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Vyskyt bifidobakterii v travicim traktu primati

Souhrn

Bifidobacterium sp. je jednim z Castych bakterialnich rodu, ktery se nachazi v travicim
traktu zvitat a ¢loveka. Bifidobakterie maji pozitivni vlastnosti pro travici trakt, a proto jsou
Casto vyuzivany jako probiotika. Druhy bifidobakterii jsou bud’ multi-hostitelské, které mohou
byt detekovany u vice druhti hostitelii, anebo jsou hostitelsky specifické a jsou typické pro
urcity zivoCiSny druh. Také jejich vlastnosti mohou byt druhové ¢i kmenové specifické.
V poslednich letech bylo popsano nékolik novych druht bifidobakterii predev§im u primatu.
Ptredpokladame, Ze prostiedi zoologické zahrady by mélo podporovat spise kolonizaci multi-
hostitelskymi druhy.

Cilem bakaldiské prace byla izolace a analyza druhového zastoupeni rodu
Bifidobacterium v travicim traktu primatd chovanych v zoologickych zahradach. Vysledky
byly srovnavany s vyskytem u voln¢ Zijicich primata. Bifidobakterie byly kvantifikovany a
izolovany pomoci kultivaéniho stanoveni z fekalnich vzorkl primatd. V této praci byly vyuzity
vzorky od druhti: kosman zakrsly (Callithrix pygmaea), kosman bélocely (Callithrix geoffroyi),
tamarin vousaty (Saguinus imperator), tamarin zlutoruky (Saguinus midas), Simpanz (Pan
troglodytes), gibon zlatolici (Nomascus gabriellae), makak lvi (Macaca silenus), pavian
plastikovy (Papio hamadryas), mangabej zlutobfichy (Cercocebus agilis chrysogaster).
K identifikaci ziskanych izolatd bifidobakterii na rodovou uroven byla pouzita metoda detekce
enzymu F6PPK (frukt6zo-6-fosfat fosfoketolazy). K druhové identifikaci byla nasledné vyuzita
metoda hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za UCasti matrice
s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) a sekvenace genu 16S rRNA. U 11 z 12
zkoumanych jedinct primati byla zjiSténa ptitomnost bifidobakterii. Pomoci sekvenace byly
identifikovany druhy B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B. adolescentis a B. dentium, které
jsou multi-hostitelskymi druhy a vyskytuji se zejména u ¢lovéka, ale i u jinych Zivocichd. Zde
byly izolovéany u starosvétskych opic a lidoopt. U novosvétskych primati byly izolovany B.
reuteri, B. tissieri, B. myosotis, B. callitrichos, B. aesculapii a B. ramosum, které¢ jsou pro né
typické a potvrzuje to jejich specifitu. U makaka lviho se podafilo izolovat bakterii druhu
Parascardovia denticolens, ktera stejné jako bifidobakterie nalezi do stejné celedi

Bifidobacteriaceae.

Klicova slova: Bifidobacterium sp.; primat; kultivace; identifikace; sekvenace 16S rRNA



Occurrence of bifidobacteria in the gastrointestinal tract
of primates

Summary

Bifidobacterium sp. is one of the common bacterial genera, which is located in the
digestive tract of animals and humans. Bifidobacteria have positive properties for the digestive
tract, therefore they are used as probiotics. Species of bifidobacteria are multi-host that can
occur in more species of hosts or they are host-specific and they are typical of one animal
species. In addition, their properties may be species-specific or strain-specific. In recent years,
several new species of bifidobacteria have been described, primarily in primates. We assume
that the zoological environment should support the colonization of multi-host species.

The aim of the bachelor thesis was to isolate and analyze the species representation of
the genus Bifidobacterium in digestive tract of primates, who are bred in zoos. The results were
compared with the occurrence in wild primates. Bifidobacteria were quantified and isolated
using cultivation assay from faecal samples of primates. In this bachelor thesis were used
samples of the species: pygmy marmoset (Callithrix pygmaea), white-headed marmoset
(Callithrix geoffroyi), emperor tamarin (Saguinus imperator), golden-handed tamarin
(Saguinus midas), chimpanzee (Pan troglodytes), yellow-cheeked gibon (Nomascus
gabriellae), lion-tailed macaque (Macaca silenus), hamadryas baboon (Papio hamadryas),
Golden-bellied mangabey (Cercocebus agilis chrysogaster). The enzyme detection method
F6PPK (fructose-6-phosphate phosphoketolase) was used to identify acquired bifidobacteria
isolates at the genus level. Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) and 16S rRNA gene sequencing were then used for
identification to the species level. Bifidobacteria were detected in 11 of the 12 primate subjects.
By sequencing have been identified B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B. adolescentis and
B. dentium, which are multi-host species and occur mainly in humans but also in other animals.
They were isolated in old world monkeys and apes here. In the new world primates were
isolated B. reuteri, B. tissieri, B. myosotis, B. callitrichos, B. aesculapii, and B. ramosum, which
are typical for them and confirm their specificity. In lion-tailed macaque was isolated species
Parascardovia denticolens, which like bifidobacteria, belongs into the same family

Bifidobacteriaceae.

Keywords: Bifidobacterium sp.; primate; cultivation; indentification; sequencing of 16S rRNA
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1 Uvod

Napfi¢ gastrointestinalnim traktem (GIT) zivoéichi véetné c¢lovéka nachazime
spoleCenstvi mikroorganismu, které nazyvame mikrobiota. Jedna se vétSinou o prospésné
mikroorganismy, které zastavaji mnoho funkci (metabolickou, bariérovou, regula¢ni a dalsi),
setkavame se v8ak i s mikroorganismy, které mohou svému hostiteli $kodit. V souc¢asné dobé
je mikrobiota traviciho traktu predmétem tady studiii a jedna se o velmi zajimavé téma, které
ma vyrazny potencial.

Slozeni mikrobioty traviciho traktu se v pribéhu Zzivota jedince méni a pro kazdého
jedince je odlisné. Faktory jako je stres, vek, druh pfijimané potravy a jeji sloZeni, zdravotni
stav a dal$i, ovliviluji slozeni a aktivitu mikrobioty. Zejména v obdobi mlécné vyzivy se
setkavame, jak u mikrobioty zvifat, tak clovéka se zvySenou piitomnosti bakterii rodu
Bifidobacterium. Tyto bakterie jsou vsak typické i pro mikrobiotu dospélych jedinct. Posledni
vyzkumy ukazuji na ¢etné zastoupeni této bakteridlni skupiny v mikrobioté primati.

V poslednich letech bylo navic objeveno mnoho novych druhti bifidobakterii u
novosvétskych primati. Napiiklad v roce 2017 a 2018 byly objeveny druhy Bifidobacterium
callitrichidarum (Modesto et al. 2017), B. imperatoris, B. margollesii, B. parmae (Lugli et al.
2018), B. primatium, B. scaligerum, B. felsineum, B. simiarum (Modesto et al. 2018). Jelikoz
fad primati (Primates) obsahuje ptes 300 druht, tak je zde velky potencial pro popis dalSich
doposud nepopsanych bifidobakterialnich druh.

Obsah této prace je zaméten na vyskyt bifidobakterii v travicim traktu primatd a na jejich
izolaci a identifikaci u primati ze zoologickych zahrad. Otazkou vsak ziistava, zda prostredi
zoologickych zahrad umozni detekci nepopsanych druhti nebo zda nebudou spise detekovany
druhy multihostitelské diky uzavienému ekologickému komplexu, rozdilné dieté, veterinarnim
zasahlim, kontaktu s oSetfovateli a dal$im opatienim spojenych s péci o zvitata v ZOO.



2 Hypotéza

Bifidobakterie patii mezi nejcastéjsi rody bakterii vyskytujici se v travicim traktu lidi
a zvifat, kde napomahaji stabilizovat rovnovéhu stfevni mikrobioty a pfiznive tak ovliviiuji
zdravi hostitele. Z traviciho traktu volné Zijicich primati bylo v poslednich letech popsano
mnoho novych druhu bifidobakterii. Je znamo, ze nékteré druhy bifidobakterii jsou hostitelsky
specifické, zatimco jiné druhy jsou bézné u vice rtiznych hostiteli. Krom¢ toho mnoho
fyziologickych charakteristik bifidobakterii mize byt druhové nebo kmenové specifickych.
Uméle vytvorené prostiedi zoologické zahrady je idealni pro ptenos hostitelsky nespecifickych
tedy multi-hostitelskych druht.

Hypotéza: Predpokladame tedy, ze v travicim traktu primati drzenych v zoologickych
zahradach budou dominovat spiSe multi-hostitelské druhy bifidobakterii.



3 Cil prace

Cilem préce je izolace a analyza druhového zastoupeni bifidobakterii V travicim traktu
primati drzenych v zoologickych zahradich. Vysledky budou porovnany s druhovym
zastoupenim bifidobakterii u primata volné zijicich.
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4 Literarni reSerse
4.1 Rad Primati (Primates)

4.1.1 Taxonomie iadu Primati (Primates)

RiSe: Zivo¢ichové (Animalia)

Kmen: Strunatci (Chordata)

Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)

Nadttida: Ctyinozci (Tetrapoda)

Ttida: Savci (Mammalia)

Nadrad: Placentalové (Placentalia)

Rad: Primati (Primates) — tento fad dale dé&lime na dva podiady. Podfad: Poloopice
(Strepsirrhini) a Podiad: Vyssi primati (Haplorrhini).

(Myers et al. 2019). Dostupné z:
<https://animaldiversity.org/accounts/Primates/classification/#Primates>

4.1.2 Zakladni charakteristika

v

Rad primati obsahuje 300 a vice druhtl. Je tfetim nejrozmanitéj$im fadem savci po
hlodavcich (Rodentia) a netopyrech (Chiroptera) (Groves & Napier 2018). Primati obyvaji
hlavné tropické lesy, a to pievazné stromova stanovisté a lesni vegetacni komplexy (Myers
2000; Groves & Napier 2018). Nékteré druhy, veetné ¢loveka, vSak koruny stromti opustily
(Myers 2000). Ackoliv existuji odchylky mezi nékterymi skupinami primatd, sdili nékolik
anatomickych a funk¢nich znaku, které poukazuji na jejich spole¢né piredky. Pokud srovname
télesnou hmotnost primatt s velikosti jejich mozku, zjistime, Ze jejich mozek je v tomto poméru
vétsi nez jinych suchozemskych savcd. Mozek obsahuje ryhu (Calcarine sulcus), ktera je
unikatni a maji ji pouze primati. Tato ryha oddé€luje prvni a druhou vizualni oblast na kazdé
strané mozku (Groves & Napier 2018). Primati maji zkracené rostrum. O¢nice U primati
smétuji doptedu a videéni je stereoskopické (Myers 2000).

Na rozdil od jinych savci, kteti maji drapy ¢i kopyta, maji zpravidla primati ploché nehty.
Charakteristické jsou chapavé koncetiny a protistojny palec, ktery s ostatnimi prsty vytvari
jakési klesté, pomoci kterych mohou primati uchopit pfedméty. Primati maji specializované
nervové zakonceni (Meissnerova téliska) v rukou a nohou. Tato zakonceni zvySuji citlivost na
dotyky. Jini placentarni savci tato specialni nervova zakonceni nemaji (Groves & Napier 2018).
Tyto znaky se pravdépodobné vyvinuly jako adaptace na zivot ve stromovém patie. Dalsi
moznosti je, Ze se jedna o primitivni rysy, které byly z téchto divodi zachovany (Myers 2000).
Zuby primatt se 1isi od jinych placentarnich savci. Premolary a molary jsou nizké a zaoblené
(Groves & Napier 2018).

Zijici primaty rozdélujeme do dvou podiadt na poloopice (Strepsirrhini) a vyssi primaty
desticku oddélujici orbitu od temporalni fossy. Na druhém prstu u zadni koncetiny mé moho
druhti z podiadu poloopic jakysi ,,Cistici drap®, ktery je vyuzivan vramci groomingu (Cisténi
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téla a srsti, mize byt i vzajemna mezi primaty). Jedna se prevazné o stromové druhy s mnoha
primitivnimi charakteristikami, ale také nckteré druhy s extrémnimi specializacemi. Vyssi
primati maji chlupaty nos, desticku oddélujici orbitu od temporalni fossy a nemaji ,,zubni
hieben®. Tento podiad zahrnuje mnohem vice druhti a ve vétSin¢ oblastech hraji dileZitou
ekologickou roli (Myers 2000).

Nejmensi primat je maki Berthetuv (Microcebus berthae), ktery vazi ptiblizné 35 gramu
a primat s nejvétsi hmotnosti je jisté gorila (Gorilla gorilla), ktera vazi 140 az 180 kilogramu
(Groves & Napier 2018).

4.1.3 Historie vyvoje

Vyvoj zacina pted vice nez 55 miliony lety. V obdobi pozdni kiidy se rozrostly lesy po
celé zemekouli (pted 94 az 64 miliony lety). V té dobé se do stromi vy$plhal maly savec, ktery
se zivil hmyzem. Jeho potomci se vSak spoléhali na jedlé ¢asti rostlin ve stromovém patie, coz
je zména, kterd ptipravila pidu pro vznik fadu priméti. Pfirozeny vybér silné¢ zvyhodnuje
vlastnosti, které zvysuji efektivitu hledani potravy. Rostlinna potrava se stava v prub&hu
evolu¢niho Casu stale dulezitéjsi a tim vybér postupné vyustil do fady vlastnosti, které jsou nyni
po primaty charakteristické. VétSina téchto vlastnosti usnadituje pohyb a shanéni potravy ve
stromech. Piirodni vybér napiiklad poskytl ruce, které se hodi pro uchopovani stihlych vétvi ¢i
pro manipulaci s nalezenou potravou. Selektivni tlak také piisp€l ke znaénému zlepSeni
vizualiho aparatu (v¢etné hloubkového vnimani, ostrého a barevného vidéni), coz umoznilo
primatim rychle cestovat ve stromovém patfe a snadno rozpoznat zralé plody nebo drobné
mladeé listy. Tento tlak podporoval zvySenou flexibilitu chovani a schopnost ucit se, pamatovat
si identitu a umisténi jedlych ¢asti rostlin. Vyhody pfi hledani potravy zptsobené zlep$enim
vizualnich a kognitivnich schopnosti vedly k rozvoji neobvykle velkého mozku, ktery je pro
primaty charakteristicky jiz od jejich vzniku. Casem se primati rozchazeli do riiznych vétvi, a
to prevazné kvuli dietnim tlakiim (Milton 1993).

Do biologické skupiny znamé jako primati patii také lidé a jsou zafazeni do podskupiny
velkych lidoopt, jednou z hlavnich skupin na evolu¢nim stromé primati. Priméati mohou byt
rozfazeni do tii rozdilnych skupin: poloopice, opice a lidoopi. Lidoopy mtizeme rozdélit na dveé
podskupiny: mensi a velci lidoopi. Mezi lidoopi patii lidé, Simpanz bonobo, Simpanzi, zapadni
a vychodni gorily, bornejssti a sumatersti orangutani.

Rozdil mezi lidoopi a opicemi souvisi s jejich védeckou klasifikaci. Lidoopi a opice
starého svéta (africké a asijské) sdili spole¢né piedky, ale po urc¢ité dobé v evoluc¢ni historii, jak
jiz zde bylo feceno, zaujali misto v samostatnych vétvich evoluéniho stromu. Opice Nového
svéta patii k parvoradu ploskonosi (Platyrrhini), jak je jiz patrné z nazvu, tyto druhy maji
plochy nos, zatimco lidoopi a opice starého svéta se fadi k parvoradu tizkonosi (Catarrhini),
ktefi maji hakovity nos. Uzkonosi jsou dale rozdéleni do nadgeledi: kockodanoviti
(Cercopithecoidea), ktera zahrnuje opice Starého svéta a hominoidi (Hominoidea), ke kterym
jsou Klasifikovani velci lidoopi a mensi lidoopi (Michelini 2016).

4.1.4 Morfologie travici soustavy a jeji odliSnosti a zvlastnosti

Traveni zacina jiz v Gstni dutin€. Probiha zde mechanické zpracovani potravy, které je
zajistovano pomoci zubu. S vyjimkou ksukola ocasatého si primati zachovali vSechny CEtyfi
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typy zubii a chrup ma az 36 zubt. Existuji rizné specializace v ptednich ¢astech chrupu, a to
zubni hieben (pouzivan pfi oSetfovani a krmeni), ktery je utvofen v oblasti spodnich fezaki
(lori, lemur a komba), sexualni dimorfismus ve velikosti $pi¢aki u primatt Starého svéta.
Ksukol ocasaty ziskava pfistup k duziné¢ ovoce a k larvam hmyzu pomoci jediné dvojice
zvétSenych tfezakl, které prubézné dortistaji. Témito fezaky prolamuje kiiru a tvrdé plodiny
(Berkovitz & Shellis 2018). Jak kosmani rodu Cebuella, tak rodu Callithrix maji dolni $pi¢aky
incisiformni a sotva del$i nez sousedni fezaky. Takovy chrup umoziuje témto druhtim vytvaret
diry v kuie k extrakci rostlinnych exudatt (Izawa 1975).

Ttenové zuby primatt jsou bud’ s jednim hrbolem, se dvéma hrboly ¢i se ¢tyimi hrboly.
Stolicky jsou kosodélnikové ¢i lichobéznikovité se ¢tyfmi ¢i péti nizkymi hrboly (Berkovitz &
Shellis 2018). Zubni vzorec je 0-2/1-2, 0-1/0-1, 2-4/2-4, 2-3/2-3 = 18-36 zubti. Jak je patrné ze
zubniho vzorce, pocet fezakl je velmi variabilni. Primati si vSak zachovavaji jeden spodni
tezak. Spicaky vétsinou byvaji piitomné, ale také nemusi (Myers 2000).

Dale pfijata a roZzvykana potrava postupuje do dalSich ¢asti traviciho traktu. Struktura
stény traviciho traktu ma stejnou podobu u vSech obralovci: vnitini vystelka sliznice je
odd€lena pojivovou tkani od wvné&jsi trubice alespont dvéma vrstvami svali. Rozdily
Vv histologické struktutfe rozdé€luji travici trakt na zaludek, tenké stfevo (duodenum, jejunum,
ileum), slepé a tlusté stievo (caecum a colon). Razné usporadani sliznice a pojivové tkané
zjevné pomaha traveni mechanicky a to michanim, zpomalenim pruchodu potravy nebo
zvétsenim absorbéni plochy (Chivers & Hladik 1980).

Primaty je mozné rozdé€lit podle druhu pfijmané potravy do tii hlavnich skupin. Kazda
skupina ma jiny typ traviciho traktu.

Prvni skupina nazvana faunivorni zahrnuje primaty zivici se zivo¢isnou potravou, jako
jsou napiiklad bezobratli, ryby a drobni obratlovci. Zivo¢iina potrava poskytuje zdroj bilkovin
a tukd, které jsou snadno stravitelné, a proto je travici trakt té€chto zvifat relativné kratky a
jednoduchy. Travici soustavu tvofi jednoduchy kulovity Zaludek, klikaté tenké stievo, kratké
kuzelovité slepé stievo (caecum) a jednoduchy hladky tra¢nik (colon) (Chivers & Hladik 1980).
Komba ma zaludek, jehoz tvar je podobny ,,balonu®, relativné kratké tenké stievo, slepé stievo
stfedni velikosti a hladky, nekomplexni (jednoduchy) traénik (Clemens 1980). Travici trakt
nartound se sklada z tra¢niku, ktery je dlouhy asi jako jedna pétina délky tenkého stieva,
spiralniho slepého streva, které je dlouhé jako polovina tra¢niku (National Research Council
2003).

Druhou skupinou jsou frugivorni primati. Jedna se o druhy, které se zivi rostlinou
potravou, zahrnujici ovoce V nezralé (kvéty) a zralé (plody) formé, semena a hlizy. Tento druh
potravy obsahuje sacharidy s kratkym fetézcem, které jsou rychle hydrolyzovany v oblasti
tlustého stieva, absorbovany a okamzité vyuzity. V této skuping je vétSina primatd, ale jejich
strava se nesklada pouze z ovoce a zminénych druhil potravy, je doplnéna o hmyz ¢i o listy.
Travici trakt téchto primati vykazuje jen malo strukturalni specializace, existuji vsak rozdily
mezi nékterymi druhy (Chivers & Hladik 1980).

Zékladni struktura zaludku frugivornich primati je jednoducha a tvar kulovity (Hill
1958).

U zaludku kosmant je vice protahly fundus (rozsifena ¢ast zaludku ulozena pod branici),
zatimco primati z ¢eledi malpoviti maji vice specializovany zaludek, ktery ma kulovity fundus,
kuzelovité t€lo a valcovity vratnik (pylorus) (Chivers & Hladik 1980). Kotul, mirikina, chapani
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rodu Lagothrix a rodu Ateles maji gastrointestinalni trakt srovnatelny s travicim traktem
ostatnich frugivord, ale u vétSiny téchto druhti je proximalni ¢ast tracniku rozsifena po celé své
délce. Slepé stfevo neni segmentované (Stevens & Hume 1995). Kockodani, S vyjimkou
hulmant, maji licni vaky, které umoziuji kratkodobé skladovat potravu. Zaludek ko¢kodana,
makaka a paviana je relativné jednoduchy, hladky a navazuje na néj kratké tenké stievo. Slepé
stievo je segmentované taenia coli (ztlusténi podélné svaloviny tlustého stieva), a to muze
podpofit mikrobidlni rozpad rostlinného materialu. Druhy komba velka (Otolemur
crassicaudatus) a lemur vari (Varecia variegata) jsou poloopice, které maji prominentni slepé
stfevo, ale slepé stievo lemura vari je delsi a slozitéjsi nez u komby velké. Zvétseni tracniku
nebo slepého stieva u gibona rodu Hylobates, makaka rhesus (Macaca mulatta), kockodana
diadémového (Cercopithecus mitis) a kockodana obecného (Cercopithecus aethiops)
napomaha bakterialni fermentaci listového materialu v potravé (Brourton et al. 1991;
Sakaguchi et al. 1991). Viest'ani se také zivi hojné listim, vykazuji nejvétsi slozitost s velkym
kulovitym zaludkem, zuZujicim se smérem k ohnutému trubkovitému vréatniku, ktery je chranén
silnou oporou (slizni¢ni fasy vyzaiuji z kardia a probihaji podéIn¢ t€lem). Chapani rodu Ateles
jsou jedni z nejvice frugivornich druhti. Jejich zaludek je zvétSeny a je ve tvaru pismena J.
Primati Starého svéta, s vyjimkou hulmant, maji samostatny zaludek s hladkymi sténami.
Hominoidi maji zaludek vice kulovity jako je tomu u gibond, jesté vice kulovity zaludek maji
gorily, u $impanzli a orangutant je vice protahly. Duodenum neboli dvanactnik je obecné ve
tvaru pismene C narozdil od dvanactniku jinych savcu, u kterych je ve tvaru pismene U a je
prodlouzené. Néktefi zastupci z ¢eledi malpoviti a vSichni zastupci tzkonosych primatt maji
dvanacnik retroperitonealni (nachazi se za podbiisnici). Slepé stievo je velké u frugivornich
poloopic, kratké a Siroké u kosmand, tvar hacku ma slepé stievo u malpovitych. U uzkonosych
primatd je slepé stievo v zakladu kulovité, télo je kratké a prostorné, vrchol je tupy a kuzelovity
s terminalnim vermiformnim apendixem (ve tvaru $neka) u nadceledi hominoidi. Tracnik je
jednoduchy a rovny u malpovitych, piikladem je kotul. Malpa a mirikina maji pfi¢ny traénik.
Piimy traénik maji primati titi, uakari a chvostan. U celedi kosmanoviti, u chapant rodu
Lagothrix a u vSech tizkonosych primatd je prodlouzeni (a ptekladani) stfeva. Taenia coli
(zmenseni podélného svalu) chybi u kotula, malpy a u poloopic, ale muze byt jedno ¢i dvé u
outlon¢ a poto. Lemuii rodu Lemur, vét$ina uzkonosych primatii, malpoviti a kosmanoviti maji
tii, s vyjimkou gibont, kteti maji ¢tyti (Hill 1958). Ansa coli, smycka v pticném tra¢niku je
bézna u poloopic. Tato cast tracniku je dlouha a zavisla u lidoopl. Rozsahly trac¢nik gibont
poukazuje na vyznamny obsah listil v jejich stravé a jeho potencialu k fermentaci.

Tteti skupinou jsou listoZravi primati neboli folivorni. Jejich potravu tvoii mladé a zralé
listy, travy, stopky, ale také kura a pryskyfice. Tato potrava obvykle obsahuje bilkoviny a
sacharidy s dlouhym fetézcem, které vyzaduji fermentaci v zaludku nebo tlustém stfevé
(Chivers & Hladik 1980). Folivorni primati maji fadu adaptaci travici soustavy, které podporuji
symbiotickou mikrobialni fermentaci a mechanické ptisobeni k degradaci strukturni a chemické
ochrany rostlin. Dvé hlavni adaptace zahrnuji zvétSeni zaludku nebo zadni ¢asti traviciho traktu
K prizptisobeni mikrobialni fermentaci (Parra 1978; Langer 1988).

Sacharidy s dlouhym fetézcem, které maji dominantni zastoupeni v listech, travach,
stopkach, kiife a pryskyfici, které tato zvifata spotiebovavaji, vyzaduji zna¢nou degradaci
symbiotickymi organismy. Nejvice napadnou adaptaci jsou komory pro bakterialni fermentaci
celulozy a pro absorbci tekavych mastnych kyselin a dalSich metaboliti at’ uz v zaludku, tak v
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tlustém steve. Tato dichotomie by mohla maskovat dalsi diverzifikaci, jak je patrné z rozsiteni
tracniku nebo namisto slepého stieva, prezence nebo absence cékotrofie, variace ve struktuie
zaludku (Chivers & Hladik 1980). Zastupci hulmani maji adaptace v piedni Casti traviciho
traktu, které nabizi misto primarni mikrobiologické aktivity (Caton 1998). Zaludek se rozdélil
kvuli zpracovavani mnozstvi celuldozy do nékolik oddilti a ziskal podobnost se zaludkem
prezvykavcu (National Research Council 2003).

Tlusté stievo je rozSifeno u téch druhi poloopic, které se zivi listy nebo pryskyfici
(Chivers & Hladik 1980). U lemuri rodu Lepilemur je mechanismus podobny refekci (potrava
prochazi sttevy dvakrat), ktery umoziuje efektivni vyuziti stravy s vysokym obsahem vlakniny
(Hladik & Charles-Dominique 1974). Tento pfipad cékotrofie je jedine¢ny mezi primaty a
pomaha vysvétlit, pro¢ maji jedno z nejkratSich tenkych stfev mezi savci, stejné jako vyskyt
podlouhlého a sto¢eného slepého stieva, které maji makioviti rodu Phaner a komboviti rodu
Euoticus. Vzhledem k tomu Ze pryskyfice vyzaduje pro jeji traveni fermentaci, jsou druhy
pozirajici pryskyfici klasifikovany jako folivorni, spolu s primatem indri, ktery vykazuje
podobné vlastnosti a je opravdu folivorni (Chivers & Hladik 1980).

Pro lepsi pochopeni anatomie traviciho traktu primatt jsou soucasti ptilohy ¢. 1 obrazky
travici soustavy nékterych druhti a roda.

4.1.5 Fyziologie travici soustavy

Gastrointestinalni trakt je v podstaté trubice prostupujici ventralni Casti téla. Zaéina
Vv dutin€ ustni a zakoncuje ji anus. Potrava je zpracovavana ve Ctyfech fazich. Prvni fazi je
pozieni potravy, nasleduje druha faze — traveni. V této fazi je potrava rozmélnéna jak
mechanicky, tak chemicky. Tteti faze je absorpce neboli vstiebavani, v tuto chvili jsou dulezité
latky z potravy roznaSeny do kardiovaskularniho a lymfatického systému pro distribuci do
bunék. Posledni ¢asti je vylouceni (defekace). Té€lo v této fazi vylouci nestravitelné produkty
z potravy (Tortora & Anagnostakos 1987).

Lumen je pokryt vrstvou absorpénich bunék (sliznice). Na vnéjsi ¢asti lumenu se nachazi
hladka svalovina a pojivové tkang, které obsahuji cévy (Karasov & Diamond 1988). Rozdily
v histologické struktute stény vedou k diferenciaci odlisnych ¢asti traviciho traktu: Zzaludek,
tenké stievo a tlusté stievo (cecum a colon) (Davenport 1978; Chivers & Hladik 1980).

Zaludek ma hlavni chemickou roli v traveni bilkovin. Zde jsou bilkoviny zpracovany
pomoci pisobeni pepsinu, trypsinu a chymotrypsinu. V tenkém stfevé se pak uskuteciuje
traveni lipida (Tortora & Anagnostakos 1987). V traveni sacharidu, zvlasté komplexnich
sacharidi mizeme pozorovat specializaci v travicim traktu u primatd a jinych savct, a to
zejména v oblasti zaludku a ve stfevé. Sacharidy jsou v podobé mono-, di- a polysacharidu.
Monosacharidy jako je gluko6za a fruktdza jsou t€lem snadno vstiebdvany a jsou piimo vyuzity
v béZznych metabolickych procesech. Disacharidy jako je sachardza ¢i laktéza, musi byt
hydrolyzovany na jednoduché sacharidy v tenkém stfeveé, poté jsou vstiebavany a vyuzity
(Schmidt-Nielson, 1997). Skrob je zasobarnou energic mnoha druhii rostlin. Jedna se o
polysacharid. Polysacharidy jako je Skrob rozkldda enzym amyldza. Primati ji vylucuji
v pankreatu a slinach, tudiz traveni Skrobu zapoc€ina jiz v tlamé (istech). Funkci amylazy je
rozstépit slozité cukry (polysacharidy) na sacharidy jednodussi (disacharidy). Disacharidy pak
mohou byt hydrolyzovany v tenkém stfeveé. Zajimavosti je, Zze amyldza nalezena ve slinach
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kockodani je mnohem vice schopna skrob rozkladat oproti amylaze nalezené v lidskych slinach
(Jacobsen 1970; Rahaman et al. 1975) Naptiklad Rahamen et al. (1975) zjistili, ze nékolik
jedinct makaka kapového (Macaca radiata), za méné nez pét minut, dokazalo zpracovat asi 50
% $krobu v jejich tlam&. Murray (1975) také objevil vysokou hladinu alfa-amylazy v ptiusni
tekutin€, ktera mize naplnit az jednu tfetinu uvolnéného licniho vaku a konstatoval, Ze tento
travici enzym je dostatecné ucinny v traveni potravy s vysokym obsahem sacharidu.

U obratlovcii, véetn€ primatl neexistuje v travicim traktu enzym na stépeni celuldzy. Coz
je velmi zajimavy fakt vzhledem k tomu, Ze mnoho obratlovcil vyuziva rostlinny material jako
hlavni zdroj energie (Milton 1986). Traveni téchto strukturnich sacharidii probiha u primatt a
Tento proces muizeme oznacit terminem fermentace. Pii fermentaci dochazi k degradaci
strukturalnich slozek stén rostlinnych bunék pomoci celulolytickych bakterii. Jako vedlejsi
produkt této aktivity uvolfiuji celulolytické bakterie tékavé mastné kyseliny znamé jako mastné
kyseliny s kratkym fetézcem. Zvite vyuziva tyto kyseliny (kyselina octova, kyselina maselna,
kyselina propionovd) jako snadno dostupny zdroj energie v krevnim fecisti nebo v kone¢ném
ptipade¢ ke skladovani glukdzy v jatrech (Milton 1993; Stevens & Hume 1995). Ostatni konecné
produkty fermentace jsou oxid uhli¢ity, metan a mikrobialni bunky. Oxid uhli¢ity a metan
nejsou pro télo uzite¢né a jsou vylouceny z téla (Parra 1978). Mikrobidlni bunky vSak uzitecné
jsou. Po smrti symbiotickych bakterii, se diky lysozymu (travici enzym) rozpadnou bunécné
stény bakterii, redukuji se mikroby do formy, ktera je vyuzitelna jako protein (Stewart et al.
1987; Milton 1993).

Dftive byli primati povazovani za neefektivni rozkladace strukturnich sacharidii (Bryant
1978). Studie vsak ukazaly, ze dochazi k rozsahlé mikrobialni aktivité, a to pfedevsim v kolonu
a céku, kde probiha mikrobialni fermentace a vyroba organickych kyselin (Clemens & Phillips
1980; Bruorton & Perrin 1991). Naptiklad viestan plastikovy (Alouatta palliata) patii mezi
nejrychlejsi fermentatory mezi savci (Milton & McBee 1983).

4.1.6 Dieta

Hlavni potrava pfijimand primaty miZe byt rozd¢lena na rostlinnou (kvéty, ofechy, listy,
ovoce, semena, jadra, travy, kira, kofeny, stonky a hlizy) a Zivo¢isnou (ptaci, jestérky, ptaci
vejce, netopyii a mali hlodavci, zaby, korysi a hmyz). U primatd je tézké stanovit pevna
pravidla jejich diety. Prestoze existuji urcité preference potravy, vSeobecnost je pro primaty
vice charakteristicka nez vyhrazenost. Primati jsou vSezravci, jak také doklada fyziologie jejich
zazivaci soustavy. Nalézame jen malé mnozsvi piikladi potravni specializace. Listozravi
primati, skladajici se z celé podéeledi Colobinae, ktera zahrnuje guerézy a langury nejsou
vylucné listozravi, sezénn€ se zivi kvéty, ovocem a v nékterych ptipadech semeny. Viestani,
opice nového svéta maji podobné potravni preference. Lidoopi se zivi ovocem. Mnoho mensich
nocnich primitivnich druhti (komboviti, makioviti, lemuroviti, ksukol ocasaty, lorioviti) jsou
V podstaté hmyzozravi. Nartoun je pravdépodobné jediny primat, ktery je vyluéné masozravy,
Zivi se hmyzem, jeStérkami a hady. VéEtsi denni lemurové (napi. sifaka maly, indri) jsou vice
vegetariansti a jejich stravu pfedstavuje ovoce, semena a listy. Kosmani rodu Callithrix jsou
hmyzozravi a také se zivi rostlinymi vypotky (pryskyfici), zatimco mirn¢ vétsi tamarini rodu
Saguinus jsou vsezravi (Groves & Napier 2018).
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Mensi primati maji tendenci jist vice Zivocisné potravy a vét§i primati vice rostlinné
potravy (Berkovitz & Shellis 2018). Divodem je, ze hmyz je maly a pro velké zvife neni snadné
ho chytit. Na druhé strané celuléozové a hemiceluldzové slozky listd vyzaduji slozité travici
procesy, ¢ehoz nebude zvife malé velikosti schopné. Ovoce vSak nepfedstavuje zadné dietni
omezeni (Groves & Napier 2018).

Potrava primatu se sklada ze tii hlavnich zivin a t€mi jsou proteiny, lipidy a sacharidy
(Tortora & Anagnostakos 1987). Nejrozsifenéjsim sacharidem je polysacharid celul6za (Sharon
1980). Tento polysacharid spole¢né s hemicelulozou, ligninem, pektinem tvofi primarni slozku
bunéénych stén rostlin a piedstavuje tak velky podil dostupného energetického obsahu (Blaxter
1962; Sharon 1980; Alexander 1993). Tyto slouceniny jsou hlavnim stavebnim materialem
rostlin, jsou oznacovany jako strukturni sacharidy. Jsou extrémné nerozpustné a odolné vuci
chemickym vlivim (Richard 1985; Schmidt-Nielson 1997). Zatimco n¢ktefi bezobratli
zivo€ichové maji v travicim traktu obsaZen enzym, ktery dokaze metabolizovat celul6zu,
obratlovci takovyto enzym nemaji. Navzdory tomu Se rostlinny material stal pro mnoho
obratlovci, véetné primati dominujici slozkou v jejich potravé (Milton 1986). Tyto komlexni
sacharidy jsou pak zdrojem uhlikti pro stfevni bakterie a dal$i mikroorganismy, které produkuji
enzymy, jez umoznuji jejich rozklad a vyuziti. Slozeni diety tak ovliviiuje stfevni mikrobiom
daného jedince (Voreades et al. 2014).

4.1.7 Mikrobiota traviciho traktu primata

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu zvifat a lidi je mikrobidlni ekosystém s velkymi
rozdily mezi Zivo&isnymi druhy, ale i mezi jednotlivci. Tento ekosystém obsahuje az 10
bakterii (Ercolini et al. 2001; Walter 2008; Russell et al. 2011). Gastrointestinalni trakt ma
rizné Casti a v kazdé této Casti se bakterialni komunita 1isi (Cronin et al. 2011; Russell et al.
2011).

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu je komplex bakterii, virt, kvasinek a prvoku. Hraje
kli¢ovou roli ve zdravi hostitele prostfednictvim zaélenéni do vyzivovych, fyziologickych a
imunologickych funkci (Tannock 1995). Metabolicka aktivita stievni mikrobioty se zda
srovnatelna s metabolickou aktivitou jater a zahrnuje zejména fermentaci exogennich a
endogennich zdroju uhliku a energie (Isolauri et al. 2004). Jednou z hlavnich schopnosti
mikrobioty traviciho traktu je konvertovat nestravitelné rostlinné strukturni slou¢eniny, jako je
celuldza, do mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které mohou byt absorbovany piimo
hostitelem a vyuzity pro energii (Flint et al. 2012). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které
jsou produkované stievni mikrobiotou mohou poskytnout hostiteli az 70 % jejich kazdodennich
energetickych potieb, usnadiiuji absorpci zivin a zabraniuji hromadéni potencialné toxickych
vedlejSich produkti metabolismu (Flint et al. 2008; Neish 2009). Mikrobiota také reguluje
metabolismus xenobiotik, coz jsou latky, které nejsou vytvaieny piirodnimi procesy
(Bjorkholm et al. 2009). Savci se spoléhaji na stfevni mikrobiotu, aby stravily potravu s velkym
mnozstvim rostlinnych strukturnich sacharida a toxiny (Amato et al. 2016). Faktory, jako je
slozeni stravy (napf. vlaknina, obsah bilkovin), vék, zdravi, stres ovlinuji sloZeni a aktivitu
sttevni mikrobioty. Bakterialni populace se 1i§i mezi jednotlivei (Simpson et al. 2002).

Gastrointestinalni trakt primat je domovem biliont bakterii, jejichz sloZeni je spojeno
s ¢etnymi metabolickymi, autoimunitnimi a infek¢nimi lidskymi onemocnénimi. Primati, ktefi
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ziji ve volné piirodé maji bohatou mikrobiotu narozdil od primétt Zijicich v zajeti, ktefti ztraceji
své ptuvodni mikroby a jejich travici trakt osidluji rody Prevotella a Bacteroides (Clayton et al.
2016). Primati chovani v zajeti mohou mit i odlisSnou mikrobiotu (Amato et al. 2013). Odli$na
a mén¢ rozmanita mikrobiota mize ucinit jedince nachylnéjsiho k invazi gastrointestinalniho
traktu potencialnimi patogeny (Amato et al. 2016). Languii a vie$tani Zijici ve volné ptirodé
maji velmi odliSnou mikrobiotu, ale u langurti a viestant zijicich v zajeti bylo zjisténo, ze se
jejich mikrobiota stava velmi podobnou. A to i pies velmi odlisSnou stravu, odlisné misto ptivodu
a odlisnou fyziologii stiev. Bylo zjisténo, ze mikrobiota je ovlivnéna dietou. Urovei narudeni
diety a zivotniho stylu je spojeno s narusenim piirozené stfevni mikrobioty. Mikrobiota primata
Vv zajeti je charakteristickd ztratou rozmanitosti. Genetika hostitele, i kdyz pravdépodobné
ovlivituje mikrobiotu traviciho traktu, ma mnohem mensi vliv na mikrobiotu traviciho traktu
nez samotné zajeti. Porucha vyzivy v zajeti je pravdépodobé hybnou silou pro zménu
mikrobioty traviciho traktu. Ztrata vlakniny mize vést ke ztraté zakladni biologické mikrobialni
rozmanitosti u primata v zajeti, ale i u lidi (Clayton et al. 2016).

Vsezravé opice nového svéta vykazuji vétsi podobnost stievni mikrobioty s mikrobiotou
¢loveéka nez velci lidoopi, i presto Ze jsou nasi nejblizsi evolucni sousedé (Ley et al. 2008).

Na obrazku mizeme vidét tepelnou mapu taxonti rozliSujici mikrobiotu travici soustavy
¢loveka, Simpanze, Simpanze bonobo a gorily. Kazdy sloupec piedstavuje jedince a kazda fada
piedstavuje bakterialni rod ¢i ¢eled’. Lidé a subhumanni primati tvoti dvé odlisné fylogenetické
vétve a u lidi jeste dve dalsi vétve. Jedna vétev je zaloZena na tradi¢nich zivotnich strategiich
(Tanzanie, Malawi, Peru, Venezuela) a druha vétev industrializovand (USA a Italie). Mezi
subhumannimi primaty je stfevni mikrobiota velice podobna mezi §impanzi (Pan troglodytes)
a Simpanzi bonobo (Pan paniscus). Gorily v§ak vykazuji vysoky stupeni substruktury. Podobné
mikrobiadlni vzorce sdilené mezi nékterymi Simpanzi a gorilami byly pfisuzovany
sympatrickému mikrobialnimu pienosu. V piipadé vyskytu rodu Bifidobacterium je partné
vys$$i zastoupeni u lidi z industrializované spole¢nosti, dale je pak ¢etné u vSech uvedenych
skupin primatt, ale jsou zde Castéjsi rozdily na trovni jedinci (Moeller et al. 2013).
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Obrazek ¢. 1 - Tepelna mapa rodovych taxoni rozliSujici mikrobiotu travici soustavy ¢lovéka,
Simpanze, Simpanze bonobo a gorily (Schnorr et al. 2016).

4.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie mizeme nalézt v riznych ekologickych nikach. Nejvice z nich bylo
identifikovano u zvitat, a to hlavné u savct v obdobi mlééné vyzivy. Byly vsak izolovany také
u hmyzu, konkrétné u vcel a émelakt (Bunesova et al. 2014). V poslednich letech stoupa pocet
noveé popsanych bifidobakteridlnich druhd pfedevsim z traviciho traktu novosvétskych opic
(Modesto et al. 2017; Modesto et al. 2018; Lugli et al. 2018).

4.2.1 Taxonomie

V minulosti byly bifidobakterie zatazeny do rodu Lactobacillus jako Lactobacillus
bifidus. Pozd¢ji byly klasifikovany v samostatném rod¢ Bifidobacterium (Mitsuoka 1984).
Tento rod nalezi do kmene Actinobacteria, tridy Actinobacteria, podtiidy Actinobacteridae,
radu Bifidobacteriales a ¢eledi Bifidobacteriaceae (Garrity et al. 2004).

4.2.2 Historie

Bifidobakterie objevil poprvé Tissier roku 1900 v détské stolici. lzoloval bakterii se
zvlastnim a chararakteristickym tvarem Y a pojmenoval ji Bacillus bifidus. Tato bakterie byla
anaerobni, gram-pozitivni a nevytvaiela plyn béhem rastu (Sgorbati et al. 1995).
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Na zacatku 20. stoleti Orla-Jensen v podrobném ¢lanku o bakteriich, které produkuji
kyselinu mléénou, klasifikoval Bacillus bifidus jako soucast ¢eledi Lactobacteriaceae a v roce
1924 navrhl tuto bakterii jako samostatny druh (Sgorbati et al. 1995).

V roce 1957 poprvé zjistil Dehnart, Ze existuje vice biotypu bifidobakterii a navrhl
schéma pro diferenciaci téchto bakterii zalozené na fermentacnim profilu sacharidt. Pak v roce
1963 Reuter rozpoznal 7 druht bifidobakterii, véetné znameho Bifidobacterium bifidum. O par
let pozd¢ji byl objasnény charakteristicky metabolismus hex6zové fermentace. Kli¢ovy enzym
je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza. V roce 1970 se zacala vyuzivat hybridizace DNA, aby se
rozpoznali nové skupiny, ale také zhodnotily jiz stdvajici druhy. Roku 1974 byly bifidobakterie
klasifikovany do rodu Bifidobacterium a tento rod obsahoval 8 druhl. S rozvojem metod
identifikace a zlepSenim klasifikace bakterii bylo uznano v tomto rodu 24 druhti a po Case
vzrostl pocet druhii na 32. V roce 1997 navrhli Stackebrand a kolegové novou hierarchickou
strukturu, na zakladé analyzy genu 16S rRNA, shromazd'ujici rod Bifidobacterium a rod
Gardnerella do jedné ¢eledi Bifidobacteriaceae a do fadu Bifidobacteriales (Biavati et al.
2000).

V soucasnosti je uznano 70 druht a 10 poddruht (bacterio.net).

4.2.3 Morfologie

Bifidobakterie maji rizné tvary véetné kratkych, zaktivenych tycek, kyjovitych tycek a
rozvétvenych tyCek ve tvaru pismene Y. Ukézka morfologie bifidobakterii zobrazenych pomoci
mikroskopie s fazovym kontrastem je na obrazku ¢islo 1. Jsou nepohyblivé, anaerobni, gram-
pozitivni, nevytvaii spory ani plyn a jsou katalazanegativni (Sgorbati et al. 1995). Burky se
Casto barvi nepravidelné methylenovou modii (Biavati & Mattarelli 2012).

Bifidobakterie jsou bohaté na C+G (cytosin + guanin). Vyskytuji se bud’ samostatné, ve
shlucich ¢i v fetézcich s mnoha elementy (Felis & Dellaglio 2007). Mohou se vyskytovat
Vv agregatech ve tvaru hvézdy nebo ve ,,V* uspofadani ¢i v uspotfadani ,,palisady* (Biavati &
Mattarelli 2012).

Bunécné sténa bifidobakterii ma typickou Gram-pozitivni strukturu, kterd je tvofena
silnym peptidoglykanovym obalem. Tento obal obsahuje polysacharidy, proteiny, kyselinu
teichovou a lipoteichovou (Biavati et al. 2000). Kompozice aminokyselin u bazickych
tetrapeptid mureinu se 1i$i mezi druhy a/nebo kmeny stejného druhu, coz umoznuje jejich
diferenciaci (Lauer & Kandler 1983; Tamime et al. 1995). Glukoza, galaktdza a Casto ramnoza
se nachazeji jako slozky polysacharidu, které jsou v bunécné sténé rodu Bifidobacterium.
Existuji kvalitativni a kvantitativni rozdily mezi druhy, kmeny a rdstovymi podminkami
(Biavati et al. 2000). S polysacharidovymi fetézci tvoii vazby kyseliny lipoteichové a jsou
povazovany za dilezit¢ pro bunéénou adhezi ke sténé stieva (Iwasaki et al. 1990).
Imunochemické studie ukazaly, ze kyseliny lipoteichové jsou béznym antigenem u rodu
Bifidobacterium. Proteiny a kyseliny lipoteichové urcuji hydrofobni charakter povrchu
bifidobakterii (Op Den Camp et al. 1985).

Kolonie jsou hladké, konvexni s rovnymi okraji. Barevna Skala kolonie je od krémové az
po bilou. Maji mékkou konzistenci a jsou lesklé (Biavati & Mattareli 2012).
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Obrazek ¢. 2 - Morfologie rodu Bifidobacterium, s vyuzitim fazového kontrastniho mikroskopu,
10 um, Rab10B — B. italicum, Ham19E — B. criceti, Goo31D — B. anseris, Uis4E — B.
margollesii, Uis1B — B. parmae, Tam1G — B. imperatoris (Lugli et al. 2018)

4.2.4 Rist (teplota a pH)

Uvedena optimalni teplota pro rist lidskych kment bifidobakterii je 36-38 °C, zatimco u
kmeni zvitecich je 41-43 °C a mize byt i vyssi, naptiklad B. thermacidophilum ma optimalni
teplotu Kk rtstu az 49,5 °C (Dong et al. 2000). Pro diferenciaci zvitecich a lidskych kmenti mize
byt pouzita teplota 46 °C. Zvifeci kmeny jsou schopny pfi této teploté rist, lidské vSak ne
(Gavini et al. 1991). Pod 20 °C bifidobakterie nerostou s vyjimkou druhu vyskytujiciho se u
prasat B. psychroaerophilum, které roste pii 8 °C (Simpson et al. 2004). Jak zde jiz bylo
uvedeno, bifidobakterie jsou katalaza negativni az na vyjimky B. indicum a B. asteroides (Felis
& Dellaglio 2007). Pies skute¢nost, Ze jsou bifidobakterie striktn¢ anaerobni, zda se, Ze exiStuji
druhy, které dokazi ptezit za piitomnosti kysliku. Zdalo se, ze kmenu B. boum a B.
thermophilum roste dobie i za 20% koncentraci kysliku. Tolerance kysliku zavisi na druhu a
nékteré druhy vykazuji toleranci kysliku pouze za piitomnosti oxidu uhli¢itého (Kawasaki et
al. 2006). Bifidobakterie, stejné jako jiné zivé organismy, mohou nastartovat sofistikované
molekuldrni mechanismy, aby se vyrovnaly s tepelnym stresem a chranily buitkku pted
poskozenim zptusobenym hromadénym nerozlozenych a/nebo Spatné slozenych proteint
(Wickner et al. 1999).

Optimalni pH pro rist bifidobakterii je 6,5 az 7,0. Rust ustava pii pH 4,5-5,0 a niz§im a
pfti 8,0-8,5 a vyssim (Biavati & Mattarelli 2012). Nékteré druhy vsak vykazovaly rust i pti pH
3-5 (B. animalis ssp. animalis a B. animalis ssp. lactis) (Matsumoto et al. 2004). Velmi dilezita
vlastnost pro pfeziti v hornich ¢astech gastrointestinalniho traktu je schopnost odolat Zlu¢ovym
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solim nebo kyselému prostiedi. Tato schopnost se jevi jako vysoce variabilni u ¢lenti rodu
Bifidobacterium (Bunesova et al. 2014).

4.25 Metabolismus

Analyzy genomu bifidobakterii ukazuji, Ze obsahuji geny pro syntézu alespon 19
aminokyselin, pficemz také koduji vSechny ocekavané enzymy potiebné pro biosyntézu
pyrimidinovych a purinovych nukleotidd, jakoz i ty, které jsou potiebné pro syntézu urcitych
vitamind B (Ventura et al. 2009). Bifidobakterialni druhy maji genetickou informaci, ktera je
nutna k posunu mnoha monosacharidi nebo disacharidi do fruktdza-6-fosfat metabolické cesty
(Schell et al. 2002; Ventura et al. 2007).

Z genomové analyzy se zda, ze bifidobakterie mohou produkovat celou fadu vitamini B
vcetné thiaminu (B1), pyridoxinu (B6), kyseliny listové (B11) a kyseliny nikotinové nebo
niacinu (B3). Nékteré druhy obsahuji geny pro biosyntézu riboflavinu (B12) (Sela et al. 2008;
Ventura et al. 2009). Schopnost nékterych bifidobakterialnich druhti produkovat vitaminy byla
zkoumana jako mozna probioticka vlastnost (Pompei et al. 2007).

Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy a obvykle produkuji kyselinu octovou a
mlécnou v poméru 3:2, ale bylo prokazano, ze pomér zavisi na druhu ¢i kmenu, a také
utilizovaném substratu. Nékteré bifidobakterie mohou vytvaret také dalsi organické kyseliny a
ethanol, které maji silny vliv na ristové charakteristiky druhti. Kyselina maselna a propionova
nejsou produkovéany. Bifidobakterie neprodukuji CO2 s vyjimkou degradace glukonatu (Biavati
& Mattarelli 2012).

Bifidobakterie vyluéné katabolizuji hex6zy prostiednictvim charakteristické metabolické
cesty, ktera zahrnuje klicovy enzym fruktdza-6-fosfoketolazu. Tento enzym byl povazovan za
taxonomickou charakteristiku pro identifikaci bifidobakterii na trovni rodu, avSak
V soucasnosti jej 1ze povazovat za taxonomicky marker pro celou celed’ Bifidobacteriaceae
(Biavati & Mattarelli 2012). Obecné plati, ze bifidobakteric maji schopnost fermentovat
fruktozu, galaktozu a glukoézu (Leahy et al. 2005). Existuji vSak i druhy které neumi
fermentovat glukézu (BuneSova et al. 2014). Fermenta¢ni schopnost riznych substrati,
zahrnujici sacharidy a jejich derivaty a alkoholy je druhové specifickd (Cronin et al. 2011).
Nékteré druhy jsou schopny fermentovat laktézu a rist v mléce. Schopnost fermentovat laktozu
je charakteristicka pro druhy izolované z mléka a mlé¢nych vyrobki, jako je B. crudilactis, B.
mongoliense (Delcenserie et al. 2013) a B. animalis ssp. lactis, ale byla také popsana u jinych
druhd (Biavati & Mattarelli 2012). Bifidobakterie vyhodné vyuzivaji mono-, di- ¢i
oligosacharidy. Oligosacharidy s niz$im stupném polymerace jsou vyhodnéjsi nez polymery
s vys$8i molekulovou hmotnosti (Gibson 2004). Fyziologické studie ukazaly, ze bifidobakterie
mohou vyuzivat Sirokou Skalu komplexnich sacharidi jako napi. xylo-oligosacharidy,
fruktooligosacharidy,  galaktooligosacharidy, isomalto-oligosacharidy, oligosacharidy
sojovych bobu a dalsi rostlinné oligosacharidy (Kondepudi et al. 2012).

Bifidobakterie také metabolizuji nestravitelné sacharidy jako je skrob. Kapacita kazdého
druhu na vyuziti komplexnich sacharidu je odlisna. Degradace Skrobu je vysoce zavisla na
hladinach a vlastnostech enzymii degradujicich Skrob, které jednotlivé druhy produkuji, stejné
tak jako na esterifikacn¢ indukovanych strukturnich defektech modifikovanych Skrobt, které
méni pristupnost k hydrolyzujicim enzymtim, a i na bakterialni kolonizaci (Lim et al. 2014).
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Bylo zjisténo, ze vétsina zivociSnych bifidobakteridlnich druht je schopna vyuzivat Skroby,
zatimco u lidskych druht je to jsou to naptiklad nékteré kmeny B. adolescentis, B. angulatum
a B. dentium (Biavati & Mattarelli 2012).

Muciny jsou dulezitym zdrojem uhliku, dusiku a energie pro sacharolytické bakterie,
vcetné bifidobakterii rostoucich v tlustém stieveé, kde je nabidka fermentovatelnych substrati
obvykle omezena. Epitelialni povrchy gastrointestinalniho traktu jsou pokryty vrstvou hlenu.
Tento hlen tvoii hlavné voda a muciny (Horowitz 1967). Podle provedené studie bifidobakterie
patii k bakteriim fermentujici mucin u lidi, ale jejich vyznam pro degradaci mucinu u zvifat se
jevi jako omezeny (Killer & Marounek 2011). Schopnost utilizace a degradace mucinu byla
potvrzena pouze u druhu B. bifidum lidského ptivodu (Bunesova et al. 2018).

4.2.6 Ekologie a vyskyt

Bifidobakterie jsou dilezit¢é komenzalni mikroorganismy, které maji prvorady vyznam
v ekosystému traviciho traktu lidi, teplokrevnych zivocichii a vcel (Sgorbati 1995). Jsou
ptitomny v riznych ekologickych nikéach gastrointestinalniho a genitourinarniho traktu. Pomér
je urCovan hlavné v€kem a stravou. Dominuji piedev§im v pivodni mikrobioté kojence
(Finegold 1983; Musilova et al. 2017). Nicméng, bifidobakterie jsou obycejné nalezené
Vv travicim traktu dospélych lidi, savcd, a i nékterych jinych zivocichli a mizeme je nalézt ve
vSech sekcich gastroinstestinalniho traktu. Jejich pfitomnost ve ve vysokych poctech je spojena
s dobrym zdravotnim stavem hostitele (Cronin et al. 2011; Russell et al. 2011).

Vyskyt bifidobakterii neni omezen pouze na gastrointestinalni trakt teplokrevnych
zivocichd a lidi. Byly izolovany druhy z lidské vaginy (Verhelst et al. 2005); lidské krve
(Hoyles et al. 2002); ve stfevech ¢melaka, v¢ely medonosné a drvodélky fialové (Xylocopa
violacea) (Killer et al. 2009; Killer et al. 2011; Alberoni et al. 2019); v mlé¢nych potravinach
(mléko, syry) a mase (Meile et al. 1997; Gavini et al. 2006; Delcenserie et al. 2007; Watanabe
et al. 2009); v odpadnich vodach (Scardovi et al. 1979; Biavati et al. 1982). Byly také nalezeny
Vv lidském zubnim kazu a plaku (Modesto et al. 2016).

4.2.7 Bifidobakterie izolované z traviciho traktu primati

Travici trakt primatd predstavuje spolu Slidmi a prasaty nejvetsi rezervoar
bifidobakterialni rozmanitosti (Michelini et al. 2016).

Endo et al. (2012) izolovali a popsali pét druhiG bifidobakterii z vykald kosmana
bélovousého (Callithrix jacchus) a z tamarina zlutorukého (Saguinus midas). Bifidobacterium
reuteri a B. callitrichos byly izolovany ztrusu kosmana bé¢lovousého. B. saguini, B.
stellenboschense a B. biavatii byly izolovany z trusu tamarina zlutorukého. U gorily nizinné
(Gorilla gorilla gorilla) byl izolovan druh B. moukalabense z trusu dospélého jedince zijiciho
ve volné piirodé€ (Tsuchida et al. 2014). V roce 2015 byl izolovan z trusu pét let starého lemura
kata (Lemur catta) druh B. lemurum (Modesto et al. 2015). Z trusu lemura tmavého (Eulemur
macaco) byl izolovan a popsan kmen B. eulemuris (Michelini et al. 2016). Michelini et al.
(2016) ve vykalech mladat kosmana bélovousého (Callithrix jacchus) objevili druhy B.
myosotis, B. tissieri a B. hapali. Z trusu tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus) byly izolovany a
popsany tfi nové druhy v roce 2016 a to B. avesanii, B. ramosum, B. aerophilum, kdy se jednalo
0 izolaci z fekalnich vzorkt dospélych jedinci (Michelini et al. 2016). Z fekalnich vzorka
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tamarina vousatého byla izolovana B. callitrichidarum, jednalo se o dospélého jedince
(Modesto et al. 2017). Modesto et al. (2018) izolovali B. primatium, B. scaligerum, B. felsineum
z vykalti dospélych jedinct tamarina pinc¢iho (Saguinus oedipus) a B. simiarum ztrusu
dospélého jedince tamarina vousatého (Saguinus imperator). Lugli et al. (2018) izolovali druhy
B. margollesii, B. parmae u kosmana zakrslého (Callithrix pygmaea) a B. imperatoris u
tamarina vousatého (Saguinus imperator). Vypis bifidobakterialnich druhti izolovanych
z traviciho traktu primata je uveden v Tabulce 1. Podle mnozstvi nové popisovanych druhti za
posledni roky l1ze ocekévat, ze nové druhy budou dale ptibyvat. Pfehled popsanych druht je
dostupny na bacterio.net.

Tabulka 1 — bifidobakterie izolované z traviciho traktu primata

DRUH, IZOLOVANO Z: REFERENCE SBIRKOVY
PODDRUH KOD
Bifidobacterium Vykaly dospélého tamarina | Michelini et al. 2017 DSM
aerophilum pinc¢iho (Saguinus oedipus) 100689
Bifidobacterium Vykaly kosmana (Callithrix | Modesto et al. 2014 DSM
aesculapii jacchus) 26737
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo et al. 2012 DSM
biavatii Zlutorukého (Saguinus 23969
midas)
Bifidobacterium Vykaly tamarina vousatého | Modesto et al. 2017 DSM
callitrichidarum (Saguinus imperator) 103152
Bifidobacterium Vykaly kosmana Endo et al. 2012 DSM
callitrichos bélovousého (Callithrix 23973
jacchus)
Bifidobacterium Vykaly kosmana Modesto et al. 2018 DSM
catulorum bélovousého (Callithrix 103154
jacchus)
Bifidobacterium Cerstvé vykaly Lemura Michelini et al. 2016 DSM
eulemuris tmavého (Eulemur macaco) 100216
zijiciho v polopfirozenych
podmikach
Bifidobacterium Vykaly dospélych jedincii Modesto et al. 2018 DSM
felsineum tamarina pinciho (Saguinus 103139
oedipus)
Bifidobacterium Vykaly mladéte kosmana Michelini et al. 2016 DSM
hapali bélovousého (Callithrix 100202
jacchus)
Bifidobacterium Vykaly tamarina vousatého Lugli et al. 2018 LMG
imperatoris (Saguinus imperator) 30297
Bifidobacterium Vykaly od 5 let staré¢ho Modesto et al. 2015 DSM
lemurum lemur kata (Lemur catta) 28807
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vansinderenii

(Saguinus imperator)

Bifidobacterium Vykaly kosmana zakrslého Lugli et al. 2018 LMG
margollesi (Callithrix pygmaea) 30296
Bifidobacterium Vykaly divoké gorily Tsuchida et al. 2014 DSM
moukalabense nizinné (Gorilla gorilla 27321
gorilla)
Bifidobacterium Vykaly mladété kosmana Michelini et al. 2016 DSM
myosotis bélovousého (Callithrix 100196
jacchus)
Bifidobacterium Vykaly kosmana zakrslého Lugli et al. 2018 LMG
parmae (Callithrix pygmaea) 30295
Bifidobacterium Vykaly dospélych jedinct Modesto et al. 2018 DSM
primatium tamarina pinciho (Saguinus 100687
oedipus)
Bifidobacterium Vykaly dospélého tamarina | Michelini et al. 2016 DSM
ramosum pinciho (Saguinus oedipus) 100688
Bifidobacterium Vykaly kosmana (Callithrix Endo et al. 2012 DSM
reuteri jacchus) 23975
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo et al. 2012 DSM
saguini zlutorukého (Saguinus 23967
midas)
Bifidobacterium Vykaly dospélych jedinci Modesto et al. 2018 DSM
scaligerum tamarina pinciho (Saguinus 103140
oedipus)
Bifidobacterium Vykaly dospélého jedince Modesto et al. 2018 DSM
simiarum tamarina vousatého 103153
(Saguinus imperator)
Bifidobacterium Vykaly tamarina Endo et al. 2012 DSM
stellenboschense zlutorukého (Saguinus 23968
midas)
Bifidobacterium Vykaly mladéte kosmana Michelini et al. 2016 DSM
tissieri bélovousého (Callithrix 100201
jacchus)
Bifidobacterium Vykaly tamarina vousatého Duranti et al. 2017 LMG 30126

DSM — némecka sbirka mikroorganismu
LMG — belgicka sbirka mikroorganismt

4.2.8

Izolace a kvantifikace bifidobakterii

Pozadavek na selektivni kultivatni média pro izolaci a stanoveni poctu rodu
Bifidobacterium je velmi realny problém ve stfevni a potravinové mikrobiologii. Bylo popsano
nékolik médiii pro detekci téchto bakterii (Roy et al. 1997). Zadné z téchto médii se vsak
nezdalo byt zcela selektivni. Néktera selektivni média navic neumoznovala rist vSech druht
rodu Bifidobacterium (Rada & Petr 2002). Bylo zjisténo, ze mupirocin je selektivnim faktorem
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pro izolaci a kvantifikaci bifidobakteriii, které se vyskytuji ve fermentovanych mléénych
vyrobcich a ve vykalech (Rada & Koc 2000; Rada & Petr 2000). Lithna sil mupirocinu inhibuje
rust vétSiny bakterii mlééné¢ho kvaseni pouzivanych ve fermentovanych a nefermentovanych
mléénych vyrobcich (Bunesova et al. 2012; Ferraris et al. 2010). Dalsim selektivnim faktorem
pro izolaci bifidobakterii ze vzorku stolice je kyselina octova, kterd potlacuje bakterie citlivé
na nizké pH (Rada & Petr 2000). O dals$i modifikaci a vylepSeni média pro bifidobakterie se
zaslouzili Vlkova et al. (2015), kdy médium s mupirocinem a kyselinou octovou obohatili o
antibiotikum norfloxacin, ktery zvySuje selektivitu pii praci s komplexnimi vzorky jako je
lidska stolice a zviteci vykaly.

4.2.9 Identifikace bifidobakterii

Morfologie a kultivacni charakteristiky jsou uZitecné pii pocatecni identifikaci rodu
Bifidobacterium. Nejvice pfima a nejspolehlivéjsi vlastnost pro ptifazeni bifidobakterii na
urovni rodu je demonstrace enzymu frukt6za-6-fosfoketolaza (F6PPK) (BuneSova et al. 2014).
Identifikace bifidobakterii na zaklad¢ fenotypovych charakteristik v§ak ne vzdy poskytuje jasné
vysledky a je nékdy nespolehlivd, protoze bifidobakteridlni buiiky mohou ménit svou
morfologii a fyziologické vlastnosti v zavislosti na kultivaénim médiu, ristu a kultiva¢nich
podminkach (Ercolini et al. 2001; Satokari et al. 2003).

V soucasné dobé je pro identifikaci bakterii popularni hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS
- Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry). Nékteré studie
dokonce uvadely, ze se diagnostika stava revoluéni diky aplikovani MALDI-TOF MS (Veloo
etal. 2011). Tato metoda je také vyuzivana pro identifikaci bifidobakterii (BuneSova et al. 2013;
Strompfova & Laukova 2014; BuneSova et al. 2017).

Pro identifikace bifidobakterii je k dispozici mnoho pievazné molekuldrnich technik.
Zéakladni technika PCR byla Siroce vyuzivana pro idenifikaci bifidobakterii lidského pivodu,
ale jeji pouziti pro klasifikaci bifidobakteriii izolovanych ze zvifat je problematické, protoZe
dostupnych je pouze par primert pro B. animalis (Roy & Sirois 2000; Ventura & Zink 2002).

Techniky fingerprintingu, jako je analyza nahodné amplifikované polymorfni DNA
(RAPD) a repetitivni PCR sekvence (REP-PCR) pracuji na Grovni porovnani profilti kmenu a
je spiSe metodou genotypové charakterizace poskytujici odliSeni napiiklad v ramci jednoho
druhu (Bunesova et al. 2017). Velkou vyhodou téchto metod je to, ze nevyzaduji specificky
konstruované primery a mohou byt pouzity ndhodné univerzalni primery (Mayer et al. 2007,
Bunesova et al. 2012). Zda se tedy, ze tento piistup je uzite¢ny pro charakterizaci bifidobakterii
zivocisného plivodu. Napfiiklad polymorfismus délky restrikéniho fragmentu (RFLP) a pulzni
gelova elektroforéza v poli (PFGE) jsou také vhodné pouze pro tcely typizace a obecné
neposkytuji identifikaci druhu. Jsou-li k dispozici druhové specifické primery nebo sondy,
nabizeji velmi rychly zptsob detekce cilovych organismli (Temmerman et al. 2004).

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je jednou z méla technik, které
umoziuji rychlou mikrobialni analyzu komplexni bakterialni komunity u zvifat (Mrazek et al.
2008; Mayer et al. 2012).

Dalsi casto vyuzivanou metodou detekce specifickych bakterii v gastrointestinalnich
vzorcich je fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), i zde jsou dostupné sondy pro rod
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Bifidobacterium. Znacené sondy jsou hybridizovany s rRNA a bakterie jsou vizualizovany
fluorescen¢ni mikroskopii. Sondy specifické pro rod mohou byt pouzity ke sledovani vyskytu
a mnozstvi bifidobakteriii ve vzorcich stolice nebo jinych nikach (Takada et al. 2004; Bunesova
etal. 2012).

Pratokova cytometricka analyza je metoda, kterda umoziuje kvantitativni i kvalitativni
analyzu vzorkt. Bakterie ve vzorcich jsou fluorescencné oznaceny za pouziti jednoho nebo vice
specifickych barviv nebo sond, po kterych znaceny roztok prochazi prutokovym cytometrem
nebo tiidicem bunék, aby se urcila identita a mnozstvi bakterii (Bunthof & Abee 2002). Byla
vyvinuta vicebarevna FISH metoda, kterd pomoci jediné reakce detekuje nékolik druhii
bifidobakterii (Takada et al. 2004).

Dalsi molekularni metodou, ktera se vyuziva k detekci, kvantifikaci a studiu
mikrobialnich populaci je kvantitativni PCR v realném ¢ase (qPCR). Je také vysoce citliva,
specifickd a umoznuje soucasnou detekci ruznych mikroorganismt, véetné bifidobakterii
(Delroisse et al. 2008).

Vétsina situaci vSak vyzaduje pouze identifikaci na Grovni druhi, pro které se pouzivaji
techniky, jako je naptiklad sekvenovani 16S rRNA nebo v minulosti hybridizace DNA-DNA.
Identifikace pomoci srovnavani genu pro 16S rRNA napomohla v ramci taxonomického
¢lenéni bifidobakterii (Ventura & Zink 2002). Nicméné pro kvalitni fylogenetické studie je
potfeba vyuzivat i dal$i geny a metody jako je naptiklad MLST (Multilocus sequence typing)
a sekvenovani celého genomu (Killer et al. 2018).

Pro kone¢nou identifikaci a taxonomickou klasifikaci se doporucuje takzvany
polyfazicky piistup, tedy kombinaci vice nezavislych metod (Ventura et al 2007).

4.2.10 Bifidobakterie jako probiotika

Termin probiotika je odvozen z feCtiny a znamena ,,pro zivot“. Lilly & Stillwell (1965)
poprvé pouzili tento termin, ktery popisoval probiotika jako ,latky produkované jednim
organismem, stimuluji rast jiného organismu‘ a tim padem je tento termin opakem antibiotik.

Po dlouhou dobu pouzivana definice probiotik znéla takto: Probiotika jsou zivé
mikroorganismy, které jsou-li podavany v adekvatnim mnozstvi, ptispivaji ke zlepSeni stavu
hostitele (FAO/WHO 2001). Aktualni definice zni: Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které,
pokud jsou podavany v dostate¢ném mnozstvi, poskytuji hostiteli zdravotni ptinos (Hill et al.
2014). Jako probiotika jsou vétSinou vyuzivany bakterie, které ptirozené sidli v travicim traktu.
Casto vyuzivané jsou bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium (Rada 2011), ale také
kvasinky rodu Saccharomyces (Islam 2016). Piiznivy ucinek probiotickych bakterii je
napiiklad imunostimula¢ni, zmirnéni zéacpy, tlumeni alergii, prevence kolorektalniho
karcinomu, prevence a podplrnd terapie zanétlivych stievnich onemocnéni a prijmi (Rada
2011).

Probiotické organismy mohou po poziti upravovat rovnovahu a aktivity gastrointestinalni
mikrobioty, jejiz tloha je zasadni pro homeostazu stiev (Chaucheyras-Durand & Durand 2010).
Bifidobakterie jsou povazovany za jeden z klicovych rodi v gastrointestinalnim traktu. Existuje
vSeobecnd domnénka, ze jsou bifidobakterie uZitecné pii udrZeni odpovidajici rovnovahy
mikrobioty, coz sniZuje riziko infekce patogeny. Mohou mit pozitivni vliv na imunostimulaci
hostitele. Tyto vlastnosti ucinily bifidobakterie velmi aktraktivnimi pro jejich vyuziti jako
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probiotika (Gaggia et al. 2010; Russell et al. 2011). Vybrané bifidobakterialni druhy musi ptezit
naro¢né podminky v gastrointetindlnim traktu hostitele a pietrvat. Oraln¢ podavané
bifidobakterie musi byt tedy schopny se vyrovnat s riznymi vyzvami, které se vyskytuji naptic¢
gastrointestinalnim traktem, a to zejména kyselému pH a Zalude¢nim enzymum V Zaludku, se
zluci, s pankreatinem a dalSimi enzymy v tenkém stfevé. Tyto prekazky v gastrointestinalnim
traktu mohou zna¢né ovlivnit metabolicky stav bakterii a jejich pieziti, a tudiz jejich funk&nost
(Sanchez et al. 2013).

Determinanty jako je v€k, nemoci, slozeni stravy, postupy krmeni a dal§i parametry
mohou ovlivnit mikrobialni rovnovahu v gastrointestinalnim traktu a nasledné tak ovlivnit
stravitelnost krmiv, dobré Zivotni podminky a zdravi jedince (Chaucheyras-Durand & Durand
2010; Simpson et. Al 2002). Dulezitym faktorem muze byt vek zvifat. Vzorky kolonizace
béhem rané¢ho Zzivota jsou nestabilni a novorozend zvifata jsou pak nachylna
k environmentalnim patogentim. Pocate¢ni kolonizace je pro hostitele velmi dutlezita, protoze
bakterie mohou modulovat expresi genll v epitelidlnich buiikach, ¢imz pro sebe vytvaii ptiznivy
biotop (Siggers et al. 2007).

Dalsi pfiznivy ucinek probiotik byl zaznamenan, kdyz byly zahrnuty do stravy zvifat
béhem obdobi, které¢ bylo pro zvife a stfevni mikrobiotu stresujici (Chaucheyras-Durand &
Durand 2010). Krmeni probiotickych bakterii snizilo infekce, prijmova onemocnéni a
umrtnost, coz odpovida potfebam antibiotické 1écbé a snizuje vyskyt a Sifeni bakterii
rezistentnich na antibiotika a residua antibiotik v mléce, mléénych vyrobcich a masu (Abu-
Tarboush et al. 1996).

Doslo také ke zvySeni vyzkumu krmeni bifidobakterii mladym hospodarskym zvitatlim,

jako jsou telata a selata (Moore 2004; Shim et al. 2005; Ripamonti et al. 2011). Vysledkem je
zlepSeni piirtstku télesné hmotnosti a konverze krmiva, snizeni vyskytu prajmt a lepsi
zdravotni stav. Pozitivni probioticky Géinek byl zjistén také u drubeze (Mountzouris et al. 2007;
Baffoni et al. 2012).
Bifdobakterie jsou velmi slibnymi probiotiky, piestoZe jejich probiotické vlastnosti jsou
druhové ¢ kmenové specifické. Casto se vyuzivaji v potravinafskych a farmaceutickych
ptipravcich a jejich aplikace pfi krmeni zvitat roste. Nejcastéji pouzivanymi bifidobakterialnimi
druhy pro aplikaci v krmivech pro zvitata a v potravinach pro lidi jsou Bifidobacterium infantis,
B. adolescentis, B. animalis ssp. animalis, B. animalis ssp. lactis, B. bifidum, B. longum, B.
breve (Fijan 2014). U zvirat se také pouzivaji B. pseudolongum ssp. pseudolongum a B.
thermophilum (Gaggia et al. 2010).

Nekteré druhy bifidobakterii byly v minulosti vyuzity napf. v boji proti prijmu, pro
zmirnéni intolerance na laktozu, v boji s mikrobialnimi infekcemi, pfi nespecifickém stfevnim
zanétu (IBD), pro zmirnéni zacpy, pro sniZeni cholesterolu, zkoumani vlivu bifidobakterii na
imunitni funkce. Zajimava je taky potencialni role rodu Bifidobacterium v prevenci rakoviny
(Leahy et al. 2005)

Wang et al. (2016) ve své studii uvadi pozitivni vliv probiotik na fungovani centralni
nervové soustavy u lidi a zvirat. Byly vyuzity také bifidobakterie, konkrétné¢ druhy B. longum,
B. breve, B. infantis. Ukazalo se, Ze probiotika byla schopna zlepsit izkost, depresi a pamét’.
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4.2.11 Vyznam bifidobakterii pro hostitele

Bifidobakterie patii do prevazujici skupiny ve stievni mikroflote lidi a zvirat (Mitsuoka
1992). Tvrdilo se, ze bifidobakterie potlac¢uji $kodlivé mikroorganismy pomoci produkce
kyseliny octové a mlécné (Rasi¢ & Kurmann 1983). Bifidobakterie mohou dekonjugovat
7lu¢ové soli na volné formy, které maji vice biocidni aktivity proti nezadoucim bakteriim. Rada
bakterii ve stfevé muZze syntetizovat nitrosaminy, které jsou potencidlni kracinogenni
slouceniny. Bifidobakterie mohou tyto slouceniny degradovat, coz snizuje riziko rakoviny
tlustétho stfeva (Shah 1997). Nékteré druhy Dbifidobakterii mohou vylucovat
antimikrobikrobialni latku s Sirokym spektrem aktivity (Gibson & Wang 1994). Cinnosti
sttevni mikroflory mohou byt vysoce specifické a bylo zjisténo, ze napiiklad vznik
bifidobakterii je duleziy pro rozvoj imunitniho systému a pro udrzeni funkce stfeva (Blum &
Schiffrin 2003; Salminen et al 2005; Ouwehand 2007).

Interakce bifidobakterii mezi savéim gastrointestinalnim traktem a jeho mikrobiotou také
ovliviiuje vyvoj a etiologii nékolika onemocnéni: inzulinova rezistence (Dumas et al. 2006);
Crohnova choroba (Gupta et al. 2000; Marchesi et al. 2007); syndrom drazdivého tra¢niku
(IBS) (Sartor 2004; Martin et al. 2006); poravinové alergie (Bjorksten et al. 2001); gastritida a
peptické viedy (Warren 2000; Marshall 2003); obezita (Ley et al. 2006; Turnbaugh et al. 2006);
kardiovaskularni onemocnéni (Pereira & Gibson 2002); rakoviny gastroinstestinalniho traktu
(Dunne et al. 2001).

Ne vsechny druhy v ramci rodu Bifidobacterium jsou prospésné pro jejich hostitele.
Celogenomevé sekvencovany B. dentium Bdl je napiiklad oportunisticky patogen schopny
acidogeneze, coz je spojeno s demineralizaci zubl a vznikem zubniho kazu (Ventura et al.
2009).

5 Metodicka ¢ast a material

5.1 Odbér vzorku

Do sklenéné zkumavky s bujonem bylo odebrano malé mnozstvi Cerstvé stolice (cca 1 g,
velikost liskového ofisku). Pokud je to mozné, tak by méla byt stolice odebrana nejlépe piimo
pii defekaci u anusu, aby nedoslo ke kontaminaci odebraného vzorku.

Odbér byl proveden pomoci piiloZené jednorazove tyCinky, ktera byla nésledné po odbéru
vyhozena. Zkumavka byla uzaviena a opatrné promichana, tak aby byl cely vzorek ponoien do
tekutiny. Neni vhodné vSak michat pfili§ intenzivné, jelikoz by se odebrany vzorek mohl
promichat se vzduchem. Vzduch neni dobry pro anaerobni bakterie, které jsou v travicim traktu.
Bujon se nesmi vylit ani ulit.

Na zkumavce byl zaznamenan ¢iselny udaj, ktery se nesmi smazat, bylo nadepsano tedy
vodéodolnou fixou. Pokud byl proveden rozbor jiz v den odbéru, byla zkumavka se vzorkem
uchovana v lednici. Pokud byl rozbor u¢inén pozdéji bylo nutné zkumavku zamrazit.

Vzorky bylo nutné oznacit, aby bylo jasné, o jaké zvite se jedna.
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5.2 Pouzité vzorky

V této praci bylo pouzito 12 vzorka stolice ziskanych od 9 rtiznych druhl primatt ze
zoologickych zahrad v Ceské republice (Zoo Liberec, Zoo Olomouc, Zoo Plzeti) a na Slovensku

(Zoo Bojnice). Seznam vsech pouzitych vzorka a druhli primata je uveden nize.

Tabulka €. 2 — Seznam pouzitych vzorka

CISLO DRUH LATINSKY | ZOO IZOLACE TYP
PRIMATA PRIMATA NAZEV PRIMATA
PR1 Kosman zakrsly Callithrix Liberec Vzorek novosvétsky
pygmaea Z vybéhu
PR2 Kosman bélocely Callithrix | Olomouc Vzorek novosveétsky
geoffroyi Z vybéhu
PR3 Kosman bélocely Callithrix | Olomouc Vzorek novosvetsky
geoffroyi Z vybéhu
PR4 Tamarin vousaty Saguinus Plzen Vytér, samice | novosvetsky
imperator
PR5 Tamarin Zlutoruky Saguinus Plzen Vzorek novosvetsky
midas Z vyb&hu
PR6 Tamarin vousaty Saguinus Plzen Vytér, samec novosvetsky
imperator
PR7 Simpanz Pan Liberec Vzorek starosvétsky
troglodytes Z vybéhu (lidoop)
PR8 Gibon zlatolici Nomascus | Olomouc Vzorek starosvétsky
gabriellae Z vybéhu (lidoop)
PR9 Gibon zlatolici Nomascus Bojnice Vzorek starosvétsky
gabriellae Z vybéhu (lidoop)
PR10 Makak lvi Macaca Liberec Vzorek starosveétsky
silenus Z vybéhu
PR11 Pavian plastikovy Papio Liberec Vzorek starosvetsky
hamadryas Z vybéhu
PR12 Mangabej Cercocebus | Liberec Vzorek starosveétsky
Zlutobfichy agilis Z vyb¢hu
chrysogaster

5.3 Pouzita média pro detekci bifidobakterii

Pro zjisténi ptitomnosti a poctu bifidobakterii byla pouzita dvé riznd média, a to agary:
Wilkins-Chalgren agar se soéjovym peptonem (WSP) doplnény Kkyselinou octovou a
mupirocinem WSP Mup a vice modifikovany WSP Mup agar s norfloxacinem (Bif-NORF).
Také byly kontrolné stanoveny celkové pocty anaerobnich bakterii na WSP bez antibiotik a
kyseliny octové. Kultiva¢ni podminky byly obdobé jako pro bifidobakterie (Tabulka ¢. 3).
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Piiprava zacala rozpousténim agaru Wilkins-Chalgren v destilované vod¢, kam byl
pfidan sojovy pepton, cystein a tween. Ve bylo nutné dobfe rozmichat, rozvafit a nakonec
sterilovat.

Po vytemperovani na 48 °C byl piidan mupirocin, kyselina octova. Smés byla opét
promichana. Pro druhy bifidobakterialni agar je postup i sloZeni shodné, jen byla pfidana
antibiotika mupirocin a norfloxacin (zde je kyselina octova soucasti zasobniho roztoku).

Tabulka ¢. 3 — slozeni pouzitych médiii pro rust bifidobakterii

MEDIUM PODMINKY SLOZENI
KULTIVACE SELEKTIVNIHO MEDIA
NA 1000 ml
Wilkins-Chalgren (WSP 48 h, anaerobni, pti 37 °C 43 g Wilkins-Chalgren
Mup agar pro anaerob agar (OXOID),
Bifidobacterium sp.) 5 g So6jovy pepton
(OXOQID),

0,5 g Cystein (OXOID),
1 ml Tween (Sigma),
100 mg Muporocin,

100 pl ledova kys. octova

Modifikovany agar s 48 h, anaerobni, pti 37 °C 43 g Wilkins-Chalgren
norfloxacinem (BIF-NORF anaerob agar (OXOID),
pro Bifidobacterium sp.) 5 g S6jovy pepton

(OXOID),

0,5 g Cystein (OXOID),
100 mg Muporocin,
1 ml Tween (Sigma)
1 g Norfloxacin,
100 pl ledové kys. octova

5.4 Rozbor

Byla vytvotena fedici fada (2. az 9. fedéni) pro rozbor vzorkii. Byly anaerobné pfipraveny
zkumavky s bujénem (9 ml/zkumavka).

Sklenéna zkumavka na vzorek (1. fedéni) byla zvazena pied vlozenim vzorku a po vlozeni
vzorku, aby bylo mozné z rozdilt hodnot vypocitat mnozstvi vzorku, které aplikujeme do
druhého tfedéni (byla vydé€lena hodnota 1 timto rozdilem, to znamena: 1/rozdil hmotnosti =
hmotnost, kterou aplikujeme do 2. fedéni).

Z kazdého tedéni byl nasledné odebran 1 ml média injekéni stiikackou pomoci jehli a
aplikovan do dalsi zkumavky tedici fady. Je nutné pomoci kahanu sterilovat ozehnutim vzdy
vicko u kazdé zkumavky pied odbérem, a i u zkumavky do které se bude pokracovat s dalsim
fedénim. Nutnosti je také vzdy brat novou stiikacku s jehlou pii kazdém fedéni. Vzdy se
snazime stiikacku z obalu rozbalit tak, aby ziistala sterilni.

Zkumavky musi byt vzdy oznacené, abychom veédéli, o jaké fedéni se jedna napt. (1/1,
1/2, 1/3, ... coz znamena prvni fedici fada/pocet fedeéni).
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Po vytvoreni fedici fady byly pfipraveny a nadepsany Petriho misky. Z kazdé zkumavky
fedici fady byl odebran 0,5 ml média a pienesen do téchto ptipravenych a popsanych Petriho
misek. Médium bylo zalito agarem a vse se nechalo anaerobné kultivovat po dobu 48 hodin pfi
teploté 37 °C.

Narostlé kolonie v Petriho miskach byly spoc¢itany pomoci pocitadla a celkovy pocet byl
vynasobem c¢islem 2 (kvili pouziti mensSich Petriho misek pro kultivaci a inokula¢ni davka je
0,5 mlane 1 ml). S kazdym vys$sim fedénim by mél byt pocet kolonii cca 10X nizs§i. Vypoctem
byly ziskany pocty bakterii, tedy pocet kolonie tvoficich jednotek v 1 g vzorku stolice (KTJ/ 1g
stolice) — viz vzorec pro vypocet.

P=[(P1+P2)/11] * F (KTJ/g)

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvofici jednotka

Narostlé kolonie s rozdilnymi kultivacnimi charakteristikami (tvar, struktura kolonie,
barva) byly sterilné odebrany z Petriho misek bakteriologickou klickou a byly vloZzeny do
zkumavek s tekutym médiem WSP piipravenym anaerobné. Timto byl vytvoten izolat, ktery
byl dale ponechan ke kultivaci pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Z narostlého izolatu bylo injekéni stiikackou odebrano malé mnozstvi média s narostlou
kulturou na podlozni sklicko a pfikryto krycim sklickem. Bylo sledovano ve svételném
mikroskopu s fazovym kontrastem. Pro dalsi identifikaci a testovani bylo nutné mit pouze Cisté
kultury bifidobakterii (jednotné kultury nepravidelnych ty¢inek bez jakychkoliv jinych
mikroorganismii jako jsou naptiklad kvasinky, laktobacily, koky a dal$i. Pozorovani
mikroskopem bylo uskutecnéno pii zvétSeni 400x a kazdy preparat byl zdokumentovan a
archivovan v podobé¢ digitalniho snimku.

Poté ze zkumavek bylo odebrano 0,5 ml média do novych zkumavek s médiem WSP.
Tyto zkumavky byly opét fadné oznaceny. Bylo tak provedeno pieockovani izolatt. Pokud byla
ve vzorku Cista kultura bifidobakterii, byl z kazdého vzorku odebran 2x 1 ml média s narostlou
kulturou do dvou sterilnich zkumavek (1,5 ml; Eppendorf). Pficemz jedna zkumavka byla dale
pouzita pro izolaci DNA, druha pro identifikaci MALDI-TOF MS.

5.5 lzolace DNA

Zkumavky (Eppendorf) s 1 ml bakterialni suspenze byly centrifugovany v centrifuze, a
to na dobu 3 minuty pfi nejvyssich otackach 14500 otacek za minutu. Nasledné byl ze
zkumavek opatrné odlit supernatant a ponechan pouze sediment, ktery byl resuspendovan 100
ul roztokem PrepMan Ultra (Thermo Fisher Scientific).

Suspenze byla v termobloku zahtata po dobu 10 minut na 100 °C. Pak byla suspenzene
ponechdna 2 minuty v pokojové teploté. Nasledné probéhla opét centrifugace suspenze
Vv centrifuze rychlosti 14500 ota¢ek za minutu, a to po dobu 3 minut.

Po stoceni bylo ze zkumavky odpipetovano 50 pl supernatantu do nové sterilni zkumavky
(1,5 ml; Eppendorf). Izolovana DNA byla nasledn€ uschovavana v mrazaku a byla pfipravena
pro pozd¢jsi testovani.
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5.6 MALDI-TOF MS (extrakce pomoci ethanolu a kyseliny mraven¢i)

Pro MALDI-TOF MS byl bakterialni sediment resuspendovan 500 pl 70% ethanolu.
Eppendorf zkumavky s 500 ul 70% ethanolu byly centrifugovany v centrifuze po dobu 3 minut
pii maximalnim poctu otacek a nasledné byl odlit a odpipetovan piebytecny ethanol, aby ve
zkumavce zustal pouze sediment. Sediment musi zistat neposkozen.

Poté bylo do zkumavek se sedimentem piidano 25 ul 70% kyselinu mravenéi a 25 pl
acetylnitrilu.

Suspenze byla zvortexovana (promichana) a centrifugovana v centrifuze. Nasledné byl
ve dvou kopiich 1pl napipetovan na specialni desticku (Bruker). Nakonec byla na desticku
pfidana matrice a mezi dvé kopie byly rozd€leny 2 ul. Timto byly vzorky pfipraveny
k identifikaci a vlozeny do pfistroje.

5.7 Test na detekci enzymu F6PPK

Pievedeme do centrifugac¢nich zkumavek 3 ml narostlé kultury a dame stocit. Stocené
kultury slijeme a oplachneme v roztoku 1-250 pul. Pak ptidame 100 ul CTBA a kultivujeme 5
minut. Pfidame 62,5 pul roztoku 2 a 100 ul roztoku 7 a nechame 30 minut kultivovat ve vodni
lazni pii 37 °C. Nasledné pfidame 375 pul roztoku 3 a kultivujeme 10 minut. Na zavér pridame
250 pl roztoku 4,5 a 6.

Pokud se zkumavky po pfidani roztoku 6 zbarvi do fialova, znaci to pfitomnnost
bifidobakterii. Nezabarvené zkumavky (zluté) bifidobakterie neobsahuji.

Tabulka €. 4 — Slozeni pouzitych ¢inidél
NAZEV SLOZENI
CINIDLA
Roztok 1 0,36 g K2HPO4, 0,10 g KH2PO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml H20
Roztok 2 120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetatu, 20 ml H20
Roztok 3 4,17 g hydroxylaminu, 30 ml H20 (pH 6,5 — upravit 2 ml 40% NaOH)
Roztok 4 3 g TCA (trichloroctové kyseliny), 20 ml H20
Roztok 5 2,48 ml HCI, 17,52 ml H20
Roztok 6 1 g FeCl3, 62 ul HCL, 20 ml H20
Roztok 7 290 mg fruktosa-6-fosfatu, 5,5 ml H20
CTAB detergent cetridium bromidu (45 mg/100 ml H20)

5.8 ldentifikace ziskanych izolatia bifidobakterii

Vysledna identifikace izolatd byla provedena sekvenaci genu 16S rRNA pracovniky
Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, a to Vérou Neuzil BuneSovou a Nikol Modrackovou.
Z izolované DNA byla pfipravena polymerazova fetézova reakce (PCR) s pouzitim primert
(285F a 261R) pro 16S rRNA. Ziskany PCR produkt byl zkontrolovan a vizualizovan pomoci
gelové elektroforézy a nasledné purifikovan. Purifikovany produkt byl zaslan k sekvenovani do
GATC Biotech — nové Eurofins Genomics (Némecko). Vysledky byly poté analyzovany
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programy Chromas a BioEdit. Ziskana sekvence byla porovnana s typovymi sekvencemi
ulozenymi v databazi Blast.
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6 Vysledky

Rozbor byl proveden celkem u dvandcti vzorkil primati. Mezi témito vzorky bylo 9
riznych druhd — kosman zakrsly (Zoo Liberec), kosman bélocely (Zoo Olomouc), tamarin
vousaty (Zoo Plzen), tamarin zlutoruky (Zoo Plzeinl), Simpanz (Zoo Liberec), gibon zlatolici
(Zoo Olomouc, Zoo Bojnice), makak 1vi (Zoo Liberec), pavian plastikovy (Zoo Liberec), a
mangabej zlutobtichy (Zoo Liberec). Pro stanoveni poctu bakterii bylo vyuzito kultivacnich
médii urenych pro rod Bifidobacterium, a to médium BIF MUP a Bif-NOREF, ktery je vice
selektivni. V tabulce niZe jsou znazornény stanovené pocty detekovanych bakterii ze vzorka
vykal primati. Vysledky jsou vyjadieny logaritmem poctu kolonie tvoricich jednotek v 1 g
vzorku (log KTJ/g).

Tabulka €. 5 — Celkové pocCty a ptesné pocCty bifidobakterii, ziskané ze vzorkl vykald primati

CISLO CELKOVE POCTY BIF-MUP | BIF-NORF | IZOLATY
PRIMATA (log KTJ/g) (log KTJ/g) | (log KTJ/g)
PR1 8,94 9,00 8,45 10
PR2 9,42 9,28 9,33 5
PR3 9,43 9,41 9,37 8
PR4 9,67 9,87 9,75 5
PR5 9,46 9,46 9,36 11
PR6 9,45 9,40 9,40 7
PR7 8,14 8,11 <102 6
PR8 8,51 7,66 4,39 7
PR9 9,30 6,75 <102 6
PR10 9,22 7,53 5,39 10
PR11 9,34 6,76 5,38 9
PR12 8,78 6,46 6,50 10

Bylo zjisténo, Ze celkovy pocet bakterii u zkoumanych druht primati se pti kultivaci
byly zaznamenany u lidoopl. Pro zjisténi poctu bifidobakterii u vybranych vzorkil bylo
pouzivano médium BIF-MUP a BIF-NORF. Médium BIF-NORF je obohacené o norfloxacin a
je vice selektivni, tudiz byly ocekavany mensi pocty bifidobakterii. PocCet bifidobakterii pti
kultivaci na médiu BIF-MUP se pohyboval v rozmezi 6,46 — 9,87 log KTJ/g a na médiu BIF-
NORF v rozmezi <102 — 9,75 log KTJ/g. Primérna hodnota pfi pouziti kultivaéniho média BIF-
MUP je 8,31 log KTJ/g a pti pouziti kultivacniho média BIF-NORF je 6,78 log KTJ/g. Nejnizsi
pocet bifidobbakterii na médiu BIF-NORF byl zjistén u gibona zlatoliciho ze zoo Bojnice a to
<10% log KTJ/g. U tamarina vousatého z plzefiské zoo byl vsak zjistén nejvyssi pocet
bifidobakterii a to 9,75 log KTJ/g. Pfesné pocty jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Jak jiz zde bylo zminéno, médium BIF-NORF obohacené o norfloxacin je vice selektivni. Pii

izolaci a identifikaci bifidobakterii byly castéji pfitomny jiné mikroorganismy nez
bifidobakterie pti vyuziti média BIF-MUP. Primérné byly po¢ty na médiu BIF-MUP vyssi
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S porovnanim s pocty na médiu BIF-NORF. Pocet izolatt se pohyboval od 5 do 11, kvli snaze
ziskat co nejvaribilnéjsi kolonie. Pfi izolaci byly tedy odebirany kultivaéné zajimavé kolonie.
Pii kultivaci byly zaznamenany bakterie rodu Clostridium a Sarciny. Zminéné rody tvofi plyn
a pii praci byl citit zapach. Izolaty téchto rodd vykazovaly také odliSnou morfologii pod
mikroskopem s fazovym kontrastem. Bifidobakterie vytvarely typické tvary nepravidelnyh
ty¢inek. Sarciny byly ve shlucich kokt sarcinového uspofadani, které tvotily krychlové utvary
a shlukovaly se. Klostridie byly ve formé& typickych pravidelnych a silnéjSich tyCinek, které
vytvareji spory.

Obrazek ¢&. 3 — Bifidobacterium ramosum

Obrazek ¢. 4 — Bifidobacterium pseudocatenulatum

36



Obrazek &. 5 — Sarcina

Obrazek &. 6 — Clostridium

S vyuzittim testu na detekci enzymu FOPPK byla provedena identifikace bifidobakterii
na rodovou uroven. U vSech vzorkl primatl, kromé primata ¢islo PR8 (gibon zlatolici), byly
identifikovany bifidobakterie. U zminéného gibona zlatoliciho byl identifikovan rod Sarcina a
rod Corynebacterium. U nékterych vzorka byla pozorovana kontaminace. Kompletni popis
vysledk FOPPK testu je zapsan v tabulce Cislo 6.
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Tabulka ¢. 6 — Vysledky F6PPK testu

CisLO DRUH PRIMATA F6PPK TEST +/-, MORFOLOGICKA
PRIMATA IDENTIFIKACE
PR1 Kosman zakrsly 10/0, rod Bifidobacterium
PR2 Kosman bélocely 5/0, rod Bifidobacterium
PR3 Kosman bélocely 8/0, rod Bifidobacterium
PR4 Tamarin vousaty 5/0, rod Bifidobacterium
PR5 Tamarin Zlutoruky 11/0, rod Bifidobacterium
PR6 Tamarin vousaty 7/2, rod Bifidobacterium, stafylokoky
PR7 Simpanz 6/0, rod Bifidobacterium
PR8 Gibon zlatolici 0/7, rod Sarcina, kyjovité ty¢inky bakterii
PR9 Gibon zlatolici 2/4, rod Bifidobacterium, laktobacilly
PR10 Makak Ivi 10/0, rod Bifidobacterium
PR11 Pavian plastikovy 9/0, rod Bifidobacterium
PR12 Mangabej zlutobtichy 10/0, rod Bifidobacterium

v

Pro ptesnéjsi identifikaci na uroven druhu byla vyuzita sekvenace genu 16S rRNA.
Vyuzita byla také metoda identifikace MALDI-TOF MS. Identifikace pomoci metody MALDI
TOF MS neni vSak tak pfesnd jako metoda sekvenace genu 16S rRNA a c¢asto se tedy stavalo,
Ze se izolaty nezdatilo Gispe$né identifikovat, jelikoz dané druhy nebyly nalezeny v databazi.

Celkem 11 vzorkt z 12 testovanych bylo pozitivnich na ptitomnost bifidobakterii. Jediny
negativni vzorek (PR8) byl odebran v olomoucké zoo od gibona zlatoliciho. Bylo zjisténo, ze
bakterie rodu Bifidobacterium se vyskytovaly u vSech deviti testovanych druhti primatd. A to u
novosvétskych druhd primatt: kosmana zakrslého, kosmana bélo¢elého, tamarina vousatého,
tamarina zlutorukého, u lidoopi: gibona zlatoliciho a Simpanze a u starosvétskych primati:
makaka lviho, paviana plastikového a mangabeje zlutobtichého.

Pomoci metody MALDI TOF MS se podafilo identifikovat jen mensi mnozZstvi druhti a
to B. dentium u Simpanze (PR7), makaka Iviho (PR10) a paviana plastikového (PR11), B.
adolescentis u gibona zlatoliciho (PR9), B. pseudocatenulatum u paviana plastikového (PR11)
a B. angulatum u mangabeje zlutobtichého (PR12).

Pro vétsi presnost byla tedy pouzita sekvenace genu 16S rRNA a pomoci této metody
byly u izolatt identifikovany druhy bifidobakterii jako B. pseudocatenulatum, B. angulatum.
V tomto piipad¢ se jedna o multi-hostitelské druhy. Jsou typické pro travici trakt ¢lovéka i
dalsich zvifecich hostitelti. Dale byl identifikovan druh B. adolescentis, ktery je typicky pro
gastrointestinalni trakt dospélého clovéka a dalSich zvirat, B. dentium a Parascardovia
denticolens pred reklasifikaci B. denticolens, které se bézné nachazi v zubnim kazu. P.
denticolens (B. denticolens) je zafazen do rodu Parascardovia, ale nalezi do stejné ¢eledi jako
bifidobakterie, a to do ¢eledi Bifidobacteriaceae.

U Simpanze (PR7), makaka Iviho (PR10) a pavidana plastikového (PR11) se podatilo
izolovat B. dentium. U gibona zlatoliciho (PR9) byl izolovan druh B. adolescentis. U makaka
lviho (PR10) se zdafila identifikace druhu P. denticolens. B. pseudocatenulatum se podafilo
identifikovat u paviana plastikového (PR11). Posledni testovany izolat (PR12) z vykala
mangabeje zlutobfichého vykazal pfitomnost B. angulatum.
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Identifikovany byly vSak i druhy bifidobakterii, které jsou specifické pro novosvétské
primaty, konkrétné B. reuteri, B. tissieri, B. myosotis, B. callitrichos, B. aesculapii a B.
ramosum.

Mimo jiné se bohuzel setkavame s urcitym stupném kontaminace u velké ¢asti izolata ¢i
neselektivniho nardstu na agaru pro bifidobakterie. Jednalo se naptiklad druh Lactobacillus
murinum u gibona zlatoliciho (PR9), ktery je pro svého hostitele pfinosny. Dale pak byly
izolovany druhy Corynebacterium vitaeruminus u gibona zlatoliciho (PR8) a u Simpanze (PR7),
arod Sarcina opét u gibona zlatoliciho (PR8). Podrobny soupis izolovanych druhi a vyuzitych
metod je v tabulce Cislo 7.

Tabulka ¢. 7 — Identifikace izolatt bifidobakterii

CisLO
PRIMATA

DRUH
PRIMATA

IDENTIFIKOVANO
MALDI TOF MS
JAKO:

SEKVENACE GENU
PRO 16S rRNA
IDENTIFIKOVANO

JAKO:

B. reuteri (4), B. tissieri
(4), B. myosotis (2)
Nepodatilo se
identifikovat,
kontaminované
B. callitrichos (3), B.
aesculapii (2), B.
myosotis (1),
kontaminace (2)
B. ramosum (2),
kontaminace (3)
B. callitrichos (3),
kontaminace (8)
Nepodatilo se
identifikovat, vzorek
pravdépodobné
kontaminovan —

PR1 Kosman zakrsly NRI

PR2 Kosman bélocely NRI

PR3

Kosman bélocely NRI

PR4 Tamarin vousaty NRI

PRS

Tamarin Zlutoruky NRI

PR6 Tamarin vousaty NRI

smisena kultura
obsahujici
Staphylococcus
epidermidis
B. dentium (4),
Corynebacterium
vitaeruminis ® (2)
Rod Sarcina” (5),
Corynebacterium
vitaeruminis (2)

PR7 Simpanz B. dentium (4), NRI (2)

PR8

Gibon zlatolici NRI
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PR9 Gibon zlatolici B. adolescentis (2), B. adolescentis (1),
Lactobacillus murinum | Lactobacillus murinum
(4) (1), @°
PR10 Makak lvi B. dentium (6); NRI (4) B. dentium (3),
Parascardovia
denticolens (1),
kontaminace (3),
nepouzito
k identifikaci® (3)
PR11 Pavian plastikovy | B. pseudocatenulatum | B. pseudocatenulatum
(6); B. dentium (3) (5), B. dentium (1),
nepouzito k identifikaci
@)
PR12 Mangabej B. angulatum (5), NRI B. angulatum (5),
Zlutobtichy (5) kontaminace (5)

NRI — not reliable identification = pomoci MALDI TOF MS se nepodatilo identifikovat
A _ sarciny byly identifikovany na zakladé morfologie
B _ identitifikovany na zaklad& morfologie a produkce plynu

©_ podobna morfologie tudiz sekvenovany jen vybrané izolaty
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7 Diskuze

Travici trakt zivocicht a lidi obsahuje komplex bakterii, virti, kvasinek a prvoki. Tento
komplex nazyvame mikrobiotou, ktera hraje klicovou roli ve zdravi hostitele (Tannock 1995).
V mikrobiot¢ traviciho traktu panuji rozdily mezi druhy i mezi jednotlivci. Mikrobiota jako
ekosystém obsahuje az 10 bakterii (Ercolini et al. 2001; Walter 2008; Russell et al. 2011).

Rod Bifidobacterium se vyskytuje v riznych ekologickych nikach. Nejvice z nich bylo
identifikovano U zvifat, navic jsou dominujici sloZkou mikrobioty savcii v obdobi mlécné
vyzivy (BuneSova et al. 2014). Vyskytuji se predevSim v travicim traktu teplokrevnych
zivocichl a ¢lovéka. Byly nalezeny vsak i1 v lidské vaginé (Verhelst et al. 2005), lidské krvi
(Hoyles et al. 2002), ve stfevech ¢melaka a véel (Killer et al. 2009; Killer et al. 2011),
Vv mléénych potravinach a mase (Meile et al. 1997; Gavini et al. 2006; Delcenserie et al. 2007;
Watanabe et al. 2009); v odpadnich vodach (Scardovi et al. 1979; Biavati et al. 1982) a zubnim
kazu a plaku (Modesto et al. 2016).

Znamé jsou také probiotické ucCinky bifidobakterii, které zlepSuji traveni a zdravi
hostitele, tudiz se bifidobakterie Casto ptidavaji do lidskych potravin, ale i do krmiv pro zvitata
(Felis & Dellaglio 2007). Poskytuji hostiteli zdravotni vyhody jako je napiiklad posileni stievni
bariéry, modulace imunitniho systému, ¢i potlaceni patogennich mikroorganismii produkci
antimikrobialnich latek, a konkurenci o ziviny a vazebné misto na stfevnim epitelu (Marco et
al. 2006).

Gastrointestinalni trakt primat je domovem bilionti bakterii a skladba mikrobioty se lisi
u primati chovanych v zajeti a primati Zijicich ve volné ptfirod¢ (Clayton et al. 2016).
Gastrointestinalni trakt primatt je spolu s lidmi a prasaty nejvétsi rezervoar biodiverzity
bifidobakterii (Michelini et al. 2016). V poslednich letech stoupa pocet nové popsanych
bifidobakterialnich druhti u primati (Modesto et al. 2017; Modesto et al. 2018; Lugli et al.
2018).

Napln této prace je zaméfena na vyskyt bifidobakterii u primati chovanych v zajeti
v lidské péci v zoologickych zahradach. Chovatele se snazi co nejvice napodobit potravu se
kterou se zvitata setkavaji ve volné ptirod¢, bohuzel stale i v soucasné dob¢ neni biologie v§ech
druhti primati zcela znama a kvuli nedostatku informaci o potravni ekologii uréitych druhd,
dochazi k Castym gastrointestinalnim problémtim (Power & Koutsos 2019). U zvifat Zijicich
Vv lidské péci se Casto setkdvame s odliSnou mikrobiotou traviciho traktu, nez je tomu u volné
zijicich zvitat. Pokud porovname potravu primatd, kterd je dostupna ve volné ptirodé a potravu
vyuZivanou v lidské péci, je mozno urcit rozdily v mikrobioté traviciho traktu (McKenney et
al. 2014; Clayton et al. 2016). Pti chovu v lidské péci je nejcastéjsi problém krmna davka
s vysokym obsahem sacharidd, anebo naopak nedostatek vlakniny, oproti dostupné potraveé
v piirodé (Goodchild et al. 2008; Kuhar et al. 2013). Zminény nadbytek sacharidti mtze ptisobit
na slozeni mikrobioty, ale i na chovani jedince (Sbeglia et al. 2010; Britt et al. 2015).

Bylo testovano celkem 12 fekalnich vzorkli od 9 druhii primatd. Jednalo se o druhy
kosman zakrsly, kosman bélocely, tamarin vousaty, tamarin Zlutoruky, Simpanz, gibon zlatolici,
makak Ivi, pavian plastikovy a mangabej Zzlutobfichy. Vzorky pochazely z rGznych
zoologickych zahrad v ramci Ceské republiky a Slovenska.

Bifidobakterie byly izolovany z gastrointestinalniho traktu vSech testovanych druhi
primatd. Byly identifikovany multihostitelské druhy B. dentium u Simpanze, makaka lviho a
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paviana plastikového, B. adolescentis u gibona zlatoliciho, Parascardovia denticolens (diive
B. denticolens) u makaka lviho, B. pseudocatenulatum u paviana plastikového, B. angulatum u
mangabeje zlutobiichého. Nomoto et al. (2017) izolovali u §impanze, ktery byl chova v zajeti,
druhy B. pseudolongum a B. pseudocatenulatum. Nam se u §impanze z liberecké zoo povedlo
izolovat druh B. dentium. Dalsi skupinou izolovanych bifidobakterii byly druhy diive izolované
z fekalnich vzorkt novosvétskych primata, tedy specifické pro tuto skupinu primatt. Konkrétné
se jednalo o B. reuteri u kosmana zakrslého, B. tissieri u kosmana zakrslého, B. myosotis u
kosmana zakrslého a u kosmana bélocelého, B. callitrichos u kosmana bélo¢elého a tamarina
zlutorukého, B. aesculapii u kosmana béloc¢elého, B. ramosum u tamarina vousatého.
V uplynulych dvou letech byly objeveny nové druhy pravé predevS§im u novosvétskych
primatt. Z vykald dospélce tamarina vousatého bylo izolovano B. callitrichidarum (Modesto
etal. 2017). Druhy B. primatium, B. scaligerum, B. felsineum byly izolovany z vykalt dospé€lci
tamarina pin¢iho (Saguinus oedipus) a B. simiarum z vykalt dospé€lce tamarina vousatého
(Saguinus imperator) (Modesto et al. 2018). Lugli et al. (2018) izolovali B. margollesii, B.
parmae u kosmana zakrslého (Callithrix pygmaea) a B. imperatoris u tamarina vousatého
(Saguinus imperator). Zadny z téchto nové popsanych druhii se nepodafilo izolovat. Podaiilo
se vsak izolovat druhy, které byly popsany v roce 2016 a to B. tissieri a B. myosotis. Tyto dva
druhy (B. tissieri, B. myosotis) byly ptivodn¢ izolovany z vykalli mlad’at kosmana bélovousého
(Michelini et al. 2016). Nam se podafilo izolovat B. tissieri u kosmana zakrslého a B. myosotis
u kosmana zakrslého a u kosmana bélocelého. V roce 2016 byl také izolovan druh B. ramosum
z vykali tamarina pin¢iho (Michelini et al. 2016). My jsme izolovali tento druh z vykala
tamarina vousatého. Ve vétSine zoo jsou novosvétské opice ve spolecném pavilonu a nékdy 1
pohromadé¢, tudiz mize dochazet k pienostu bifidobakterii mezi jedinci i druhy. Je znamo to,
ze 11idé dokazi sdilet mikrobiotu mezi sebou, ale i se svymi psy (Song et al. 2013).

Druhy B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B. dentium a B. adolescentis které byly
izolovany u starosvétskych druhti primati, jsou typické pro gastrointestinalni trakt ¢lovéka, ale
vyskytuji se i u jinych zivocichu (Scardovi & Crociani 1974; Belenguer et al. 2006; Cano et al.
2013). B. dentium a P. denticolens (B. denticolens) se vyskytuji v lidské ustni dutin¢ a byly
izolovany z lidskych zubnich kazti (Modesto et al. 2006; Oshima et al. 2015).

Velmi zajimavé je, ze multi-hostitelské druhy se objevovaly u starosvétskych primat
vcetné lidoopt, za to u vSech novosvétskych primati byly izolovany druhy pravdépodobné
hostitelsky specifické pro tuto skupinu opic.

V bakaléiské praci bylo vyuzito kultivani stanoveni na selektivnich agarech. Bylo
pouzito médium BIF-MUP a BIF-NOREF, ktery je vice selektivni. Jednalo se o modifikovany
WilkinsChalgren agar s piidavkem sojového peptonu, cysteinu, tweenu. V ptipadé BIF-MUP
byl agar doplnény o antibiotikum mupirocin a ledovou kyselinu octovou, a u varianty BIF-
NORF byl kvySe uvedenému piidan jesté norfloxacin. Vyssi pocty bifidobakterii byly
detekované dle ocekavani na médiu BIF-MUP. Médium BIF-NORF skutecné prokazalo vyssi
selektivitu. Také bylo zajimavym zjist€nim, Ze bifidobakterie byly detekovany u novosvétskych
primatt v poétech 10° a jednalo se o pocty podobné hodnotam zjisténym na agaru pro celkové
pocty anaerobl. Nicméné u starosvétskych primati a lidoopt byly pocty detekovanych
bifidobakterii poloviéni v praméru 10%,

I piesto, ze je médium obohacené o norfloxacin vice selektivni (Vlkova et al. 2015), pfi
kultivaci se objevil narast jinych roda bakterii. Jednalo se piedevSsim o bakterie z ¢eledi
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Clostridiaceae, konkrétn¢ rod Sarcina a rod Clostridium. Rod Sarcina se piirozené vyskytuje
Vv pudé, blaté a obilnych zrnech. Je povazovan jako potencidlné patogenni, pokud je nalezen
Vv travicim traktu. Jeho patogenita v§ak neni zcela jista, jelikoz se vyskytuje v travicim traktu i
u zdravych jedinct, ktefi netrpi Zadnymi problémy (BuneSova et al. 2016). Rod Clostridium je
patogenni a nékteré druhy tvoii enterotoxiny. Do traviciho traktu zivocéichi se dostavaji
kontaminovanou potravou (Songer 2010). Tyto dva rody byly znatelné jiz pii pohledu pouhym
okem diky mikroskopické morfologii a také kvili zna¢né produkci plynt. Bifidobakterie v§ak
svou pritomnosti pocty téchto bakterii snizovaly. Dal§im izolovanym druhem byla bakterie
Corynebacterium vitaeruminis. Jedna se o bezpe¢ny a nepatogenni druh (Al-Dilaimi et al.
2014).
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8 Zavér

Domnivali jsme se, Ze v travicim traktu primati chovanych v zoologickych zahradach
budou dominovat spiSe multi-hostitelské druhy bifidobakterii, a tato domnénka nebyla zcela
potvrzena. U starosvétskych primati vcetné lidooptt pomoci F6PPK testu, MALDI TOF MS a
sekvenace genu pro 16S rRNA se nam podafilo identifikovat spiSe multi-hostitelské druhy, a
to B. pseudocatenulatum, B. angulatum, B. adolescentis, B. dentium a také Parascardovia
denticolens (diive B. denticolens). U novosvétskych druhd primatd byly izolovany druhy
pravdépodobné hostitelsky specifické pro tuto skupinu primati, konkrétné druhy B. reuteri, B.
tissieri, B. myosotis, B. callitrichos, B. aesculapii a B. ramosum. U vsech deviti testovanych
druhti primatt byla potvrzena pritomnost rodu Bifidobacterium. Jeden primati fekalni vzorek
byl vSak na pritomnost bifidobakterii negativni, a to gibona zlatoliciho z olomoucké zoo. Jiny
gibon zlatolici, ktery je chovan v zoologické zahradé ve slovenské Bojnici, ve svém travicim
traktu bifidobakterie vSak ptitomné mél a to druh B. adolescentis.

Zajimavym zjiSténim bylo téZ, Zze u novosvétskych primatd jsou bifidobakterie
dominantni skupinou kultivovatelnych anaerobtl, ale U starosvétskych opic a lidoopti jsou pocty
zhruba polovi¢ni.

Bifidobakterie jsou v souc¢asné dob¢ velmi zajimavym tématem pro fadu studii, a to nejen
u primatt, ale i u lidi. Tato prace byla zaméfena na porovnani vyskytu bifidobakterii v travicim
traktu u volné zijicich primati a u primatd chovanych Vv zajeti. V poslednich letech bylo u
primatl identifikovdno spoustu novych druht, tudiz by bylo urcité velmi pfinosné zaméfit se
na identifikovani dal$ich novych druhti a na jejich popsani.
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