét kromé kmenu N115, byly schopny rust v rozmezi hodnot pH 5,0-9,0. Hodnota pH
6,5 byla vyhodnocena jako nejoptimalnéjsi pro kultivaci vSech testovanych bifidobakterii.
Schopnost riistu v nejsirsim rozpéti pH 4,5-9,0 vykazovaly kmeny N74 a GLT066, zatimco
kmeny N50 a N97 rostly v rozmezi hodnot pH 5,0-9,0.
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Tabulka 6: Hodnoceni citlivosti bifidobakteridlnich izolatii k hodnotam pH

Tzolat NSO N74 N97 N115 GLT066
24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod | 24 hod | 48 hod
pH 3,5 — — — — — — — — — —
pH 4,0 — — — — — — — — — —
pH 4,5 — — + + — + — — + +
pHS5,0 + + + + + + — — + +
pH 6,0 ++ ++ + + + + — — ++ ++
pH 6,5 ++ ++ ++ ++ ++ ++ —/4%* —/4%* ++ ++
pH 7,5 ++ ++ ++ ++ + + - - ++ ++
pH 8,5 ++ ++ ++ ++ + + — — + +
pH 9,0 ++ ++ ++ ++ + + — — + +

Pozn.: Narust byl hodnocen timto zpusobem: —, zadny narast (<0,15); +, slaby narast (0,16—
0,29); ++, dobry nartst (0,30<). Kazdé méfeni bylo provedeno v triplikatech s odeCtenim
hodnot negativnich kontrol. Hodnoty byly vyjadfeny jako prameéry se smérodatnymi
odchylkami, které byly nasledné interpretovany dle stanoveného rozmezi. * kmen N115 nebyl
schopen rustu v mikrotitracnich destickach, nicméné byl schopen rustu za anaerobnich
podminek na/v WSP agaru.
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6 Diskuse

Bifidobakterie bézné kolonizujici travici trakt vétSiny savcl a jsou povazovany
za dulezitou soucast jejich stfevni mikrobioty (Pokusaeva et al. 2011). AvS§ak mtzeme je nalézt
i u nejrizngjSich druhti hmyzu (Chen et al. 2021; Olofsson et al. 2023) a ptaka (Lugli et al.
2021). V soucasné dobé se nové druhy popisuji zejména z mikrobioty novosvétskych opic
(NWM), mezi které patii napiiklad tamarini a lvicci, jez byli zdrojem izolatt pro popis nového
druhu i v této praci. Konkrétné se jednalo o hostitele tamarina sedlového, tamarina vousatého,
tamarina bélovousého, tamarina zlutorukého a lvicka zlatého. Také kosman stfibrny, gueraza
plastikova a tamarin pestry (Lugli et al. 2021) jsou dal§imi hostiteli, ze kterych byly v nedavné
dobé nové druhy bifidobakterii popsany. Tento trend popisu novych druhit z NWM potvrzuje
i Modrackova et al. (2021), ktefi pfi popisu stievniho mikrobiomu NWM a starosvétskych
(OWM) opic ze zoologickych zahrad odhalili pfitomnost potencionalné novych druht
bifidobakterii. V této publikaci popisované izolaty (N50, N74, N97, N115 a GLTO066)
s poncialem nového druhu proto byly vybrany pro dalsi charakterizaci i v ramci této prace. Také
Lugli et al. (2021), Neuzil-Bunesova et al. (2021) a Duranti et al. (2020) popsali nové druhy
bifidobakterii z NWM. Tento trend je zfejmé podpoten i vysokym zastoupenim bifidobakterii
v jejich stfevni mikrobioté, které je az o n€kolik radu vyssi ve srovnani s pocty u OWM
(Modrackova et al. 2021). Nicméné nékterym skupinam zabyvajicim se popisem nového druhu
se presto podafilo nalézt a popsat novy druh bifidobakterii 1 z hostitele patficiho do skupiny
OWM, konkrétn€ naptiklad ze Simpanze a ko¢kodana (Neuzil-Bunesova et al. 2021).

Bifidobakterie jsou Gram-pozitivni, nepohyblivé, nepravidelné tycCinky, vétSinou
striktné anaerobni (Turroni et al. 2012; Backhed et al. 2015; Mei et al. 2022). Typicky tvar
bifidobakterii, jinak také bifidni, jsou kratké nebo dlouhé, zakiivené nebo rovné, valcovitého
tvaru na konci zaoblené buiky (Gomes & Malcata 1999; Lee & O’Sullivan 2010). Mohou
se formovat do tvard pismene V nebo Y, spojovat se do fetizki nebo agregati. Stejné
morfologické znaky byly objeveny také u nami popisovanych kment, konkrétné u N50, N74,
N97 a GLT066. Je zajimavé, ze jediny kmen N115 mél své buriky stocené do klubicek,
coz neni typicky znak bifidobakterii. Tato morfologicka anomalie byla popsana jiz diive také
u Duranti et al. (2020) u B. leontopitheci. Je zajimavé, ze tento druh bifidobakterie byl navic
schopen rast i za aerobnich podminek, coz je atypické pro bifidobakterie. Morfilogické
vlatnosti bun¢k je nezbytné popisovat pii zajisténi kultivace v optimalnich podminkéach,
které jsme zajistili pro vSechny nase testované izolaty. Byly kultivovany pii 37 °C po dobu
24 hodin za anaerobnich podminek a pH média 6,5.

Pfi hodnoceni schopnosti agregace, bylo zjisténo, ze nékteré nasSe kmeny neagreguji,
konkrétné NS0 a GLTO066. Schopnost agregovat znamena, ze se bakterie mohou shlukovat
do skupin nebo formovat agregaty (Canzi et al. 2005). Napriklad u druhu B. bifidum a B. longum
byla jiz dfive popsana agregace (Vlkova et al. 2008). Také B. thermophilum je druh tvoftici
snadno rozptylitelné agregaty (Dong et al. 2000). Obecné je schopnost agregace bakterii
spojovana sjejich probiotickymi vlastnostmi, coz potvrzuje i Krausova et al. (2019) u nékterych
kment laktobacili. Gonzalez-Rodriguez et al. (2012) objevili, Zze po ostfeni proteinazou K
u B. bifidum byla schopnost agregace odstranéna, coz naznaluje zapojeni povrchove
exponovanych proteinti do agregacniho fenotypu. Agregace muze byt dilezita pro bakterialni
kolonizaci
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ainterakci s hostitelskym organismem (Canzi et al. 2005). Je dilezité si uvédomit, ze schopnost
agregace se muze liSit mezi riznymi kmeny nebo kmenovymi variantami bifidobakterii a maze
byt ovlivnéna riznymi faktory, jako jsou podminky prostiedi, pritomnost dalSich
mikroorganismi nebo genetické vlastnosti jednotlivych kment (Canzi et al. 2005; Vlkova et al.
2008). Je tedy mozné, ze nami pozorované neagregujici kmeny, byly ovlivnény prostiedim
¢i dalsimi faktory a tudiz neagregovaly. Dale bylo v ramci hodnoceni kultivacnich znaku
zjisténo, ze kolonie rostouci na agaru u vSech testovanych kment vykazovaly shodné
charakteristiky. Jednalo se pfevazné o bilé, lesklé, hladké, kruhové kolonie s plnymi okraji.
Stejnté tak kolonie rostouci v agaru se u naSich kmenti znacné podobaly. Zde se jednalo
o eliptické nebo ockovité drobné ttvary bilé barvy. Velmi podobny vzhled kolonii pozorovali
1 Modesto et al. (2020b), Neuzil-Bunesova et al. (2020) a Duranti et al. (2019), zatimco
naprtiklad Eckel et al. (2020) popsali kolonie B. tibiigranuli jako vypouklé a nepruhledné bilé
a o pruméru 1-2 mm (Eckel et al. 2020). Zajimavé popsané byly dfive i kolonie
u B. bohemicum. Tyto kolonie byly krémové barvy, kruhového tvaru s ostrymi celistvymi
okraji, Casto s malymi nepravidelnymi jadry (Killer et al. 2011). Nicméné lze shrnout, Ze vzhled
kolonii bifidobakterii izolovanych z gastrointestinalniho traktu na a v agaru pii zajiSténi
optimalnich podminek rastu je vétSinou znacné uniformni.

Vzhledem ktomu, ze bifidobakterie jsou povazovany za striktné anaerobni
mikroorganismy (Mei et al. 2022), bylo prekvapivé, ze nékteré nami testované kmeny
vykazovaly vybornou ristovou schopnost také za mikroaerofilnich podminek. Jednalo
se konkrétn€ o kmeny N50, N74 a N97. Na to poukazali také Neuzil-Bunesova et al. (2020),
kde nové popsané druhy B. moraviense, B. oedpodis, B. olomucense, B. panos také dobfe rostly
za mikroaerofilnich podminek. Stejna schopnost byla popsana také u druht B. canis (Neuzil-
Bunesova et al. 2020), B. aemilianum (Alberoni et al. 2019) a B. commune (Praet et al. 2015).
Naopak nékteré diive popsané druhy bifidobakterii v mikroaerofilnich podminkach nebyly
schopny rustu, napt. B. xylocopae (Alberoni et al. 2019), B. bohemicum (Killer et al. 2011)
a B. bombi (Killer et al. 2009), stejné¢ jako nami testované kmeny N115 a GLT066. Je zajimavé,
ze kmen N115 dokonce nebyl schopen rast ani v mikrotitracni destice, zatimco v Petriho
miskach na avagaru a tekutém bujonu rostl velmi dobfe. Je proto nezbytné pii dalsi
charakterizaci tohoto kmene otestovat jeho schopnosti ve vét§ich objemech, a tedy ziejmé
i za stabilngjSich anaerobnich podminek. Tento kmen nebyl schopen ristu ani v ramci dalSich
dil¢ich testd v mikrotitracnich destickach. Je zajimavé, Zze existuji dokonce i vyjimky,
jako napftiklad B. castoris, B. callimiconis (Duranti et al. 2019) a B. cebidarum (Duranti et al.
2020), které jsou schopny rust i za pfistupu kysliku. Za pfistupu kysliku slabé rostl i nami
testovany kmen N97.

Za optimalni teplotu rastu pro bifidobakterie se obecné povazuje teplota 37 °C (Gomes
& Malcata 1999), na coz poukazuje také Lugli et al. (2021) a Neuzil-Bunesova et al. (2021).
Pfi této teploté bifidobakterie vykazuji nejvétsi rastovou kapacitu. Vyjimku uvadéji Chen et al.
(2021) a Alberoni et al. (2019) u jimi testovanych kmenu, a to optimalni teplotu ristu
pti 35 °C. Zarover jiz bylo také zjisténo, ze nékteré kmeny bifidobakterii zivocisného puivodu
jsou schopny rast pii vysSich teplotach od 4143 °C, ve srovnani s kmeny lidského ptvodu,
které rostou pii 36-38 °C (Ventura et al. 2004). Nicméné to v ramci testovani nasich kmena
nebylo potvrzeno. Také Olofsson et al. (2023) zmiruji optimalni rast pii teploté 37 °C,
za anaerobnich podminek. Nami testované kmeny v tom nebyly vyjimkou, az na kmen N115.
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Zajimavé je, ze kmen N115 nebyl schopen rast za zadné z testovanych teplot v mikrotitracnich
destickach. Je tedy nezbytné znovu otestovat schopnosti ristu tohoto kmene za rtznych
teplotnich podminek ve vétSich objemech. Zatimco kmeny N50, N74 a N97 dobie rostly
uz pti 30 °C. Toto pozorovali i Duranti et al. (2020). Chen et al. (2021), dokonce zminuyji,
ze vSechny jimi testované kmeny bifidobakterii rostly v teplotnim rozmezi 20-42 °C.
Coz je vétsi teplotni rozmezi nez u nami testovanych kmend, které bylo 30—46 °C. Je zajimavé,
7ze nami testované kmeny N50 a N97 pii 46 °C vykazovaly dobry narast. Tato teplota
se objevuje i u Modesto et al. (2020a), kdy u druhtt B. samiriisciurei a B. platyrrhinorum
nejvyssi teplota umoznujici jejich rast byla téz 46 °C. Dale je zajimavé, ze na§ kmen N74
vykazoval nejvétsi teplotni Skalu, nebot’ slabé rostl uz pii 25 °C a dokonce i pii 46 °C. Stejny
teplotni rozsah pro rist pozorovali naptiklad i Modesto et al. (2020b) u druhu B. choloepi.
Vétsina bifidobakterii je tedy schopna rast nejen za jiz zminénych optimalnich podminek pfi
37 °C, ale dokaze se pomérné znacn¢ adaptovat vnéjSimu prostiedi.

Optimalni pH pro rast bifidobakterii je podle Gomes & Malcata (1999) pH 6-7.
Tuto hodnotu pH potvrzuje poté dale i Eckel et al. (2020) a Neuzil-Bunesova et al. (2020).
Modesto et al. (2020b) zmiriuji jako optimalni podminky pro rast konkrétné druhu B. choloepi
TPY bujén s hodnotou pH 7. Je zajimavé, ze za téchto podminek byl kmen schopen prezivat
a rust i v mikroaerofilnich a aerobnich podminkach. Také nase kmeny rostly i pfi vysSich
hodnotach pH, a to konkrétné pH 7,5, 8,5 a 9,0. Jednalo se o kmeny N50, N74 a GLTO066.
To potvrzuje i Neuzil-Bunesova et al. (2020), kdy druh B. canis rostl i pti pH 7,5 a 8,5.
Je zajimavé, ze na§ kmen NO97 vtéchto hodnotach pH vykazoval jen slaby narust.
Dalsi nase kmeny prekvapiveé vykazovaly slaby narist jiz pii pH 4,5. Konkrétn€ se jednalo
o kmeny N74, N97 a GLT066. Podobné vysledky prezentuji i Eckel et al. (2020), pii popisu
druhu B. tibiigranuli. Za zajisténi anaerobnich podminek byl tento druh schopen rust jiz za pH
4,0. Naopak u Neuzil-Bunesova et al. (2020), Duranti et al. (2020) a Modesto et al. (2020b)
za podobnych podminek nebyly kmeny bifidobakterii schopny rastu vibec. Existuje nékolik
druht bifidobakterii, které jsou zmany svou schopnosti odolavat nizkému pH, a proto jsou ¢asto
pouzivany do jogurtovych vyrobku. Nejcastéji se jedna o druh B. animalis subsp. lactis
(Ranadheera et al. 2010). Také druhy B. bifidum (Lourens-Hattingh & Viljoen 2001) a B. breve
(Li et al. 2019) vykazovaly tyto schopnosti. Pii pH 5,0 slaby narast vykazoval také nas kmen
N50 a navazal tak na kmeny N74, N97 a GLT066. Tato hodnota pH se objevuje
i u Duranti et al. (2019). Obecné 1ze shrnout, ze nejsirsi Skalu pH, ve které byl schopen rist,
vykazoval kmen N74, ktery rostl slabé uz pii pH 4,5 a dobry riist vykazoval i pfi pH 9,0.
Stejné jako u dalSich sledovanych znakti, kmen N115 opét nevykazoval nartst pfi zadné
zhodnot pH. Je tedy nezbytné pii dal§i charakterizaci tohoto kmene provést testy
za stabilnéjSich podminek a ve vétSich objemech. Nami testované bifidobakterie tedy preferuji
neutralni pH, ovS§em dokaZzou ptezit a rust i pfi mirném snizeni pH, dokonce i zvySeni.

Obecné je dualezité si uvédomit, ze bifidobakterie ne vzdy tvoii vyznamnou ¢ast stfevni
mikrobioty svého hostitele (Killer et al. 2014; Modesto et al. 2015), a jejich izolace a stanoveni
poctu tudiz byva leckdy obtizné. V soucasné dobé existuje mnoho pfistupt k popisu stievni
mikrobioty a také pfitomnych bifidobakterii. Pro kultivaci bylo vyvinuto jiz vice nez 20 médii
slouzicich jak pro jejich kvantifikaci a izolaci, ale také pro jejich charakterizaci pfi popisu
potencialné nového druhu. Teprve izolaci bakterialnich kment v Cisté kultufe lze totiz Gspésné
charakterizovat jejich kultivacni, morfologické, fyziologické a potencionalni probiotické
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vlastnosti. Jedna se o zékladni krok pro obecné 1 hlubsi poznani bifidobakteri (Modesto 2018).
V ramci popisu probiotickych vlastnosti jsou dulezité naptiklad schopnosti prezit prichod
travicim traktem (Horackova et al. 2017), adheze a kolonizace, schopnost konkurence
s patogennimi mikroorganismy (BuneSova et al. 2012; Savitri & Lata 2021) a produkce
antimikrobialnich latek (Ghanbari et al. 2013), které by i1 naSe kmeny mohly pontecialné
vykazovat. Je nicméné nezbytné tyto vlastnosti do budoucna dale testovat otestovat.
Probiotika se pro jejich pfiznivy ucinek na zdravi hostitele vyuzivaji jako dopliiky stravy nejen
u lidi, ale i1 zvirat, vCetné opic, ze kterych byly naSe kmeny izolovany. Konkrétni druhy
probiotik pouzivané u opic se mohou liSit v zavisloti na specifickych potiebach
nebo zdravotnich problémech dané populace opic (Lecker & Froberg-Fejko 2015; Gaponov et
al. 2020). Hostitelsky specificka probitika pro chov opic zalozena na bifidobakteriich nicméné
zatim nejsou pouzivana. Soucast momentalné pouzivanych probiotik pro opice jsou napiiklad
laktobacily, konkrétné Lactobacillus reuteri, v kombinaci s zivymi kvasinkami Sacharomyces
boulardii (Lecker & Froberg-Fejko 2015). Nase bifidobakterialni kmeny by tedy mohly byt
potencial pro jejich budoucti aplikaci touto cestou. Nicméné je nezbytné jejich dalsi testovani.

Opakem kultiva¢niho pfistupu popisu bifidobakterii pochéazejicich ze stfevni mikrobioty
je sekvenovani nové generace ¢i metagenomové sekvenovani (Mailhe et al. 2018) celého
mikrobiomu. Timto zpisobem je k popisu nového druhu postupovano od komplexniho
ke konkrétnimu, kdy jsou po zjisténi informaci o stfevnim mikrobiomu navrzeny metodické
postupy (napfiklad specifické substraty), kterymi jsou posléze vykultivovany potencialn€ nové
druhy bifidobakterii, které jsou nasledné tradicni kultivacnim zpisobem charakterizovany
(Milani et al. 2016; Lugli et al. 2019).

Pro uspéSny popis nového druhu bifidobakterie je nicméné do budoucna nezbytné
provést dalsi charakterizace a postupovat dle doporucenych minimalnich standarG pro popis
nového taxonu podle Mattarelli et al. (2014)., Dale budou testovany naptiklad také substratové
preference (Degnan & Macfarlane 1991; Amaretti et al. 2006; Theilmann et al. 2019),
enzymaticky potencial (Pereira-Caro et al. 2018), produkce metabolitd pii utilizaci zakladnich
substratd (Gopal et al. 2001; Garrido et al. 2013b) a bude provedeno také celogenomové
sekvenovani, které je v souCasnosti nezbytné pro popis nového druhu (Bottacini et al. 2010)
a fada dalSich analyz.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo v literarni ¢asti shrnout zakladni informace o rodu
Bifidobacterium a nasledny popis metodického postupu pfi identifikaci potencionalné nového
druhu v ramci tohoto rodu. Dale podilet se na fenotypové a genotypové charakterizaci nove
popisovanych druht bifidobakterii na KMVD. Vsechny cile této bakalarské prace byly splnény
a hypotéza byla CasteCné potvrzena. Provedené charakterizace zatim potvrzuji, ze se jedna
o potencialn€ nové druhy bifidobakterii, a pfipély tak k jejich popisu. Je nicméné nezbytné dale
pokracovat v dil¢ich analyzach dalSich vlastnosti.

Pfi mikrobiologickych rozborech fekalnich vzorkii zNWM byly detekovany
potencionalné nové druhy bifidobakterii. Pro tuto praci bylo vybrano 5 izolatd, u kterych bylo
dale oveéreno pomoci MALDI-TOF MS, Ze se nejedna o jiz popsany druh a mohly byt tedy
fenotypové a genotypové charakterizovany. Byla provedena kultivacni a morfologicka analyza
a byly hodnoceny fyziologické vlastnosti. V ramci fyziologickych vlastnosti byl hodnocen
vztah izolata k pfitomnosti kysliku, teplotam a hodnotam pH.

Anaerobni prostredi, teplota 37 °C a pH 6,5 byly stanoveny jako optimalni podminky
pro kultivaci vSech testovanych kment bifidobakterii. Kultury tvofily homogenni zakal
se sedimentem na dné€ zkumavky bez zjevné tvorby agregati. V ramci kultivacni analyzy 1ze
shrnout obdobny trend u vSech testovanych kment. Kolonie vykultivované na povrchu agaru
byly bilé, neprihledné, hladké, lesklé a kruhové s plnymi okraji, zatimco kolonie rostouci
v agaru byly drobné, bilé, Cockovité nebo eliptické. Pfi morfologické analyze byla potvrzena
jejich prislusnost ke Gram-pozitivnim bakteriim. Buriky vétSiny kment tvorily kratké tyCinky
bifidniho tvaru, na konci kulaté, casto do tvaru pismene V a Y. Vyjimkou byl kmen N115,
jehoz bunky tvoftily ty¢inky tvaru C a O. Pfi testovani fyziologickych vlastnosti bylo zjisténo,
ze vSechny kmeny dobfe rostly za anaerobnich podminek. VSechny také rotstly
za mikroaerofilnich podminek s vyjimkou kment N115 a GLT066. Jediny kmen N97 byl
schopen slabého ristu i za podminek aerobnich. Testované kmeny byly shopny rustu
za pomérné Sirokého rozpéti pH hodnot a a v rozmezi teplot 3046 °C. Pro kmen N115 bude
do budoucna nezbytné zopakovat testovani jeho rustovych schopnosti ve vétsich objemech
se zajisténim stabilnéjSich podminek kultivace, nebot’ v mikrotitracnich destickach nebyl
schopen rastu.

Zavérem lze tedy shrnout, ze potencionalné¢ nové druhy bifidobakterii vykazovaly
typicky bifidobakterialni charakter. Do budoucna budou dale analyzovany jejich dalsi
vlastnosti, které jsou nezbytné k popisu nového druhu.
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