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Vyskyt a vyznam rodu Bifidobacterium bifidum u ¢lovéka

Souhrn

Pro rovnovézné slozeni stievni mikrobioty je zapotiebi jeji spravné kvalitativni
I kvantitativni osidleni. Pokud dojde k nerovnovaze ve stievni mikrobioté, mize nastat
zanétlivé onemocnéni stfev. Kvalitativni a kvantitativni zastoupeni mikroorganismu je do jisté
miry ovlivnitelné endogennimi a exogennimi faktory.

Mezi bakterie, které piiznivé pusobi na travici trakt clovéka, patti rod
Bifidobacterium sp. Jejich ptitomnost je dana zejména vékem. Nejvyssi mnoZstvi se nachazi
u kojenct, ktefi konzumuji matefské mléko. U téchto déti prevazuji druhy, jako je
Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum. B. bifidum je druh charakteristicky pro
Clovéka a vykazuje specifické substratové preference. Navic druhu B. bifidum se pfisuzuji
ptiznivé ucinky, jako je pusobeni proti Helicobacter pylori. Také chrani pied stresem nebo
blahodarn¢ ptasobi proti syndromu drazdivého trac¢niku. Pravé pro tyto a jiné ucinky je
zédouci podpoftit jejich vyskyt ve sttevni mikrobioté ¢loveéka.

V této diplomové praci je zahrnuto mikrobiologické osidleni traviciho traktu ¢loveéka.
Zejména je pak vénovana pozornost druhu B. bifidum. Je zde popsana charakteristika druhu,
jeho vyskyt, vyznam a detekce se stfevni mikrobiot¢.

Prvnim cilem prace bylo ovéfit, zda z rodu Bifidobacterium pouze druh B. bifidum ma
schopnost utilizace mucinu. V poslednich letech se rod Bifidobacterium rozsitil o nové druhy
jak lidského, tak zvifeciho puvodu. Ovéfili jsme, Zze pouze druh B. bifidum je schopen
utilizovat mucin.

Dalsim cilem vyzkumu byla identifikace B. bifidum ve vzorcich stolice od dvou typi
darct. Jedna skupina darcti zahrnovala lidi stravujici se pouze vegetarianskou stravou, druhou
skupinou byli lidé s konven¢nim stravovanim. Druha skupina lidi nevyfazovala ze svého
jidelnicku Zadné bézné potraviny a na rozdil od vegetarianii konzumovali jeSté maso a masné
vyrobky. Vyssi pfitomnost celého rodu Bifidobacterium ani konkrétniho druhu B. bifidum
nebyla prokazana na zakladé rozdilnost diet. Rod Bifidobacterium byl identifikovan u vSech
darct, zatimco B. bifidum byl pfitomen u 40 % sledovanych.

Poslednim cilem byla detekce a identifikace bifidobakterii u pacientii trpici Crohnovou
chorobou. Charakteristikou tohoto onemocnéni je zanétlivé postizeni kterékoli ¢asti traviciho

traktu, priCemz nejcastéji se jedna o stievo. Lécba je provadéna naptiklad pomoci enteralni



vyzivy. U téchto pacientti nebyl druh B. bifidum identifikovan. Také bylo zjisténo, ze tato

dieta snizuje celkové kvantitativni zastoupeni bifidobakterii.

Kliéova slova: B. bifidum, mucin, kultivace, PCR



Occurrence and significance of the species Bifidobacterium
bifidum for humans

Summary

For balanced intestinal microbiota composition, it is important that both its qualitative
and quantitative settlements are right. If the microbiota composition is not balanced an
inflammatory bowel disease may occur. Qualitative and quantitative microorganism
representation is to some extent influenced by endogenous and exogenous factors.

The genus Bifidobacterium belongs to the bacteria that favorably affect the digestive
tract. Their presence is mainly given by one’s age. They are found in the highest numbers in
infants consuming breast milk. Species Bifidobacterium longum and Bifidobacterium bifidum
are among those bacteria predominating in these infants. B. bifidum is a species that is typical
for human and has specific substrate preferences. Some positive effects are also attributed to
B. bifidum, such as contributing to the body’s defense against Helicobacter pylori, relieving
of stress and beneficially affecting irritable bowel syndrome. Because of these and other
effects of B. bifidum it is desirable to support their presence in human intestinal microbiota.

This thesis covers the microbiological settlement of the digestive tract with focus on
B. bifidum species and describes the characteristics of the species, its occurrence, significance
and its detection in the intestinal microbiota.

The thesis’s first goal has been to verify whether the species B. bifidum is the only one
of the Bifidobacterium genus that can utilise mucin. Even though the Bifidobacterium genus
has been expanded by new species of both human and animal origin, only B. bifidum is able
to utilize mucin.

Another goal of this research has been to identify B. bifidum in stool samples from
2 types of donors. The first donor group was comprised of people eating only vegetarian food,
while the second one consisted of people eating conventionally, not excluding any common
food nor meat and meat products. Higher presence of the whole Bifidobacterium genus or
B. bifidum specifically has not been demonstrated based on the diversity of diet. The
Bifidobacterium genus has been identified in all donors, while B. bifidum has been present in
40% of the monitored cases.

The last goal was to detect and identify bifidobacteria in patients suffering from the
Crohn’s disease. This disease is characterised by inflammation of any part of the digestive

tract, most often intestine. For example it can be treated enteral nutrition. In these patients B.



bifidum has not been identified. It has also been concluded that this diet lowers the total
quantitative representation of bifidobacteria.

Key words: B. bifidum, mucin, cultivation, PCR
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1 Uvod

Spravné slozeni stfevni mikrobioty napomoha k udrzeni zdravého stravu jedince. Pti jeji
nerovnovaze pak muze dojit az k zanétlivému onemocnéni stfev. Kvalitativni zastoupeni MO
je dano n¢kolika faktory, mezi které patii zptisob porodu, geograficka oblast, ve které se
jedinec nachazi, ale i mnozstvi a riznorodost stravy.

Mezi  prospéSné  bakterie,  které  napomahaji  k prevenci  onemocnéni
a k bezproblémovému prichodu stravy stfevem jsou bifidobakterie. Jejich pfitomnost
a mnozstvi neni béhem Zivota stejné. Nejvys$si mnozstvi se nachazi u kojencti a malych déti.
U téchto déti prevazuji druhy, jako je Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum.
Kojenci, ktefi konzumuji matefské mléko, tak dostanou do sveého stfeva vhodné
oligosacharidy, které slouzi jako prebiotika a tak selektivné podporuji rdst B. bifidum
a B. longum subsp. infantis. MnozZstvi téchto bakterii je pfi kojeni stabilni a dokaze chranit
dit¢ pfed adhezi patogenich organismii. Béhem dospivani ubiva cCetnost bifidobakterii
aVtravicim traktu pievladaji jiné mikroorganismy. Mnoho dospélych tak ve své stievni
mikrobioté nema B. bifidum vibec nebo jen v malém mnozstvi. Naopak zde pievlada
B. adolescentis a B. longum subsp. longum.

Nicméné druh B. bifidum jako jediny druh z rodu Bifidobacterium je schopen vyuzivat
stievni mucin. Této nepravidelné bakterii se pfisuzuji ptiznivé G¢inky diky jejim vlastnostem
a produktim. Dokaze pusobit proti patogenni bakterii Helicobacter pylori, a¢iné ptisobi na
vedlesi ucinky stresu a pacientim s Crohnovou chorobou napomaha ke zlep$ni jejich stavu.
Pravé pro tyto ucinky a fadu dalSich je ve snaze podpofit jejich vyskyt ve stievni mikrobioté

¢loveka.



2 Cil prace

Prvnim cilem prace je ovéfit, zda zrodu Bifidobacterium pouze druh B. bifidum ma
schopnost utilizace mucinu. Hlavnim cilem prace bude detekovat druh B. bifidum u rtiznych
skupin jedinci podle jejich stravovacich navyku a typu diety. Pomoci molekularng-
genetickych testd a selektivnich medii uréenych pro druh B. bifidum, bude detekovano

kvalitativni a kvantitativni zastoupeni tohoto druhu ve vzorcich stolice.

2.1 Hypotéza

Druh B. bifidum je jedinym druhem z rodu Bifidobacterium se schopnosti utilizace mucinu.
Piedpokladame, Ze na vyskyt a kvantitativni zastoupeni B. bifidum ve stfevni mikrobioté bude

vliv stafi hostitele, zdravotni stav, kvalita a kvantita diety.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikroflora traviciho traktu ¢lovéka

Celkové mnozstvi mikroorganismii u dosp&lého jedince je v poctu 10™. Stievni
mikrobiota, ktera se vyskytuje u dospélého ¢loveka, je sloZzena z kmenti Firmicutes (79,4 %),
Bacteroides (16,9 %), Aktinobacteria (1 %), Proteobacterie (0,1 %) a Verrucomicrobia
(0,1 %). Vétsina nalezenych mikroorganismu patii k rodim Faecalibacterium, Bacteroides,
Roseburia, Ruminococcus, Eubacterium, Coprabacillus a Bifidobacterium (Tap et al., 2009).
Strevni mikrobiota u zdravého jedince je v kvalitativni i1 kvantitativni rovnovaze. Pfi naruseni
této rovnovahy dochazi k tzv. dysbidze, ktera muize zpusobit zanétlivé onemocnéni stfev
(Sokol et al, 2016). Zastoupeni jednotlivych mikroorganismuti v travicim traktu nemaji vSichni
lidé stejné. Rozdilnosti mikrobioty v populaci mize zplsobit geograficka oblast, ve které se
jedinci nachazi, nebo také diky rtiznosti stravy (Lloyd-Price et al., 2016).

Pfirozena mikrobiota traviciho traktu se bé€hem Zzivota jedince méni. Diive se
predpokladalo, Ze travici trakt je beéhem vyvoje plodu v téle matky sterilni (Orrhage, 1999),
podle nov¢jsi studie vSak byla zjiSténa pfitomnost mikroorganismii v téle ditéte jiz béhem
jeho vyvoje v téle matky. Pravdépodobné se mikroorganismy do téla plodu dostaly ptes
placentu nebo plodovou vodu (Collado et al., 2016). Slozeni mikroorganismii nachazejicich se
V travicim traktu novorozence je také znacné ovlivnéno zplisobem porodu; a tedy existuje
rozdil v osidleni mikroorganismi mezi détmi, které byly narozeny cisaifskym fezem, a détmi,
které byly narozeny vaginalni (pfirozenou) cestou. Novorozenci narozeni piirozenou cestou
jsou kolonizovany zejména od matky jeji vaginalni a stievni mikrobiotou (Grélund et al.,
1999). Oproti tomu déti piivedené na svét cisaiskym fezem nepfichazeji do styku
s vaginalnimi ani fekalnimi mikroorganismy matky a jsou cast&ji kolonizovany jinymi
mikroorganismy. Nékdy se mize jednat o patogeny, kterym je napiiklad Clostridium difficile.
U téchto déti byly zjistény naptiklad nizsi pocty bifidobakterii (Penders et al., 2006). Celkové
maji tyto déti znaéné niz$i piirozené mikrobialni osidleni (Biasucci et al. 2010).
Mikroorganismy piedané novorozenci od matky hraji dulezitou roli v odolnosti proti
kolonizaci patogennich mikroorganismi tim, Ze maji zna¢ny vliv na rozvoj lidského
imunitniho systému uvnitf i vné stfeva (Smith et al., 2007). Dalsi vyznamna zména béhem
vyvoje stfevni mikrobioty nastava v pocatku Zivota. Nicméné, béhem prvnich dvou let se

mikrobiota ve stievech relativné ustali (Voreades et al., 2014).
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Dulezitym faktorem pro efektivni vyvoj sttevni mikrobioty je kojeni. Matetské mléko
predstavuje pro kojence vhodnou vyzivu. Dokéaze podporovat rast bifidobakterii, které
moduluji imunitni systém (Fanaro et al., 2003 and Solis et al., 2010). To dokazuje studie, kde
byly déti krmeny umélou vyzivou. Tyto déti byly vice osidleny Escherichia coli, C. difficile,
Bacteroides sp. a laktobacily (Penders et al., 2006).

Béhem dospivani se nékteré rody mikroorganismii zredukuji. Naptiklad tomu tak je
u rodu Bifidobacterium, ktery je typicky a dominujici zejména u kojenci a malych déti.
V priibéhu dospivani nartistd mnozstvi grampozitivnich aerobli, methanogeni nebo
bakteroidi (Gibson and Roberfroid, 1995). Takové slozeni ma za nasledek zvyseni produkce
sirovodiku a sniZzeni obsahu mastnych kyselin, jako je kyselina maselnd, propionova, octova
a mlécna. V tomto obdobi dochazi ke zhorSeni kolonické mukozy disledkem jejiho horsiho
prokrveni (Kvietys and Granger, 1981). Také je zvySovana absorbce chloridu sodného
(Binder and Mehta, 1989).

3.1.1 Osidleni mikroorganismii v travicim traktu

Pomoci traviciho traktu ziskava nase télo potiebné latky k zivotu. Potrava, kterou
konzumujeme usty, se dale dostava ptes hltan a jicen do zaludku, kde vlivem pfitomnosti
kyseliny chlorovodikové pievlada kyselé prostiedi. Potravina je zde trdvena a postupuje dal
pies pylorus (vratnik) do tenkého stieva. Zde dochazi k dalSimu traveni a vstiebavani zivin do
organismu. Nestravené zbytky se dostanou dale do tlustého stieva, ve kterém probiha dalsi
vstiebani zivin spole¢né s vodou. Nevstfebana travenina se dostane do konecniku a je

vyloucena z téla ven.

3.1.1.1 Dutina ustni

Prvnim mistem kontaktu potraviny s trdvici soustavou je dutina Ustni. Mikrobiota,
ktera se zde vyskytuje, je sloZena ptfevazné z grampozitivnich, anaerobnich a aerobnich kok.
Mikroorganismy vyskytujici se v dutiné ustni jsou: Actinomyces sp., Candida sp.,
Corynebacterium sp., Escherichia coli, Fusobacterium sp., Lactobacillus sp., Neisseria sp.,
Peptostreptococcus sp., Pripionibacterium sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,

Streptococcus sp. (gamma hemolyc) a Veillonella sp. (Zilberstein et al., 2007).
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3.1.1.2 Jicen

Z dutiny Ustni se potrava dostane pies hltan do jicnu, ktery déale usti do zaludku.
V jicnu byly detekovany Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp.,
Lactobacillus sp., Peptococcus sp. v koncetraci od 10* do 10> KTJ/g (Zilberstein et al., 2007).

3.1.1.3 Zaladek

Jednou z vlastnosti Zaludku je vylucovani zalude¢ni §tavy ze stén zaludecni sliznice.
Tato bezbarva tekutina ma pH kolem hodnoty 2. V zavislosti na pozitém mnozstvi potravin
i jeji skladbé se méni celkové pH v zaludku. I kdyZz kyselé prostiedi ptisobi baktericidné,
nékteré mikroorganismy jsou schopny projit 1 pfes kyselé prostiedi dal do tenkého stfeva.
Nebezpeci tak pro konzumenta predstavuji urcité druhy rodid Salmonella a Shigella, nebo
E. coli. Ty maji odhadovanou infekéni davku kolem 10 KTJ/g (Kothary et al., 2001). Castym
patogennim organismem, nebezpecnym pro ¢lovéka je Helicobacter pyroli, ktery zpisobuje
gastritidu nebo rakovinu zaludku (Fox and Wang, 2001).

Mezi nejc€astéji kultivované mikroorganismy v Zaludku byly izolovany bakterie pattici
do rodii Propionibacterium, Lactobacillus, Streptococcus a Staphylococcus v mnozstvi 10° —
10* KTJ/g. Dalsi nalezené Zalude¢ni organismy patiily do roda Granulicatella, Ralstonia,
Pseudomonas, Deinococcus, Veillonella, Rothia, Vibrio, Streptophyta, Acinetobacter,

Enterococcus, Methylobacterium a Propionibacterium (Delgado et al., 2013).

3.1.1.4 Tenké stfevo

Tenké stievo je slozeno ze tii Casti: dvandctnik, lacnik a kycelnik. Pfi traveni slouzi
pro konecné zpracovani traveniny, ktera se dostane ze Zaludku pies vratnik do dvanéctniku.
Tam usti ze slinivky enzymy a Zlu¢ z jater, kterda je potfebna k dalSimu Stépeni potravin.
Vyznamnou ¢asti tenkého stfeva jsou vybezky ze sliznice — klky. Diky tomu je plocha stieva
dostatecné velka a tak dochazi ke vstfebavani vétSiny Zivin. V této Casti traviciho traktu byly
detekovany mikroorganismy Clostridium sp., Corynebacterium sp., E. coli, Enterococcus sp.,
Klebsiella sp., Lactobacillus sp., Propionibacterium sp., Proteus sp., Staphylococcus sp.,
Veillonella sp., Bacillus sp., Bacteroides sp., Bifidobacteroium sp., Candida sp.,
Fusobacterium sp., Peptococcus sp., Rodothorula sp., Staphylococcus sp., Torulopsis sp.
a s n&jvetsim zastoupeni Veilonella sp.

Druhou casti tenkého stfeva je lacnik (jejunum), ve kterém byly nalezeny

mikroorganismy Bacteroides sp., Candida sp., Clostridium sp., Corynebacterium sp., E. coli,
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Enterobacter sp., Enterococcus sp., Fusobacteroium fusiformes, Fusobacteroium sp.,
Klebsiella sp., Lactobacillus sp., Leptotrichia sp., Peptococcus sp., Propionibacterium sp.,
Proteus sp., Rodothorula sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. a Veillonella sp.

Pro kycelnik (ileum) je typické mikrobialni osidleni s Bacteroides sp., Bifidobacterium
sp. Candida sp., Clostridium sp., Corynebacterium sp., E. coli., Enterobacter sp.,
Fusobacterium sp., Klebsiella sp., Lactobacillus sp., Peptococcus sp., Peptoctreptococcus sp.,
Proteus sp., Rodothorula sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. a Vellinella sp.
(Zilberstein et al., 2007).

3.1.1.5 Tlusté stievo

Z kycelniku, jako posledni ¢asti tenkého stfeva, jsou nestravené zbytky piesunuty do
tlustého stteva. Zde dochazi k resorbci vody a tedy k zahus$téni nestravenych zbytkt. Toto
misto je bohaté na mikroorganismy, které zde maji dualezitou roli. Bifidobakterie tvofi
naptiklad nékteré vitaminy skupiny B, jako je thiamin, pyridoxin nebo niacin (Cronin et al.,
2011). V této casti TT jsou tvoreny bakteriemi i dal§i vitaminy jako je B12 a D. Dalsim
ukolem stfevni mikrobioty v tlustém stfevé je fermentace polysacharidi. Nejvétsi zastoupeni
mikroorganismi v tlustém stievé jsou Bacteroides sp., Candida sp., Clostridium sp.,
Corynebacteriu sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp., Fusobacterium sp., Klebsiella sp.,
Lactobacillus sp., Peptococcus sp., Propionibacterium sp., Proteus sp., Pseudomonas sp.,

Staphylococcus sp. a Veillonella sp. (Zilberstein et al., 2007).

3.1.1.6 Konec¢nik

Nestravitelné zbytky s minimem vody jsou z tlustého stieva presunuty do koneéniku.
V této Casti jsou detekovany tyto mikroorganismy Bacteroides sp., Candida sp., Clostridium
sp., Corynebacterium sp., E coli., Enterobacter sp., Enterococcus sp., Fusobacterium sp.,
Klebsiella sp., Lactobacillus sp., Peptococcus sp., Propionibacterium sp., Proteus sp.,

Rodothorula sp., Staphylococcus sp. a Veillonella sp. (Zilberstein et al., 2007).

3.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium byl poprvé popsan francouzskym pediatrem Henry Tissierem
roku 1900, ktery zkoumal bakterie nachazejici se u déti, které trpély prijmy, a jejich vzorky
srovnal se vzorky bakterii u zdravych déti. Nemocné déti mély nedostatek bakterii, majici tvar

pismene Y. Tissier popsal morfologii nové nalezenych bakterii a pojmenoval je Bacillus
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bifidus (Tissier, 1900). V roce 1957 byl tento kmen oddélen od rodu Lactobacillus (Biavati et
al., 2000). Nyni patii do rodu Bifidobacterium, kmene Actinobacteria, ttidy Actinobacteria,
podtiidy Actinobacteridae, adu Bifidobacteriales a celedi Bifidobacteriaceae (Felis and
Dellaglio, 2007).

3.2.1 Charakteristika bifidobakterii

Rod Bifidobacterium jsou grampozitivni striktné anaerobni nepohyblivé bakterie
majici tvar nepravidelnych ty€inek, které netvoii spory. Vyskytuji se jednotlivé 1 ve shlucich.
Jsou katalaza negativni s vyjimkou u Bifidobacterium indicum a Bifidobacterium asteroides
(Felis and Dellaglio, 2007).

3.2.1.1 Bunéc¢na sténa bifidobakterii

Bunécna sténa bifidobakterii je typicka pro grampozitivni bakterie. Sklada se ze silné
peptidoglykanové vrstvy, kterd obsahuje polysacharidy, bilkoviny a kyselinu teichovou.
SloZeni aminokyselin tetrapeptidd v murein neni pro vSechny bifidobakterie stejné.
Nejcast€jsi zastoupeni aminokyselin je L-alanin, kyselina D-glutamova, L-ornitin a D-alanin.
U nékterych kment je L-ornitin nahrazen lysinem. Mezi sacharidy tvofici bunéénou sténu

patii glukoza, galaktdza nebo ¢asto i rhamndza (Biavati et al., 2000).

3.2.1.2 Metabolismus bifidobakterii

Rod Bifidobakterium dokaze rozkladat ruzné polysacharidy a oligosacharidy ziskané
ze stravy, které se dostanou az do tlustého stieva. Ty jsou hydrolyzovany na monosacharidy
a nasledn¢ diky fruktozo-6-fosfatové draze (bifid shunt) za pomoci enzymu fruktoso-6-fosfat-
fosfoketolasa (EC. 4.1.2.22) fermentovany na erythroso-4-fosfat a acetyl-1-fosfat (Scardovi
and Trovatelli, 1965; De Vries et al., 1967), z kterych pak vznikaji kratké fetézce mastnych
kyselin, jako je kyselina mlé¢nd, octova, mravenci nebo jantarovd, a i nékteré produkuji
i etanol (Van der Meulen et al., 2006). Bifidobakterie neprodukuji ov§em plyny (Felis and
Dellaglio, 2007).

V nejvétsim zastoupeni konecnych produkti jsou kyselina mlé€na a octova. Obecné
plati, Ze z jednoho molu hex6zy vznika 1,5 molu kyseliny octové a 1 mol kyseliny mlécné
(Sela a kol., 2008). Tento pomér vSak mize byt rozdilny, zdvisi na zdroji sacharid
(Palframan et al., 2003). Piikladem je degradace inulinu, pfi které se zvySuje tvorba kyseliny

octové na ukor kyseliny mlé¢né.

14



Znalosti o metabolismu bifidobakterii napomahaji k vyuzivani téchto mikroorganismu

jako probiotikum (Van der Meulen et al., 2006).
Obrazek ¢. 1: Metobolismus bifidobakterii (Amaretti et al., 2007)
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3.2.1.3 Vztah k teplot¢ a pH

Optimalni teplota pro rtst bifidobakterii je od 37 do 41 °C. To ovSem neplati pro druh
Bifidobacterium thermacidophilum, ktery roste i pii teploté¢ 49,5 °C (Dong et al., 2000).
Optimalni hodnota pH se pohybuje pro vétsinu bifodobakterii od 6,5 do 7. Existuji ale i
vyjimky, jako je naptiklad B. thermacidophilum, u kterého byl zaznamenan rast i pii hodnoté
pH 4,5 (Biavati et al., 2000).

3.3 Vyskyt a druhové zastoupeni bifidobakterii u ¢clovéka

Nékteré druhy bifidobakterii jsou soucasti traviciho traktu. Nalézt je mizeme ve stolici
(Biavati et al., 1986), pochvé (Schell et al., 2002) nebo v dutin€ ustni (Crociani et al., 1996).
Pfitomnost i mnozstvi bifidobakterii se béhem Zivota jedince méni. Nejpocetnéjsi jsou
u kojencti a malych déti. V tomto véku ptevazuji jisté druhy, jako napiiklad Bifidobacterium
longum, ktery zaujima 56,2 %, a Bifidobacterium bifidum s10,7 % z celkového poctu
nalezenych bifidobakterii (Turroni et al., 2012). S vékem mnozstvi bififobakterii klesa.
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V dospélosti jich ma ¢loveék pouze kolem 3 % z celkového zastoupeni v mikrobioté (Franks et
al., 1998), kdy pievazuje opét B. longum, ovSem uz jen v382 %,
a Bifodobacterium adolescentis v 20 %, ze zminénych 3% vSech bifidobakterii. Mezi bakterie
bézné nalezené ve stolici ¢lovéka mizeme fadit také Bifidobacterium catenulatum,
B. pseudocatenulatum a Bifidobacterium breve. Ty také zaujimaji pomérné velkou cast.
Ve velice nizkém zastoupeni pak mizeme nalézt Bifidobacterium saeculare, Bifidobacterium
dentium, Bifidobacterium pullorum, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium
angulatum (Turroni et al., 2012). V poslednich tfech letech byly popsany v travicim traktu
¢loveéka dva nové druhy, a to Bifidobacterium kashiwanohense (Morita et al., 2011), ktery byl
pozdéji potvrzen v Africe ve stolici anemickych déti (Vazquez-Gutierrez et al., 2015)
a Bifidobacterium faecale (Choi et al., 2014). I ptesto, Ze v dospélosti mnozstvi bifidobakterii

klesa, zustava relativné stabilni.

3.3.1 Druh Bifidobacterium bifidum

Kmeny B. bifidum jsou typické zejména pro kojence. Také byly detekovany
U dospélych, jen v nizsi koncetraci (Turroni et al., 2012). Vhodna teplota pro kultivaci
B. bifidum je za anaerobnich podminek pfi 37 °C. Nachazi se v tenkém a tlustém stievé
(Turroni et al., 2012), matetském mléce (Martin et. al, 2009) a ¢asto v pochvé (Xia et al.,
2016).

Obrazek ¢. 2: B. bifidum potizena pomoci atomového silového mikroskopu (Ventura et al., 2012)

B. bifidum PRL2010
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3.3.1.1 Enzymaticka aktivita B. bifidum

B. bifidum je druh, ktery ma jedine¢né enzymy. Ty jsou chopny §tépit hexozy pomoci
enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy (Scardovi and Trovatelli, 1965) stejné jako ostatni
bifidobakterie. Navic také dokéazi piisobit na zakladni strukturu mucinu, piesnéji na O-
glykany. Znamé jsou také enzymy endo-alfa-N-acetylgalactosaminidasa (EngBF), o-N-
acetylgalactosaminidasa (NagBb) a alfa-N-acetylglucosaminidasa (AgnB). AgnB je typickym
enzymem, ktery S§tépi GlcNAcal-4Gal (N-acetyl-p-d-glucosamin-a-1,4-D-galactosa)
struktury pritomné v mucinu. Zjistilo se, ze by mohl byt dulezity pro pfizptisobeni
gastroduodenalniho mucinu a také by mohl byt vyuzit pro vyrobu probiotickych

oligosacharidii z praseciho Zaludecniho hlenu (Shimada et al., 2015).

3.3.2 Substratova specifita B. bifidum

Pro druh B. bifidum jsou typické né€které substratové preference, jako je mateiské
mléko a jeho oligosacharidy, a jak jiz bylo zmin€no vySe, mucin, ktery je obsazen ve slindch

a z vnitini strany sliznic.

3.3.2.1 Mateiské mléko

Matetské mléko (MM) je produkovano pomoci mlécnych zlaz. Slouzi k vyzivé
novorozence a je povazovano za tu nejlepsi vyzivu pro dité. Prvnim mlékem je kolostrum.
Tvofii se hned po porodu. Je bohaté na imunoglobuliny a obsahuje niz§i mnozstvi laktozy.
Béhem nékolika dnli se zméni v mléko zralé. To je slozeno z vody, tuku, bilkovin, sacharidi
a mineralnich latek. Dulezitou soucasti MM jsou bioaktivni faktory a mikroorganismy.
Hlavnim cilem mléka je splnéni nutricnich hodnot pro vyzivu kojence. Mimo splnéni téchto
pozadavka také chrani pied respiraénim onemocnénim (Duijts et al, 2010), atopickou
dermatitidou, akutnim zanétem stfedniho wucha, gastrointestindlnimi infekcemi nebo
onemocnénim dolnich dychacich cest (Chung et al., 2007). Ochrannd vlastnost matetského
mléka je velmi dilezita pro zdravy vyvoj novorozence. Mezi bioaktivni faktory, které se
zasluhuji o obranyschopnost organismu, patfi nukleotidy, mastné kyseliny, oligosacharidy,
ristové faktory (epidermdlni rastovy faktor, transformujici rlstovy faktor beta 2),
imunoglobuliny, cytokiny, imunitni bunky, lysozym, laktoferin, laktahedrin a dalsi (Field,
2005). Néekteré slozky slouzi také jako zdroj energie pro riist prospéSnych bakterii. Optimalni
doba kojeni se uvadi po dobu prvnich 6 mésict Zivota s pokracujicim kojenim az do 2 let

(WHO/UNICEF, 2016).
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Nékteré slozky MM jsou ovliviiovany faktory. Ptikladem je studie o zptisobu porodu,
ve které byly porovnavany matky, které rodily cisafskym fezem a matky, které rodily
vaginalni cestou. Matky rodici cisaiskym fezem maji niz$i hodnoty bifidobakterii ve svém
mléce (Khodayar-Pardo et al., 2014). Dalsi vyzkum se zamétil na Zeny rodici prvné a Zeny
rodici opakované. Podle vyzkumu prvorodicky produkovaly mléko s vyS$Sim mnozstvi
adiponektinu, hormonu, ktery ovliviiuje metabolismus sacharidi a lipidi. Také zvysuje
citlivost tkani k inzulinu. U téchto rodicek bylo oproti vicerodickam zase niz§i mnozstvi
rustového hormonu (EFQG), ktery stimuluje rast bun€¢k oproti vicerodickam matek (Bernstein
and Hinde, 2016).

Matetské mléko je jednim z hlavnich zdroji bakterii, se kterymi se kojenec setka.
Kojenec do véku jednoho roku vypije ptiblizné¢ 800 ml matefského mléka za den, coz
predstavuje 10° az 10" bakterii denn& (Heikkild and Saris, 2003).

Mezi nejéastéji izolovamé bakterie v MM byl rod Staphylococcus (S. agalactiae,
S. anginosus, S. australis), Streptococcus (S. aureus, S. capitis, S. epidermidis), Lactobacillus
(L. acidophilus, L. animalis, L. brevis, L. casei, L. crispatus, L. curvatus, L. fermentum,
L. gasseri, L. gastricus, L. helveticus, L. oris, L. paracasei, L. peores, L. plantarum,
L. reuteri, L. rhamnosus, L. salivarius. L. vaginalis), Enterococcus (E. faecalis, E. faecium,
E. durans, E. hirae, E. mundtii, E. gallinarum), Bifidobacterium (B. adolescentis,
B. angulatum, B. bifidum, B. breve, B. dentium, B. longum, B. pseudocatenulatum)

a Propionibacterium (P. acnes, P. avidum, P. granulosum) (Fernandez et al., 2013).

3.3.2.1.1 Vliv obezity na mikrobiologické slozeni mléka

Obezita je jednim z vlivii pasobicich na kone¢né slozeni mléka. U matek, které byly
6 mésict po porodu, a které mély vyssi BMI (body mass index), bylo zjisténo vyssi mnozstvi
nékterych bakterii, konkrétné Lactobacillus, Staphylococcus (Staphylococcus aureus), a nizsi
pocty u rodu Bifidobacterium (Cabrera-Rubio et al., 2012). ZvySena hmotnost rodi¢ek také
ovliviiuje epidermalni ristovy faktor (EFG), ktery byl nalezen v niz§ich hodnotach. Oproti
tomu vy$$i hodnoty byly nalezeny u transformujiciho ristového faktoru beta 2 (TGF-By)

(Bernstein and Hinde, 2016).

3.3.2.2 Oligosacharidy matetského mléka

Matetské mléko obsahuje znacné mnozstvi oligosacharidii. Ty patfi mezi bioaktivni

slouceniny. Jsou to nestravitelné glykany a tak se dostanou ptes celou travici soustavu az do
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tlustého stfeva. Tam dokéazi modulovat stievni mikrobiotu. Mohou piisobit jako navazujici
prvek pro patogeny nebo mohou slouzit jako prebiotika. Jsou tieti pevnou nejzastoupenéjsi
slozkou MM (LoCascio et al., 2010).

Primarni slozky oligosacharidii matefského mléka (HMOs) jsou D-glukéza, D-
galaktozu, L-fukosu, N-acetylglukosamin a kyselina sialova.

Podle vyzkumu bylo zjisténo, Ze kojené déti maji zvySeny podil bifidobakterii ve
srovnani s détmi, které jsou krmeny umélou vyzivou (Balmer and Wharton, 1989).
Predpoklada se, ze pravé HMOs funguji jako prebiotika a selektivné podporuji rast
bifidobacterii. Tyto bakterie ochranuji stievni sliznici prostiednictvim produkce acetatu,
hostitel je tak chranén pfed letalni infekci (Fukuda et al., 2001). Nedavné studie potvrdily, Ze
nékteré kmeny bifidobakterii vykazuji enzymy, které jsou schopny metabolizovat HMOs.
Piikladem jsou Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bacteroides fragilis a kmeny
Bacteroides vulgatus. Ty byly schopné metabolizovat mlé¢né oligosacharidy s vysokou
ucinnosti (Marcobal et al., 2010). Oproti tomu napiiklad B. bifidum nedokaze zcela vyuzit
HMOs. U¢inné dokaze zpracovavat pouze glukdézu a galaktdzu na energii. Fukosa,
glukosamin a kyselina sialova neni touto bakterii vyuzivana (Ward et al., 2007). I tak dokaze
B. bifidum vyuzivat HMOs jako jediny zdroj uhliku (Asakuma et al., 2011; Turroni et al.,
2010). Prikladem je kmem B. bifidum CM 1254, ktery dokéaze vyuzit 16,26 % z celkovych
HMOs (LoCascio et al., 2009). Oligosacharidy jsou nejprve zpracovany extracelularné, a to
piredevsim prostifednictvim vylu¢ovanych glykosylovych hydroladz, které rozrusuji vazby
HMOs. Z oligosacharidti tak vznikaji monosacharidy a disacharidy. B. bifidum pak
metabolizuje konecné produkty intraceluldrn¢ pomoci frukt6zo-6-fosfatové drahy

(Kitaoka, 2012).

3.3.2.3 Mucin

Mucin je slozen z glykoprotein s vysokou molekulovou hmotnosti. Je produkovan
sekre¢nimi epitelidrnimi buitkami a je soucasti hlenu. NejvétSi slozkou hlenu je voda.
Ta zaujima az kolem 95 %, zbytek tvoii glykoproteiny, elektrolyty, protilatky a nukleové
kyseliny (Macfarlane et al., 2005). Mezi nejc¢astéj$imi aminokyselinami nalezenymi piiblizné
z 60 % v mucinu byly serin, threonin, prolin, alanin, glycin (Lan et al., 1990). Velké mnoZstvi
mucinu je pfitomno ve slindch a na sliznicich. Pfitomnost mucinu ve slindich napomaha
k snadnéj$imu polykani potravy a chrani Gsta, hltan a jicen pfed mechanickym poskozenim.

Ve stfevech ptlisobi také jako ochrana. V lumen stfeva ma vyznam pro prevenci adheze
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a vazani mnoha patogent, toxind a dal$ich skodlivych ¢initeld (Macfarlan et al., 2005). Hlen
slouzi jako zdroj zivin pro rast bakterii (Derrien et al., 2004). Konkrétné mucin slouzi jako
zdroj uhliku (Ruas-Madiedo et al., 2008). Na zaklad¢ této substratové specifity bylo navrzeno
i selektivni médium pro B. bifidum (Pechar et al., 2014). I pfes to, Ze v mucinu dobie rostou
bifidobakterie, které jsou soucasti probiotik, bylo zjisténo, ze pravé probiotika zptsobuji
degradaci mucinu (Zhou et al., 2001), coz by mohlo mit za nasledek zmény slizni¢ni bariéry
stieva. B. bifidum byl jediny druh mezi 29 testovanymi druhy Bifidobacterium, ktery byl
schopen fermentovat prase¢i zalude¢ni hlen (Crociani et al., 1994). Salyers et al. v roce 1977
popsal, ze kmeny Ruminococcus torques a B. bifidum byly schopny ¢aste¢né fermentovat
mucin (Salyers et al., 1977). Pozdé&ji bylo upiesnéno, ze kmen B. bifidum je schopen
degradovat vice nez 80 % z molekulové hmotnosti mucinu, a to nejspiSe diky ptitomnosti
dvou genu kodujicich extracelularni glykosidazy - AFCA a engBF (Ruas-Madiedo et al.,
2008).

3.4 Dietni faktory ovliviiujici mikrobiologické osidleni traviciho traktu

Konzumovand strava méa znacny vliv na osidleni mikroorganismii ve stfevech.
Je znamo, ze nékteré bakterie pisobi piiznivé na lidské zdravi, naptiklad u nékterych
bifidobakterii a lactobacili bylo dokazano, ze produkuji konjugovanou kyselinu linolenovou
(CLA) nebo gama aminomaselnou kyselinu (GABA). CLA zabranuje ztuénéni jater
a napomaha ke schopnosti snizit mnozstvi télesné¢ho tuku (Wall et al., 2009).

Nekteré potraviny obsahujici vlakninu nebo polyfenoly, vyrazné ovlivituji relativni
Cetnost pritomnych bakterii a jejich metabolickou aktivitu (Louis et al. 2007; Tuohy et al.
2012). Strava s dostatkem vlakniny tak nepfimo piiznivé pusobi proti onemocnénim
souvisejicim s metabolismem a imunitni funkci. Mikrobiota nachazejici se u savcu, a tedy i u
lidi, je prevazné fermentativni. Sacharidy, které potfebuji mikroorganismy k Zivotu, se do téla
dostanou v podobé vlakniny. Ta se skladd pfevazné ze Skrobu a dalSich komplexnich
sacharidd rostlinného ptivodu. DéEli se na rozpustnou a nerozpustnou (rezistentni). Ve strave,
kterou konzumujeme, existuji €tyfi typy resistentniho Skrobu (RS1 — RS4), které jsou odolné
viic€i degradaci v tenkém stfeve. Dostanou se tak az k mikrobioté osidlené v tlustém stieve,
ktera ji dale zpracovava (Flint et al., 2012). Genomy savctu nekoduji vétsinu enzymu, které
slouzi k degradaci strukturnich polysacharidl rostlinného ptivodu. Proto existuje symbioticky

vztah mezi sttevnimi mikroorganismy (Flint et al., 2012). Zkvasitelné sacharidy, které jedny
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mikroorganismy premeéni, slouzi jako substrat pro dalsi jinou skupinu mikroorganismt. Pokud
je v potravé nedostatek vladkniny, vede to az ke zméné mikrobidlniho slozeni a jeji

metabolické aktivity.

3.4.1 Mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA)

SCFA (z anglického Short Chain Fatty Acids neboli mastné kyseliny s kratkym
fetézcem) jsou produkovany prospéSnymi stfevnimi bakteriemi. Tyto kyseliny jsou
absorbovany v tlustém stfevé. Jsou definovany jako tékavé mastné kyseliny s 1-6 atomy,
které mohou byt v linedrnim nebo rozvétveném fetézci. Acetat, propionat, butyrat (kyselina
octova, kyselina propionova, kyselina maselnd) patii mezi nejcastéjsi kyseliny, predstavuji 90
— 95% z SCFA ptitomnych v tlustém stfev€. Hlavnimi zdroji jsou sacharidy (vlaknina), ale
i aminokyseliny valin, leucin a isoleucin ziskané z bilkovin (Rios-Covian et al., 2016). Acetat
je nejhojnéjsi SCFA v tlustém stfevé a tvoifi vice nez polovinu z celkového SCFA
detekovanych ve stolici (Louis et al., 2007). Jednim z u¢inkli na zdravi, ktery je pfisuzovan
SCFA, je snizeni luminalniho pH. To zptisobuje inhibici patogennich mikroorganismi
a zvySeni absorpce nékterych zivin. Produkovany butyradt napomahé ke zvySovani produkci
hlenu, ktery mize omezovat adhezi patogent (Jung et al., 2015) a snizuje vyskyt rakoviny

tlustého stieva (Archer et al., 1998).

3.4.2 VIiv stravovani na mikrobiologické osidleni stifev

Zpusob stravovani jako jeden z faktorti mize ovlivnit stfevni mikrobiotu. Typ stravy
muzeme jednoduseji rozd€lit na konvencni a vegetariansky, piipadné vegansky. Za konvenc¢ni
stravu povazujeme tradicni potraviny. Lidé konzumujici tento typ stravy nevynechavaji ze
svého jidelnicku zadné potraviny. Naproti tomu existuje skupina lidi, kterd ze svého
jidelnicku vyfazuje maso a masné produkty, oznacujici se jako vegetaridni. Ptisngjsi verze
tohoto typu stravovani je veganstvi. Lidé fadici se k této skupiné€, vytazuji ze svého jidelnicku
jesté zivociSné produkty, jako je mléko, vejce, ale 1 med. Existuji i dal$i typy stravovani jako
je frutarianstvi, vitaridnstvi ¢i strava upfednostiujici bio vyrobky. Existuje fada studii, ktera
zkouma prave vliv zplisobu stravovani na mikrobiologické osidleni stfev.

U jednotlivych vyzivovych skupin, byla zjiSténa rozdilnd hodnota pH fekélniho
6.65+0.77). V piipad¢ stravovani, ve kterém je zahrnuta i konzumace masa, byla naméfena

nejvyssi hodnota pH (pH 6.84+0.65). V této studii byly zkoumany i celkové poCty organismd,
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které byly v pripadé vegetarianti (2.44x10™) a vegani (3.11x10™) nizi neZ tomu bylo u
kontrolni skupiny, ktera se skladala z lidi stravovanych konvenénim zptsobem (3.74x10™)

(Enck et al., 2009).

3.4.2.1 Vegetarianstvi

Mezi vegetariany fadime lidi, ktefi nekonzumuji maso a masné vyrobky. Tento typ
stravovani ma na lidsky organismus pfiznivy vliv na sniZeni sklonu k obezit¢, vznik diabetu
druhého typu (Tonstad et al., 2009) nebo vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (Le and
Sabaté, 2014). Také napomaha ke snizeni inzulinové rezistence (Kahleova et al., 2011).
Vegetarianska strava zahrnuje vice vlakniny, kterd mize mit vliv na mikrobiologické osidleni
gastrointestinalniho traktu. VétSi konzumace Skrobnatych potravin mize mit za nasledek
zvySeni pocti nékterych priznivych mikroorganismli v tlustém stfevé. Rostlinnd strava
obsahuje bioaktivni latky — polyfenoly, které piispivaji ke zvySeni celkového mnozstvi
bifidobakterii (Vendrame et al., 2011). Celkové u vegetarianii byl Castéji zaznamenan rod
Prevotella (Ruengsomwong et al., 2014) a rod Subdoligranulum oproti jedincim s konven¢ni
stravou. V poméru ke vSem bakteriim byl nejvice zastoupen Bacteroides thetaiotaomicron (p
<0,05). Tento druh je dualezitou soucasti stfevni mikrobioty, kterda degraduje vlakninu
(Martens et al., 2011). U nékterych rodud, jako je Lactobacillus, Bifidobacterium a druhu
Eubacterium rectale, nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami
vegetariani a nevegetariani (Ruengsomwong et al. 2014). Statistickou nevyznamnost
vegetarianské stravy na osidleni bifidobacterii potvrdil i Matijasi¢. Ten tvrdil, ze vyssi pocty
téchto bakterii jsou ovlivnény pouze vékem (MatijasSi¢ et at., 2014). Presto bylo u jednoho
jedince, ktery byl na dieté se zvySenym obsahem rezistentniho Skrobu, zaznamenano vyssi

mnozstvi téchto bakterii (Walker et al., 2011).

3.4.2.2 Veganstvi

Pro tento typ stravovani je typické odmitani konzumace veSkerého masa i zvifecich
produkti, jako je mléko, vejce, med atd. Velmi Casto se ve filozofii veganstvi nejedna pouze
0 konzumaci Zivo¢isnych produktd, ale zasahuje naptiklad 1 do oblékani, a tak jsou z jejich
Satniku vyfazeny veskeré odévy a dopliiky z kliZze nebo viny. Veganskéd strava ma n€kolik
pfinost. Tito lidé maji napiiklad niz§i BMI, nez jak je tomu u vegetaridnii nebo lidi
konzumujicich maso (Tonstad et al., 2009). I pfes to neni pro mnoho lidi tento typ stravy

vhodny. Jednou z nevyhod veganstvi je nedostatek vitaminti B12. Kobalamin je dilezity pro
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syntézu DNA, pro vznik erytrocytl a na rozvoj a udrzbu myelinu (plast’ nervll). Nedostatek
tohoto vitaminti vede az k perniciozni anémii, gastrointestindlnim porucham nebo
neurologickému poskozeni (Donaldson, 2000). Proto je doporucovana suplementace
vitamint.

V porovnani s konvencni stravou maji vegani niz$i mnozstvi Bacteroides sp.,

Bifidobacterium sp., Escherichia coli a Enterobacteriaceae sp. (Zimmer et al., 2012).

3.4.2.3 Konvenéni stravovani

Za konven¢ni stravu povazujeme jidelnicek, z kterého nejsou vytazovany zadné
potraviny. Tato strava je povaZzovdna za tradiCni. Strava by méla byt nutricné vyvazena
a skladat se z vhodné kombinace rostlinné a Zivoci$né stravy. Ve spravném poméru by neméli
chybét zadné pottebné Ziviny pro organismus. S touto stravou je ovSem spojovana casta
konzumace masa, ktera zptsobuje vy$§i mnozstvi klostridii z tfidy IV (Liszt et al., 2009).
Tato skupina bakterii byla spojovana s vyS$§im piijmem heterocyklickych amind, které
vznikaji napiiklad pfi grilovani masa a mohou zvySovat vyskyt kolorektalniho karcinomu
(Mai et al., 2009). Dalsi zvySeni zastoupeni bakterii bylo zjisténo u roda Lachnospiraceae,

Streptococus, Bifidobacterium a Collinsella (Matijasic¢ et al., 2014).

3.4.3 VIliv obezity na mikrobiotu

Vahu jedince je mozné regulovat pifijmem potravin. Jedna se o tzv. energetickou
bilanci, do které se po¢ita klidovy metabolismus, fyzicka aktivita, vykaly a moc¢. I pies znalost
tohoto systému se uvazuje i 0 moznosti ovlivnéni stfevni mikrobioty na télesnou hmotnost.
Zjistuje se, zda stfevni mikrobiota neni také jednou z pfiCin, kterd vede ke vzniku obezity
a zda urcitou dietou mizeme ovlivnit slozeni nasi stievni mikrobioty. Piikladem muze byt
studie na mySich, kdy bylo zjiSténo, Zze mikrobiota z obéznich jedinci je u¢inngj$i pfi
ziskavani energie ze stravy nez mikrobiota $tihlych jedinct (Turnbaugh et al., 2006).

Strava s vysokym podilem tuku ma za nasledek zvySeni hmotnosti, které vede
k nadvaze nebo aZz k obezité. Nékteré mikrobialni skupiny byly pfitomny v ruznych
koncentracich ve stolici u jedinct s normalni vahou, s nadvahou a s obezitou. Pravé jedinci se
zvySenou vdhou maji na rozdil od Stihlych jedinc snizené mnozstvi stfevnich
gramnegativnich a grampozitivnich bakterii, mezi néz patii i bifidobakterie (Cani et al.,
2007). U obéznich jedincti bylo nalezeno snizené mnozstvi rodu Bacteroides a zvySené

mnozstvi u Firmicutes (Ley et al., 2006). Dale, jedinci s nadvahou a obezitou vykazovali nizsi
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mnozstvi  Ruminicoccus  flavenciens, Clostridium leptum, rodu Bifidobacterium
a Methanobrevibacter. Ve vyS$im zastoupeni byla nalezena bakteric Bacteroidetes. Jeji
mnozstvi z celkového souctu studovanych druhti bylo vys$si u lidi s nadvahou (46,8 %)
a obezitou (45,0 %) nez u hubenych jedinct (22,9 %) (Schwiertz et al., 2010). Niz§i mnozstvi
bifidobakterii potvrdil 1 ¢lanek, ktery se zabyval bakteriemi mlécného kvaSeni jako je
Lactobacillus sp., Leuconostoc sp. nebo Pediococcus sp. Vsechny tyto bakterie byly

U obéznich lidi v niz§im mnozstvi nez u $tihlych jedinct (Furet etl al., 2010).

3.4.4  Vliv hladovéni na vyskyt bifidobakterii a dalSich stievnich bakterii

Dieta zaméfend na snizeni kalorického pfijmu ovliviiuje mikrobidlni osidleni strev.
U obéznich jedinct, ktefi podstoupili 10 tydenni hubnouci dietu, bylo zjisténo niz§i mnozstvi
nékterych bakterii, a to u Clostridium coccoides a Lactobacillus sp. Z rodu Bifidobacterium to
byly B. breve a B. bifidum. Naopak byl zaznamenan zvySeny vyskyt Bacteroides fragilis nebo
Bifidobacterium catenulatum (Santacruz et al., 2009). Celkové snizeni vyskytu bifidobakterii
pfi dieté s niz§im mnoZstvim sacharidl bylo zaznamenéno 1 v pfedchozi studii (Duncan et al.,
2007). Ovsem 7 leté déti s normalni vahou maji vy$s§i mnozstvi bifidobakterii, nez je tomu tak
u déti s nadvahou (Kalliomaéki et al., 2008).

Tyto studie tak dokazuji, ze omezeni kalorii, které vedou ke snizeni hmotnosti, ma vliv

na kvantitativni zastoupeni stfevni mikrobioty.

3.4.5 Potencial B. bifidum v prevenci a 1é¢bé onemocnéni TT

V kazdém travicim traktu je fada bakterii, ktera, pokud jsou tyto bakterie v symbioze,
piiznivé pusobi na zdravi hostitele. Dysbidza je stav organismu, ktery znamena pro hostitele
nevyvazené zastoupeni mikroorganismt v téle. Dysbidza vznika, pokud dojde ke ztraté
ptiznivych mikroorganismli, k expanzi patogeni nebo potencidlné Skodlivych
mikroorganismi (Petersen and Round, 2014). Pravé pievaha nékterych mikroorganismti mize
zapiiCinit gastrointestinalni onemocnéni traviciho traktu.

B. bifidum diky svym vlastnostem a produktim dokaze pusobit na néktera
onemocnéni, ktera trapi fadu lidi. Ptiznivé pusobi proti patogenni bakterii Helicobacter
pylori, proti stresu nebo pii onemocnéni Crochnovy choroby.

Pfiznivé plsobeni této bakterie bylo potvrzeno proti Helicobacter pylori, coz je
bakterie, kterd zpiisobuje gastritidu a zalude¢ni nebo jicnové viedy (Fox and Wang, 2001).

Tuto gramnegativni bakterii v sobé nese 50 % populace. V rozvojovych zemich je to az 80 %
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(Taylor and Blaser, 1990). V soucasné dobé jsou v 1é¢bé vyuzivana antibiotika. Bohuzel ani
to neni 100% ucinné. Lze ale vyuzit i alternativni terapie. Jednou z moznosti je praveé vyuziti
B. bifidum s oznagenim CECT 7366 jako probiotikum, které brani infekcim. Uginnost byla
prokazana jak in vitro, tak pozdé&ji i in vivo na mySich. Vysledky ze studie uvadéji, ze mysi
lécené B. bifidum nemély zadné znamky infekce ve sleziné nebo v mezenterickych
lymfatickych uzlinach, které se nachazi pobliz sttev (Chenoll et al., 2011). Podobny tc¢inek
zaznamenala i studie na brojlerovych kutatech (Estrada et al., 2001).

U B. bifidum bylo hlaseno nékolik dalSich blahodarnych ucinkii na lidské zdravi.
Naptiklad diky produkci kyseliny octové a mlé¢né dokaze modulovat imunitni systém (Ko et
al., 1999; Schiffrin et al., 1997) a také pusobi antibakterialn¢ proti E. coli (Asahara et al,
2001). Kromé toho bylo zjisténo, Ze peroralni podani B. bifidum podporuje tvorbu stievni
IgA. Mechanismus uUcinku spocivd ve zvySeném poctu bunék sekretujicich pravé tyto
imunoglobuliny (Park et al., 2002).

Stres (psychickd zatéz) je Casto spojen s gastrointestinalnimi problémy, jako jsou
prijmy. Ve studii bylo prokazano, ze pravé B. bifidum ma na stres pozitivni ucinky
(Culpepper et al., 2016). Proto by mohlo byt do budoucna castéji vyuzivano pii boji proti
psychické zatézi.

Podle randomizované, dvojité zaslepené, placebem kontrolované studie bylo zjisténo,
ze B. bifidum (MIMBb75) ma blahodarné ucinky pii 1é¢b¢ syndromu drazdivého tra¢niku
(IBS), a to tak, ze ptisobi proti zazivacim porucham, bolesti a nadymani (Guglielmetti et al.,
2011). Timto onemocnénim trpi kolem 12 % populace (Locke et al., 2000). Cast&ji jsou jim
postizeny zeny. Je jednim z nejcastéjSich diivoda vyhledani gastroenterologické kliniky -
ptiblizné v 20 — 50 % ze vSech ptijmil (Madden and Hunter, 2002). Mezi pfiznaky patii bolest
Z pti¢in nerovnovahy je vyznamné snizeni bifidobakterii a laktobacild; také sniZeni bariérové
funkce muze ptispét k rozvoji IBS (Zeng et al., 2008). B. bifidum tak dokaze vyznamné
zlepsit kvalitu zivota (Guglielmetti et al., 2011).

3.4.5.1 Crohnova choroba

Prakticka Cast této prace se zaméfuje i na déti trpici Chrohnovou chorobou. Proto je
toto onemocnéni detailnéji rozpracovano v literarni resersi.
Crohnova nemoc je chronické zanétlivé onemocnéni stiev, které souvisi s poruchou

imunity. Zanét mize postihnout organismus kdekoliv v gastrointestindlnim traktu. Nejcast&;ji
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postizenou ¢asti je ovSem Cast tenkého stieva (ileum) a slepé stievo (apendix). Mezi piiznaky
tohoto onemocnéni patii bolest biicha, horecka, stievni obstrukce a krvavy prijem.

Pfi¢ina onemocnéni neni zcela znama. Jsou ovSem zjistény nckteré faktory, které
mohou vést ke vzniku choroby. Genetika hraje velkou roli. Je zndma tzv. geneticka
predvidavost, na zékladé které hrozi u potomkii rodici stouto poruchou vyssi
pravdépodobnost nastupu nemoci (Bengtson et al., 2009).

Dalsim dutlezitym faktorem je strava. Vyssi pfijem potravy, kterd je bohatd na vysoky
obsah tukil, polynenasycenych mastnych kyselin, omega-6 mastnych kyselin a masa, byl
spojen se zvySenim rizika Crohnovy choroby a ulcerézni Kolitidy. Oproti tomu strava
s vysokym obsahem vldkniny a ovoce mulze snizovat riziko propuknuti téchto chorob.
K tomu, vysoky pfijem zeleniny byl spojen se snizenim rizika ulcerdzni kolitidy (Hou et al.,
2011; Amre et al., 2007). Dal§im vyznamnym faktorem pro rozvoj nemoci je vliv koufeni.
To také zpusobuje zhorSeni pribéhu nemoci. (Tuvlin et al., 2007).

Onemocnéni se 1€¢i pomoci imunosupresivnich 1€k (napf. azathioprin) a inhibitora
tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (anti-TNF alfa) (Monteleone et al., 2015). Bohuzel u vice
neZ jedné tietiny pacientt nema tato 16¢ba pozitivni vysledky. Uéinnost téchto 16kt (anti-TNF
alfa) se scasem snizuje a muze zvySovat riziko oportunnich infekci, jako je napiiklad
tuberkuléza, a nebo jinych zavaznych infekci (Lawrance et al., 2010). Pfi tomto onemocnéni
se snizuji po¢ty mikroorganismi, zejména Firmicutes (Willing et al., 2010).

Po zjisténi onemocnéni Crohnovou chorobou se vyuziva bezezbytkova dieta.
Potraviny, které pacienti dostavaji, obsahuje mén¢ vlakniny a to cca 10 g/den (Lijoi et al.,
2009). Postizena stfeva by tak neméla byt pfili§ zatéZovana. Dlouho se nad touto dietou
neuvazovalo, protoze praveé vlaknina je spojovana s ptriznivymi ucinky, jako jsou konecné

produkty jejiho traveni v tlustém stievé (Anderson et al., 2009).

3.5 Detekce bifidobakterii ve vzorcich stolice

Obecné jsou pro detekci bakterii ve stolici pouZivany dva typy identifikaci, a to
kultivacné zavislé a kultiva¢né nezavislé.

Kultiva¢ni metody slouZi ke zjiSténi pfitomnosti nebo mnoZzstvi mikroorganismii ve
zkoumaném vzorku. K tomuto testu jsou vyuzivany tekuté nebo pevné pudy. Testy jsou

zaloZeny na namnozeni dcetfinych bunék vzniklych délenim z jedné buiiky matefské. Vzrostlé
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kolonie na pid¢ jsou uvadény v poctu kolonie tvoficich jednotek — KTJ. V idealnim ptipadé
odpovida jedna kolonie tvofici jednotka jedné ptivodni burice.

Diky znalostem fyziologickych pozadavki mikroorganismi byly vynalezeny pidy pro
stanoveni jednotlivych druht bakterii. Tyto pudy (média) jsou oznaovany jako selektivni.
Na médiu rostou pouze ty bakterie, které¢ zkoumame. Existuji pak jesté média neselektivni,
které umoziuji rist vSem mikroorganismtim.

Obrazek ¢. 3: Schéma kultivaéné zavislych a kultivaéné nezavislych metod

Kultivaéné zavislé metody Kultivaéné nezavislé metody
Izolace ¢isté kultury bakterit [zolace DNA
F6PPK MATDI PCR/gPCR PCR/gPCR DGGE-PCE
Sekvenovani

3.5.1 Rustové média pro rod Bifidobacterium

Mezi rastova média vhodna pro bifodobakterie patii agary. Agar byl poprvé pouzit
vV mikrobiologii roku 1882 némeckym védcem Waltherem Hessem. Diky svym tepelnym
vlastnostem nahradil Zelatinu (Nussinovitch, 1997). Slozeni tohoto média slouzi k vyzivé
bakterii. Pouzivanym agarem pro bifidobakterie je Bifidus selektivni agar (Simpson et al.,
2004; Toscano et al., 2015). Pro kultivaci pomoci tohoto agaru je zapotiebi 48 h a kolonie
maji fialovou/hnédou barvu. Dal§imi agary pro rist téchto bakterii jsou BRS agar, DeMan-
Rogosa-Sharpe (MRS) agar (Toscano et al., 2015), modifikovany Wilkins-Chalgren agar
s ptidavkem ledové kyseliny octové (1 ml/l) a mupirocinu (100 mg/l), modifikovany agar s
ledovou kyselinou octovou (1 ml/l) a mupirocinem (100 mg/l) (Rada and Petr, 2000), nebo
MRS agar, ke kterému je pfidan 0,05% L-cystein (Wei et al., 2016) a mupirocin-mucin agar
(MM agar) (Pechar et al., 2014).
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3.5.2 Identifikace bifidobakterii pomoci detekce enzymu F6PPK

Jak jiz bylo zminéno vyse, pro rod Bifidobacterium je typicky vlastni metabolismus
sacharid. Hexdzy $tépi pomoci enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy (F6PPK). Diky této
vlastnosti miizeme urcit jeho rodovou identifikaci. Pro tento test kultivujeme mikroorganismy
anaerobn¢ v anaerobni komote s bujonem TPY pfti teploté¢ 37 °C po dobu 42 hodin. Poté je
mozné buiky odstfedit. Vznikla peleta se necha dvakrat promyt roztokem fosfatového pufiu
a bunkky se v pufru suspenduji. Buiiky jsou rozruSeny sonikaci v ledu. Supernatant se smisi
s roztokem floridu sodného, jodacetatu a destilované vody v ur€itém poméru a 7 frukt6zo-6-
fosfatu s H2O. Po 30 minutach inkubace pfi teploté¢ 37 °C je reakce ukonCena ptridanim
roztoku hydroxylamin hydrochloridu, H,O a hydroxidu sodného. Smés je udrzovana pii
pokojové teploté, poté jsou piidany roztoky TCA (kyseliny trichloroctové) a HCl. Nakonec je
pridan 5% FeCls.6H; rozpustény v HCl. Vznik Cerveno-fialové barvy bezprostfedné po
protiepavani zkumavky indikuje ptitomnost fructoso-6-fosfat fosfoketolasy (Vlkova et al.,

2002).

3.5.3 MALDI TOF

MALDI TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization) je laserova desorpéni
ionizace pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) s analyzatorem Time od flight (TOF).
Metoda je povazovana za rychlou, piesnou a vhodnou k identifikaci mikroorganismi.
Technologie vytvaii charakteristické hmotnostni spektroskopie, ,,otisky prsta“, které jsou
jedinecné pro kazdy mikroorganismus. Mohou tak slouzit k mikrobialni identifikaci na irovni
rodu a druhu (Croxatto et al., 2012).

MS byla dfive pouzivana zejména v odvétvi chemie. V roce 1975 némecti védci
Anhalt a Fenselau navrhli, Ze 1 charakteristiku bakterii Ize vyjadrit touto metodou. Byli prvni,
ktefi zaznamenali hmotnostni spektra z bakterialnich extraktd z riznych roda a riznych druht
(Anhalt and Fenselau, 1975).

Diky jednoduchosti metody je hojné vyuzivana v diagnostickych mikrobiologickych
laboratotich, kde slouzi k identifikaci klinicky vyznamnych bakterii. Metoda byla podle
prizkumu z 95,4 % spravna. Jednou z velkych vyhod je identifikace béhem nékolika minut
(Seng et al, 2009). Dalsi nespornou vyhodou je malé mnozstvi bakterii potiebné
k identifikaci (Bizzini and Greub, 2010).

Metoda byla pouzita pro charakterizaci Siroké Skaly mikroorganismi, jako jsou

bakterie, plisné nebo viry (Giebel et al.,, 2010). Je pouzitelna pro aerobni, fakultativné
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anaerobni 1 striktné anaerobni bakterie. NasSla si proto uplatnéni i pfi identifikaci bifidobakterii
(Veloo et al., 2014).

Princip metody spociva v pievedeni vysokomolekularni latky do plynné faze. Vzorek
je ozaten laserovym paprskem (Jurinke et al., 2004). Pomoci hmotnostniho analyzatoru jsou
ionty oddéleny podle poméru hmotnost/naboj. Nakonec pomoci detekéniho zafizeni pro
sledovani oddélenych iontli jsou vytvofena spektra. Ta se skladaji z jednotlivych pikd na

zaklad¢ velikosti a intenzity uvolnénych proteinti (Croxatto et al., 2012).

3.5.4 Geneticka analyza bifidobakterii

K identifikaci bifidobakterii bylo navrZzeno nékolik molekularnich technik. VétSina
identifikaci je zaloZena na analyze 16S rRNA genové sekvence. Zakladnim pozadavkem pro
analytické molekularné biologické metody je izolovana genomicka DNA. Pro piesné testy je

zapotiebi mit DNA v dostate¢né Cistoté a mnoZzstvi.

3.5.4.1 lzolace DNA z ¢istych kultur

Toto je popis jedné z moznosti. V soucasné dobé¢ je na trhu celd fada komercnich kyta,
které se lisi. Pro zjisténi bifidobakterii je zapotiebi izolovat DNA ze vzorku. Protoze mnozstvi
genetické informace neni ve vzorku obsazeno ve velkém mnozstvi, musi se pfi vybéru metody
dbat na jeji citlivost. Pfipadné necistoty mohou negativné ovlivnit pribéh reakci. Diilezita je
také kvalita templatové DNA. Prvnim krokem je inkubace navazeného vzorku s lyzovym
pufrem, ve kterém se nachdzeji sterilni zirkonové kulicky. Lyzou bunék se rozrusi bunécna
sténa a nasledn¢ jsou vzorky homogenizovany a inkubovany do dalsi bunécné lyzy. Diky
tomu ziskdme supernatanty. K tém je pfidan acetdt amonny. Po promichani a inkubaci se
piida isopropanol a vzorek se nechéd opé€t inkubovat, tentokrat ovSem na ledu. Po tomto kroku
odstranime supernatant pomoci aspirace. Ziskané pelety jsou promyty etanolem a vysuSeny ve
vakuu, poté jsou rozpustény v TE pufru. Diky dalsim krokim, jako je pfidani
deoxyrionukledzy, protedzy, pufru, etanolu a ukoniim centrifugace a inkubace ziskame

vzorek DNA. Ten je tieba uchovavat nejlépe pti teplotach -20 °C (Yu and Morrison, 2004).
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3.5.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zkratka PCR pochazi z anglického slovniho spojeni Polymerase Chain Reaction.
Prvni, kdo objevil princip metody, byl Kary Mullis, a to roku 1983 (Mullis, 1990).

Kazdy test PCR vyzaduje pritomnost templatové DNA, primert, nukleotidi a DNA
polymerazy. DNA polymeraza je klicovy enzym, ktery se ucastni replikace DNA tim, Ze
spojuje jednotlivé nukleotidy.

Mezi nukleotidy patii ¢tyfi baze - adenin, thymin, cytosin a guanin se zkratkami A, T,
C, G. Ty putisobi jako zakladni stavebni kameny, které jsou pouzivany DNA polymerazou pro
vytvofeni vysledného nového ftetézce. Primery jsou kratké fragmenty DNA, které maji
stanovenou sekvenci komplementarni k cilové DNA.

Vyse uvedené slozky se smisi ve zkumavce a poté se umisti do termocykléru. Ten mé
tepelny blok s otvory, do kterych jsou vlozeny zkumavky, v nichZ je namichand PCR reak¢ni
smés. Pristroj zvySuje a snizuje teplotu bloku v naprogramovanych krocich (Weier and Gray,
1988).

Principem této metody je opakovand tizena denaturace dvouretézové DNA. Po tomto
kroku nasleduje renaturace jednotlivych fetézii pomoci oligonukleotidi. Ty slouzi jako
primery pro syntézu nového fetézce DNA. Amplifikace DNA probihd v cyklech. Pro analyzu
lze pouzit krev, kGzi, vlasy, sliny i mikroby. PCR je povazovadna za velmi citlivy test, ke
zkoumani je tedy zapotiebi pouze mala ¢ast DNA.

Denaturace

Denaturace je prvnim krokem PCR reakce. Reak¢éni roztok se zahieje nad teplotu tani
dvou komplementarnich fetézci DNA. To zpisobi rozpadnuti vodikovych mustkli mezi
vlakny DNA. Pocatecni teplota pied samotnou denaturaci je 94 °C a vice, ktera trva 3 minuty.
Samotna denaturace probiha v opakujicich se cyklech pii stejné teploté po dobu 45 vtefin
(Wagpner et al., 2015).

Hybridizace

Po rozdéleni DNA se teplota v termocykléru snizi napt. na 55 °C (teplota podle ptesné
ptedepsanych podminek). Ta je vhodna pro nasednuti specifickych primert, které se navazi
na segmenty templatové DNA. Tento proces se nazyva hybridizace (annealing) a trva 45
sekund. K nasednuti primert na templatovou DNA dochazi pouze pfi
komplementarni sekvenci. Mutze nastat prodlouzeni cyklu pti 72 °C po dobu 90 vtefin
(Wagner et al., 2015).
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Elongace (elongace, extenze)
Elongace je syntéza novych komplementarnich fetézci DNA. Od konce 5 primeru
jsou vazany nukleotidy komplementarni k sekvenci ptivodnich fetézci DNA. Extenze je

provadéna pti teploté 72 °C po dobu 10 minut (Wagner et al., 2015).
Obrazek ¢. 2: Schéma principu PCR (Garibyan and Avashia; 2013)

DNA
) e
Cilova

a’ sekvence

3 | 5

1. cyklus /—
Denaturace i

3. cyklus

Hybridizace @

Elongace 2. cyklus

A

3.5.5.1 Vizualizace PCR

Existuji dva hlavni zpiisoby vizualizace PCR produktl. Prvnim zpisobem je barveni
amplifikovaného DNA produktu chemickym barvivem, jako je ethidiumbromid. Ten se vsune
mezi dvé vldkna duplexu. Druhym zplsobem je oznafeni PCR primert ¢i nukleotidl pred

amplifikaci PCR fluorescencnimi barvivy (fluorofory), jakym je napiiklad GelRed ™.
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Nejcast¢jsi metodou analyzy PCR produktd je pouziti elektroforézy na agarosovém
gelu. Ta oddéluje DNA produkty na zakladé velikosti a naboje.
Vyhody pouziti PCR

Existuje nekolik vyhod PCR. Tato metoda je jednoducha a poskytuje vysledky rychle.
Také sejednd o vysoce citlivou techniku s moznosti vyrdbét mnoho kopii konkrétniho
produktu pro sekvenovani, klonovani nebo analyzu. Citlivost techniky miize ale byt
i nevyhodou, a to vtom, Ze jakakoli forma kontaminace vzorku (i stopova mnozstvi DNA)
muze vést k zavadéjicim vysledkam.

Problém pfti vizualizaci miiZze nastat pfi pouziti primert pouzitych pro PCR. Ty mohou
nasedat nespecificky k sekvencim, které jsou podobné, ale ne zcela identické s cilovou DNA
(Garibyan and Avashia, 2013).

Podobna metoda klasické PCR je druhoveé specificka qPCR, ktera slouzi k identifikaci
bakterii, a navic umoznuje kvantifikaci sledovaného useku DNA v redlném case. Je zndma
také jako Real-time PCR. Ta zaznamenava kazdy cyklus PCR ve skute¢ném case pomoci
sondy — fluorescen¢ni latky (barvivo interkalujici s dvoufetézcovou DNA), ktera je umérna
koncentraci produktu piitomného v reakéni smési. Snimani intenzity fluorescen¢niho zareni
ze sond probihd pomoci programu v pfistroji s detektorem pro snimani fluorescenc¢niho
signalu.

Princip této metody je podobny jako u klasické PCR. Jde tedy o denaturaci templatu,
hybridizaci primert a syntézu novych fetézcu cilového useku DNA v opakujicich se cyklech.
gPCR smés obsahuje navic fluorescencni molekuly. PCR v redlném case je metoda, ktera ma
n¢kolik vyhod oproti konvencni PCR. Témi jsou zvySend rychlost, vyssi citlivost
a nepotiebnost dalSich operaci (napt. s elektroforézou). Jejimi nevyhodami jsou vyssi
pofizovaci cena a vyssi ndklady na analyzu vzorku (Fraga et al., 2008).
Prubéh qPCR
Féaze exponencialni — vysoce specificka, dochdzi ke zdvojndsobeni mnoZstvi ocekdvaného
produktu
Féze linedrni — dochdzi ke zpomaleni reakce, spotiebé jednotlivych komponent reakce, miize
dochazet i k degradaci vzniklych produktii
Plataneu faze — reakce je zastavena, nedochazi k syntéze dal§iho produktu, mlZe nastat
degradace produktu (Fraga et al., 2008).

K presné kvalifikaci je pouZita sonda, nejCastéji fluorescencni barvivo. PouZivaji se

2 typy sond. Prvnim typem jsou nespecifické sondy, mezi které patii fluorescencni kyaninova
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barviva pf. SYBR Green. Druhym typem jsou specifické fluorescenéné znacené sondy (pf.
TagMan™). Ty hybridizuji teplatovu DNA (Hrstka et al., 2013).
Vyhodnocovaci metody

Namétena fluorescence je vynesena proti prislusnému cyklu. Spole¢né tvoii tzv.
amplifika¢ni kiivky, jejichz matematickou analyzou dosahneme kvantifikace produktu.
Dulezitym bodem amplifikacni kiivky je C: (,treshold cycle®). Tento bod znaéi cyklus,
u kterého intenzita fluorescence piekroci prahovou hodnotu detekce. Hodnota C; se nachazi

v exponencidlni fazi. Plati, Ze ¢im vys$$i je vychozi koncentrace templatu, tim diive je

v v

3.5.6 Sangerova metoda sekvenovani DNA

Sangerovo sekvenovani je biochemickd metoda, kterd zkouma potadi jednotlivych
nukleotidi v molekule. Jeji pojmenovani je po objeviteli Frederikovi Sangerovi. Roku 1975
spole¢né¢ s A. Coulsonem popsali metodu pro stanoveni nukleotidové sekvence. Je také
oznacovana jako metoda plus a minus (Sanger and Coulson, 1975) a je znama jako prvni
generace sekvenovani. Princip je obdobny, jako u PCR. Replikace temlatové/jednotetézova
DNA je mnozena pomoci primerti a polymerazy. Primery byly v minulosti oznaCovany
radioaktivnimi latkami, pro viditélnost reakce. VylepSeni metody nastalo pomoci znaceni
fluorescen¢nimi barvivy (Prober et al., 1987) a metoda tak byla zautomatizovana. Reakce
probiha ve 4 zkumavkich. Do kazdé je pridan primer, DNA-polymeraza, templat,
deoxiribonukleotid (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a v kazdé zkumavce je jesté ptidan razny
dideoxynukleotid (ddATP, ddTTP, ddGTP a ddCTP), ktery nema na 3 ‘uhliku—OH skupinu.
Tim je zabranéno dalSimu pfipojeni nukleotidu a reakce je tak u konce (Sanger and Coulson,
1975; Hattori and Sakaki, 1986). Stejné jako u PCR je vizualizace urovedena pomoci
elektroforézy. Na elektroforetickém gelu jsou pustény tyto 4 reakce. Podle délky jednotlivych
fragmentti jsme tak schopni urcit potfadi nukleotidi. To vede ke schopnosti sekvenovani
genomu, v¢etné sekvenovani mikroorganusmi. Tato metoda tak byla pouzita pro sekvenovani
mnoha mikroorganismi v naSem travicim traktu (Zhang et al., 2009). Vyvoj této metody jde
dopftedu, tak uz dnes existuje n€kolik novych technologii na zaklad¢ sangerova sekvenovani.
Obecné jsou tyto metody znamé jako sekvence pfisti generace (NGS — New generation
sequencing). Na rozdil od piedchoziho zptisobu sekvenovani tato nova generace umoziuje

v

rychlejsi a cenové ptiznivejsi sekvenaci vice vzorkil najendou. Mezi systémy nové generace
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patii Roche 454, Solexa (Illumina), SOLID (Applied Biosystems) nebo ABI Solid (Schuster,
2008).
Pomoci NGS byly kvantitativné posouzen dopad stravy na stfevni mikrobiotu u déti

(De Filippo et al., 2010).

3.5.7 DGGE

Elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu (DGGE) je technologie pouzivana
pro detekci rozdili mezi fragmenty DNA o stejné velikosti, ale s riznymi sekvencemi
nukleotidi. Dvouvlaknovd DNA putuje polyakrylovym gelem s mocovinou a formamidem.
Na zakladé jeji molekulové hmotnosti doputuje do ¢asti, ve které dochazi k denaturaci
dvouvldknové DNA na jednovlaknovou. Rychlost denaturace zavisi na poctu vodikovych
mustkli mezi jednotlivymi nukleotidy. Pro elektroforézu se nejCastéji vyuziva konstantni
teplota v rozmezi od 55 do 65 °C (Ercolini, 2004).

DGGE analyza ve spojeni s PCR byla vyuzita i pro detekci nekolika druht
Bifidobacterium. Dusledkem slouceni téchto dvou metod je schopnost rozliSovat i nékolik
nukleotidovych rozdili. Diky tomu byly tak navrzeny dal$i primery, které byly pouzity pro
identifikaci tohoto druhu (Sheu et al., 2013). PCR-DGGE je vyuzitelny pro B. bifidum. (Hong
and Chen, 2007).
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4 Material a metody

4.1 Testovani schopnisti utilizace mucinu bakteriemi rodu Bifidobacterium

Nejpreve bylo tfeba ovetit zda pouze druh B. bifidum ma chopnost utilizace mucinu.
Timto testem se zabyvalo vice praci, ale nejsou jiz aktualni. Je tfeba zmintit Ze za posledni
roky se rod Bifidobakterium rozsitil o nové druhy. Tudiz cela sbirka pfedev§im typovych
kment rodu Bifidobacterium byla otestovana na schopnost ristu na mucinu jako jediném
zdroji uhliku. Podrobny seznam testovanych kment je v pfiloze této DP (Pfiloha ¢&. 1).
Celkem bylo otestovano 68 druhti a poddruhti bifidobakterii. Cerstvé narostlé kultury
bifidobakterii byly testovany v médiu API 50 CHL doplnéném o mucin (20g/l). Nejprve byla
zkontrolovana Cistota narostlych kultur v mikroskopu s fazovym kontrastem, a poté byla
kultura zaockovana do uvedeného média a kultivovana 48 h pti 37 °C. Rist v médiu byl
potvrzen na zaklad¢é barevné zmény, jelikozZ médium obsahuje bromkresolovu ¢erven jako pH
indikator. Ptipadny rast se projevi produkei kyseliny octové a mlécné, a tudiz zménou pH.
Piivodni médium je fialové pii riistu se méni barva na Zlutou.
Tabulka €. 1: Slozeni API 50 CHL media
Polypepton 13 g
Kvasinkovy extrakt 6,5 g
Tween 80 1,3 g
Hydrogenfosfore¢nan draselny 2,6 g
Octan sodny 6,5 g
Slozeni API 50 CHL Diamonium-citrat 2,6 g
medium Siran hofe¢naty 0,26 g
Siran manganaty 0,065 g
Bromkresolova Cerven 0,221
Mucin 9,75 g
Demineralizované voda 1300 ml

pH6,7 7,1

4.2 Puvod vzorkii stolice pro detekci B. bifidum

V této studii byly pouzité vzorky darcl rozdéleny do skupin. Do prvni skupiny byly

zatazeny darci s dospélou mikrobiotou. Tato skupina byla dale rozdélena podle rozdilnosti
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diet. Obsahovala jak jedince s konvencni stravou, tak jedince se stravou vegetaridnskou. Do
druhé skupiny byly zatfazeny jedinci (détsti pacienti) trpici Crohnovou chorobou, kterym byla

po dobu 6 tydnli podavana pouze enteralni vyziva.

4.2.1 Pivod vzorki od zdravych darci (vegetarianska a konven¢ni dieta)

Vzorky stolice téchto darct byly ziskany pro ptedchozi analyzy zahrnuté do studii
provadénych na katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (KMVD). Celkem bylo 20 darcu,
které jsme rozdélili do skupin podle jejich stravovacich navykd. Prvni skupina, kterd se
stravovala konven¢ni dietou, obsahovala 10 jedinct (9 dospélych a jedno dité ve veku 7 let).
Tato skupina lidi nevyfazovala ze svého jidelnicku Zadné bézné potraviny, které se u nas
konzumuji. Druha skupina stravujici-se vegetaridnskou stravou obsahovala také 10 darci.
U této skupiny bylo 9 dospélych jedincu a jedno dité ve véku 7 let. Popis jednotlivych darct
je uveden v tabulce nize. Vlastni rozbor a kultivace stolice darct na selektivnich médiich byl

vykonéan v minulych letech na KMVD a jeho vysledky vyuzity pro potieby bakalarské prace

studentky Evy Mrackové.
Tabulka €. 2: Popis darcii a rozdéleni stravy na vegetarianskou (V) a konvencni (M)
Oznaceni vzorku Typ stravy Pohlavi Vék

V1 vegetarianska zena 32
V2 vegetarianska zena 34
V3 vegetarianska zena 7
V4 vegetarianska zena 32
V5 vegetarianska muz 39
V6 vegetarianska zena 27
V7 vegetarianska zena 30
V8 vegetarianska zena 36
V9 vegetarianska Zena 21
V10 vegetarianska zena 33
M1 konvenc¢ni Zena 28
M2 konvenc¢ni zena 29
M3 konvenc¢ni muz 50
M4 konvenc¢ni zena 22
M5 konvenc¢ni muz 7
M6 konvenc¢ni zena 24
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M7

M8

M9
M10

konvenéni
konvenéni
konvenéni

konvenéni

muz
zena
zena

zena

24
36
36
26

4.2.2 Pilvod vzorki od jedinci trpicich Crochnovou chorobou

Druha skupina jedinci byla sloZena z pacientl trpicich Crohnovou chorobou. Vzorky
byly odebrany ve spolupraci s fakultni nemocnici Motol. Jednalo se o détské pacienty, u
kterych byla diagnostikovana Crohnova choroba a jako zptusob mozné 1écby je zvolena 6
tydenni dieta, tedy formou enterarni vyzivy. V ramci testovani byly vzorky pacienti pouzity

také na testovani pfitomnosti B. bifidum ve stolici. Odbéry byly provedeny pied zahajenim

diety (0. odbér) a po 6. tydnech.

Tabulka ¢. 3: Popis pacientti

Inicialy pacienta  Vék Pohlavi Cislo vzorku
D. L. 15 muz la,b
V. S. 11 muz 2a,b
F.C. 18 Mmuz 3a
D.D. 17 muz 4ab
V. H. 10 muz 5a,b
J. H. 12 muz 6ab

a - 0. odbér stolice, b - 6. tyden odbéru stolice

U pacienta s inicialy F. C. je zahrnut pouze 0. odbér. Ke zpracovani byl zafazen z dtivodu odlisnosti od jinych

vzorki (ve vzorku byla pfitomna krev).
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4.3 Tzolace bakterialni DNA ze stolice

Pro detekci bakterii pomoci PCR/ gqPCR je zapotiebi izolace bakteridlni DNA ze

vzorku stolice.

Postup izolace DNA s pouzitim kitd Fast Prep (modifikace protokolu pro pudu) je

popsan na nasledujici strance:

1.

2
3.
4

o

10.
11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.

Navazime 500 mg vzorku stolice do zkumavky Lysing Matrix E

. Pfidame 978 pul Sodium Phosphate Buffer (fosfat sodny)

Piidame 122 pl MT Buffer

Homegenizujeme v piistroji FastPrep® po dobu 40 sekund pfi nastaveni rychlosti na
5,0. Tento proces zopakujeme jesté jednou.

Centrifugujeme pti 14 000 otackach po dobu 10 minut.

Pfelijeme supernatant do Cisté 2,0 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Pfidame 250 pl
PPS (Protein Precipitation Solution) a smés 10krat protiepanim promichame.
Centrifugujeme pti 14 000 otackdch po 10 minut. Po centrifugaci ptepipetujeme
supernatant do ¢istych 15 ml zkumavek. Peleta je zbytkem nezadoucich proteint.

Do kazdé 15 ml zkumavky se supernatantem piidame po 1 ml Binding Matrix.

Ruc¢né promichavame preklapénim obsah zkumavky po dobu 2 minut a nasledné
nechame 10 minut obsah zkumavky sedimentovat.

Odstranime 800 pl z vrchni ¢asti supernatantu.

Ve zbylém supernatantu rozmichame peletu. Pfepipetujeme piiblizné 650 ul do
zkumavek s filtrem (SPIN). Zkumavky nechame zcetrifugovat pii 14 000 otackach po
dobu 1 minuty. Nasledné odstranime supernatant pod filtrem do odpadu.

Pfidame 500 pl roztoku SEWS-M.

Sto¢ime 1 minutu pii 14 000 a odstranime zbytky.

Opét centrifugujeme po dobu 2 minut pii 14 000 otakach. Nasledné pielijeme do
nové zkumavky a nechdme 5 minut na vzduchu (odpateni ethanolu).

Rozmélnime ve 100 pl | apyrogenni vodé.

Stoc¢ime 1 minutu pii 14 000 otackach.

Odstranime SPIN filtr, ve zkumavce mame izolovanou DNA

Kvantita mnozstvi a Cistota vyizolované DNA byla posléze méfena na piistroji —

Spektrometr (ND-1000, NanoDrop®) a nasledné nafedéna na koncetraci cca 25 ng/ pl.
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4.4 Polymerazova rezétova rekace (PCR)

Vyizolovana bakteridlni DNA byla podrobena polymerdzové fetézové reakci (PCR)
S pouzitim rodové a druhové specifickych primert. Pro reakci bylo zapotiebi michani reakéni
smési, ktera se skladala z komponenti, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 spole¢né s jejim
mnozstvim. Ptiprava primeri byla piipravena podle navodu od vyrobce. PCR smés byla

ptipravena v objemu 25 pl na reakci.

Tabulka ¢. 4: Obsah reak¢ni smési pro PCR

Slozka Mnozstvi
PCR mix (ThermoScientific) 12,5 ul
Primer 1 1 ul (konc. 10 pmol)
Primer 2 1 ul (konc. 10 pmol)
Deonizovana voda (ThermoScientific) 9,5 ul
DNA 1 ul (15-50 ng/ pl)
Celkem 25 ul

Pro rodove specifickou PCR byly pouzity primery Bif 164 a Bif 662 podle (Kok et al.
1996). Pro PCR na trovni druhu B.bifidum byly pouzity primery BiBIF1 a BiBIF2 podle

Matsuki et al. (1998). Informace o jednotlivych primerech jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.

Tabulka ¢. 5: Popis primerd pouzivanych pro PCR

PCR
) ) Teplota
Primer Species Sekvence nukleotidu ) product
annealingu
(bp)
Bif164 | gifidobacteriu GGGTGGTAATGCCGGATG
59 °C 523
Bif662 m Sp. CCACCGTTACACCGGGAA
BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG
B. bifidum 59 °C 278
BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA
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Jendotlivé namichané vzorky byly umistény do Termocykleru (Biometra), kde byl
nastaven teplotni program pro B. bifidum. Pro pocatecni denaturaci byla nastavena teplota
95 °C po dobu 5 minut. PCR reakce probihala v 35 cyklech, kdy denaturace trvajici 1 minutu
byla pii teploté 95 °C, annealing trval také po dobu 1 minuty pii 59 °C a i elongace probihala
pti 72 °C téz 1 minutu. Konecnd elongace méla stejnou teplotu, jen trvala 8 minut.
Pro vizualizaci PCR produktii byla pouzita elektroforéza s agar6zovym gelem. Postup pro

ptipravu gelu je popsanan zde:

Agaréza 1 g (Serva)

100 mL 0,75 koncentrovaného TAE pufru (Serva)

Povareni 3 minuty V mikrovlné troubég, v poloviné promichat
Pridani 5 ul/100 ml Gel Red (Biotum)

30 min. nechat utuhnot

T

4.5 Pouzita média pro detekci bifidobakterii ve stolici

Ke zjisténi pritomnosti a poctu bifidobakterii byly pouzity 3 rizné média. Jednalo se
0 agary: modifikovany Wilkins-Chalgren agar s piidavkem ledové kyseliny octové a
mupirocinu (WSP), jiz uvedeny modifikovany WSP agar navic s norfoxacinem (Bif-NORF)

a agar s mucinem (typu IHI).

Piiprava agaru zacina rozpusténim Wilkins-Chalgren agaru v destilované vodé
s pridanim sojového peptonu, cysteinu, a tweenu. VSe je potieba dobie rozmichat, rozvarit a
sterilovat. Po vytemperovani na 48 °C je pfidan mupirocin a smés je opét promichana. Pro

modifikovany agar s norfoflaxinem je postup i slozeni stejné, jen je pfidan nofoflaxin.
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Tabulka ¢. 1: Média pro rist bifidobakterii

Podminky
Médium ] SlozZeni selektivniho média na 1000 ml
kultivace

Wilkins-Chalgren
1000 mL (WSP Mup
agar pro

48 h, 43 g Wilkins-Chalgren anaerob agar (OXOID), 5 g Sojovy
anaerobni, pepton (OXOID), 0,5g Cystein (OXOID), 1 ml Tween
. ) pti 37 °C  (Sigma), 100 mg Mupirocin, 100 pl ledova kys. octova
Bifidubacterium sp.)

Modifikovany agar L
43 g Wilkins-Chalgren anaerob agar (OXOID, UK), 5 g

s norfloxaciner en Sojovy (OXOID), 0,5 g Cystein (OXOID), 100
) . oJovy pepton , 0,5 g Cysten , mg
1000 mL (Bif- anaerobni, o .
. Mupirocin, 1 ml Tween (Sigma) 1 g Norfloxacin, 100 pl
NORF pro pii 37 °C

. . ledova kys. octova,
Bifidobacterium sp.)

B.bifidum

_ 48 h, 20 g Mucin (Sigma-Aldrich), 5 g Sojovy pepton (OXOID),
S mucinem 1000

anaerobni, 0,25 g Cystein (OXOID), 0,1 ml Tween (Sigma), 2,5 ¢

mL (Mucinovy _ . . .
pii 37 °C  kvasinkovy extract, 5 g Tripton, 100 mg Mupirocin

agar pro B.bifidum)

4.6 Postup rozboru stolice

Pro rozbor stolice byla pfipravena série roztokl s postupné se snizujici koncentraci —
fedici fady s fedicim roztokem (Peptonova voda). Pro prvni fedéni byl pouzit vzorek stolice v
puvodni zkumavce. Tato zkumavka byla zvdzena a ze ziskané hmotnosti jsme odecetli
hmostnost zkumavky pfed odbérem vzorku. Vypoctené ¢islo jsme podélili ¢islem 1 a ziskali
tak vysledek mnozstvi vzorku, které bylo pfevedeno z prvniho do druhého fedéni. Nasledné
byl vzdy odebran 1 ml promichaného vzorku z vy$s$iho fedéni do nasledujici zkumavky
(niz$iho fedéni). Takto se pokraovalo az do posledni zkumavky. Pocet fedicich zkumavek

byl stanoven na zéklad¢é zkuSenosti s narustem konktrétnich MO.
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Obrazek & 5: Redici fada (http://classroom.sdmesa.edu/eschmid/Lecture4-Microbio.htm)

1ml iml 1ml 1ml

2N T RN

Vzorek 1:10 1:100 1:1000 1:10 000

Z jednotlivych tedéni byl odebran 1 ml vzorku sterilni injek¢ni stiikackou. Toto
mnozstvi bylo pfevedeno na Petriho misky a zalito agarem. Pro rovnomerné rozmiseni vzorku
Vv agaru jsme pomoci krouzivého pohybu promichali vzorek. Pro rozbor bylo zapotiebi

pracovat ve sterilnim prosttedi, které jsme dosahli pomoci plamene a sterilnich pomticek.

Pro rast bifidobakterii je potfebné nechat kultivovat misky za anaerobnich podminek

pomoci vyvijeCe anaerobni atmosféry (AnaeroPack, Thermo Scientific) pti 37 °C 48 hodin.

Po kultivaci byly stanoveny pocty mikroorganismi. Vysledek je vyjadien

Vv jednotkach KTJ (kolonie tvofici jednotku) a piepocet je vyjadiev ve vzorci nize.

[[Z alJ;TC]-lO”]:y- 10" log y=xx

KTl=y - 10™*

a, b ,c — soucet v8ech kolonii spoéitanych na vybranych plotnach
111 — Pocet ploten pouzitych pro vypocet (kazda plotna 1), v idealnim piipadé byly pouzity 3 plotny
n — ¢islo nejvyssiho fedéni (pocet fedéni, které bylo pouzito u plotny c)

Pro ovéfeni selektivity jednotlivych médii byly provedeny preparaty. Na podlozni
sklicko byla prevedana kapka vzorku (kapka sterilni vody a kolonie; anebo kapka Cisté
kultury narostké v bujonu), které bylo zakryto sklickem krycim. Pomoci fazového

kontrastniho mikroskopu se zvétsenim 400x byla zaznamenana morfologie a Cistota vzorku.
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4.7 Priprava Cistych kultur

Po stanoveni poctu narostlych kolonii byly vybrdny jednotlivé narostlé kolonie
odlisného tvaru z Petriho misek s agarem s mucinem a WSP. Tyto kolonie byly pomoci
sterilnich klicek prevedeny do zkumavek obsahujici zivny bujon (slozeni obdobné jako WSP
agar, ale tekuté médium, které neobsahuje agar). Zkumavky s izolaty byly inkubovany
Vv termosatu po dobu 24 hodin. Takto pfipravené Cisté kultury byly pouzity pro identifikaci
pomoci MALDI TOF MS a pro dalsi ptipadné testovani.

4.8 Kontrola selektivity mucinového média

Pro kontrolu byla provedena zkouska selektivity mucinového agaru byly jednotlivé
bididobakterialni izolaty z tohoto agaru kultivovany jako ¢ista (jednotna) kultura na médiu
API 50 CHL doplnéném o mucin (20g/l). Postup byl shodny jako pfi testovani sbirkovych
kultur bifidobakterii.

4.9 Identifikace izolati pomoci MALDI TOF MS

1 ml &isté kultury, které bylo piipraveno po rozboru stolice, byl pfeveden do
Eppendorf zkumavky a zcentrifugovan 3 minuty pfi max. otackach. Po cetrifugaci byl slit
supernatant do odpadu a K pelet¢ ptidan 500 pl 70% ethanol. Smés byla promichana
a stoCena. Supernatant byl opét slit do odpadu a zbyly ethanol odpipetvan. K peleté ve
zkumavce bylo ptidano 20 ul 70% kyseliny mravenc¢i a pomoci pipety byl vzorek promichan
ve smési. K tomu pak byl ptidan a promichan 100% acetonitril v mnozstvi 20 ul. Nasledné
byla smés centrifugovana. Na piipravenou ,,MALDI desticku®“ byl napipetovan 1 pul
supernatantu ve dvou opakovani slouzici pro kontrolu. Po uschnuti nanesené kapky byl ptidan

1 ul MALDI matrice. Tim byly vzorky ptipraveny K identifikaci a vloZeny do pfistroje.
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5 Vysledky

5.1 API testovani Cistych kultur

Celkové bylo otestovano 68 izolati. Jednalo se o izolaty piredevsim z TT ¢lovéka, jako
je B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. longum ssp. longum. nebo
B. pseudocatenulatum. Do testovani byly zafazené také, ale izolaty pochazejici z hmyzu. Pro
testovani byla napiiklad pouzita bakterie B. asteroides, ktera pochazela z TT vcel
a B. bohemicum pochazejici ze ¢melaka. Také byly do testovani zafazeny zvifeci
bifidobakterie, které pochazely od primati, jakozto nejblizs§i geneticky pfibuzni zvarata.
Piikladem je B. moukalabense, ktera byla izolovany ze stolice gorily.

I pfes variabilitu pivodu izoldtu a noveé testované druhy, pouze izolaty druhu
B. bifidum (ATCC 29521, DSMZ 20215, DSMZ 20239, DSMZ 20456 a DSMZ 20082) byly
schopni utilizace mucinu, coz se projevilo zménou barvy (z temné fialové na zlutou). Test byl

proveden ve dvou kopiich.

5.2 Vysledky detekce pomoci rodové a druhové specifické PCR
5.2.1 Ovérovani pouzitych primera

Pied samotnou identifikaci B. bifidum u vzorkt vegetarianti a konzumenta stravujici se
konvenéné, byly ovéfeny primery BBIF1 a BBIF2 na nékterych bifidobakteriich a jinych
druzich ze sbirky kment, které jsou k dispozici na KMVD. Jednalo se o druhy typické pro
travici trakt ¢lovéka. U druhu jako je B longum byly pouzity vSechny jeho dostupné
poddruhy.

Tento test zjistil, ze tyto primery jsou skute¢né druhové specifické pro B. bifidum.
Nedos$lo k zadné jiné pozitivni reakci s ostratnimi testovanymi druhy bifidobakterii. Navic
pozitivni vysledek byl zaznamenan nejen u typového kmene B. bifidum DSMZ 20456, ale i u
ostatnich sbirkovych kmend jako B. bifidum DSMZ 20082 a B. bifidum DSMZ 20215. Pro
ovéfeni byly pouzity také kmeny Lactobacillus sp. a Clostridum sp., kde byla opét negativni

reakce.
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Tabulka €. 6: Ovéfeni pfimert na sbirce MO

Kmen Vysledek Kmen Vysledek
reakce reakce

B. longum subsp. longum DSMZ - B. pseudocatenulatum -

20219 DSMZ 20438

B.longum subsp. infantis DSMZ - -
B. pseudolongum 20099

20088

B. longum subsp. suillum DSMZ - -
B. globosum 20092

28597

B. longum subsp. suis DSMZ - _ -
B. adoslescentis 20087

20211

B. animalis subsp. animalis DSMZ - ) -
B. adolescentis 4987

20104

B. animalis subsp. lactis DSMZ - -
B. longum 10/1

10140

B. bifidum DSMZ 20456 + B. longum10/11 -

B. bifidum DSMZ 20082 + B. longum10/5 -

- B. animalis subsp. lactic -

B. breve DSMZ 20213
BB12

B. bifidum DSMZ 20215 + Lactobacilus sp. -

B. kashiwanohense DSMZ 21854
B. catenulatum 4989 CCM

Clostridium sp.

DSMZ — némecka sbirka mikroorganismi, CCM — ¢eska sbirka mikrogoranismu

(+) pozitivni vysledek, (-) negativni vysledek

5.2.2 Pritomnost bifidobakterii v zavislosti na ruzném typu diety

Vysledky detekce bifidobakterii ve vzorcich zdavych jedinci (10 vegetariani, 10

konvenéne stravujicich 0sob) ziskané pomoci kultivacné zavislé a nezavislé metody jsou

uvedeny v tab. ¢. 7. Data pochazeji z predchozi studie BuneSova et al. (2017). Identifikace

byla provedena pomoci metody MALDI TOF MS. Tyto data nam slouZila k porovnani s nasi

identifikaci pomoci PCR s rodové specifickym parem primertt BBIF1 a BBIF2. VVzorky DNA

pro nasi identifikaci pochazely ze stejného vzorku stolice, jako tomu bylo u identifikace

pomoci MALDI TOF MS.
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Tabulka ¢. 7: Detekce bifidobakterii pomoci kultivace s naslednou identifikaci izolatl metodou MALDI TOF MS

ve vzorcich zdravych darct (10 vegetarianti — V, 10 omnivorti - M) (Bunesova et al., 2017)

Vegetarianska
strava
V1 B. adolescentis (5), B. longum (5)
V2 B. adolescentis (6,) B. longum (4)
V3 B. adolescentis (5), B. catenulatum (1), B. longum (4)
V4 B. bifidum (5), B. longum (5)
V5 B. adolescentis (6), B. longum (4)
V6 B. longum (10)
V7 B. adolescentis (5), B. longum (5)
V8 B. adolescentis (5), B. bifidum (1), B.catenulatum (1), B. longum (3)
V9 B. adolescentis (4), B.catenulatum (1), B. longum (5)
V10 B. longum (5), B. pseudocatenulatum (1)
Konven¢ni strava
M1 B. adolescentis (6), B. longum (4)
M2 B. adolescentis (4), B. longum (6)
M3 B. adolescentis (8), B. bifidum (1), B. longum (1)
M4 B. animalis ssp. lactic (10)
M5 B. catenulatum (1), B. longum (9)
M6 B. adolescentis (1), B. catenulatum (5), B. longum (4)
M7 B. longum (10)
M8 B. adolescentis (2), B. longum (8)
M9 B. adolescentis (7), B. longum (3)
M10 B. adolescentis (6), B. catenulatum (1), B. longum (3)

Cislo v zavorce znaroznuje pocet opakujicich se izolati

U 10 vegetariani byla, pomoci PCR s rodové specifickymi primery, zjisténa
ptitomnost bifidobakterii u vSech darct (tab. ¢. 8). Vék darct se pohyboval od 7 do 39 let a
Cast&j§i darci byly Zeny. Ptitomnost B. bifidum v ziskané DNA byla pomoci specifickych
primert pro tento druh potvrzena u 4 darct. Pro porovnani s tabulkou ¢.7 miizeme pozorovat,
ze detekce B. bifidum pomoci PCR za pouziti specifickych primerti byla zde Castéjsi. Pti

identifikaci pomoci MLADI TOF MS byla ptitomnost této bakterie niz$i, a to pouze ve dvou
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ptipadech. Nachazela se u vzorku V4 a V8. Pii PCR metod¢ byla schodna detekce, ale jesté

k tomu vykazoval ptitomnost B. bifidum vzorek s ozna¢enim V5 a V9.

Tabulka ¢. 8: Vysledek identifikace pomoci PCR se specifickymi primery u vegetariant

Oznaceni Identifikace pomoci kultiva¢né Identifikace pomoci kultiva¢né
vzorku vazané detekce pomoci PCR za vazané detekce pomoci PCR za
pouziti specifickych primeri pro pouziti specifickych primeri pro
Bifidobacterium spp. B. bifidum

Vi + -

V2 + -

V3 i+ -

v4 + +

V5 i +

V6 + -

V7 + -

V8 + +

V9 i +

V10 + -

(+) pozitivni vysledek, (-) negativni vysledek

Stejny postup jako u vegetarianii byl pouzit i pro vzorky pochazejici od darct, kteti se
stravovali konven¢ni dietou. VSech 10 vzorku vykazovalo ptitomnost Bifidobacterium spp.,
ale jen u 4 vzorka byl pfitomen druh B. bifidum. Opét pro srovnani s tabulkou ¢. 7, mizeme
fici, ze PCR metoda pro idetifikaci byla citlivéjsi. ldentifikace pomoci MALDI TOF MS bylo
detekovano B. bifidum pouze u jednoho jedince (vzorek M3). V piipad¢ identifikace pomoci
PCR byla pfitomnost vyssi a to u 4 vzorkil. Jednalo se o vzorky s ozna¢enim M3, M5, M6 a

M10.

47



Tabulka ¢. 9: Vysledek identifikace pomoci PCR se specifickymi primery u omnivorti

Oznaceni Identifikace pomoci kultivacné Identifikace pomoci kultiva¢né
vzorku vazané detekce pomoci PCR za vazané detekce pomoci PCR za

pouZziti specifického primeru pro  pouZziti specifického primeru pro B.

Bifidobacterium spp. bifidum
M1 + -
M2 + :
M3 + +
M4 + -
M5 + +
M6 + +
M7 + -
M8 + :
M9 + -
M10 + +

(+) pozitivni vysledek, (-) negativni vysledek

Z nasich vysledka vyplyva, ze PCR metoda je citlivéjsi, nez kultivacné zavisla metoda
detekce. Pti pouziti stejnych vzorka od jednich darci PCR detekovala pfitomnost B. bifidum
celkem u 8 vzorkl, znichz 4 patiily vegetarianim a 4 omnivoram. Metoda Kultivace
s naslednou identifikaci MALDI TOF MS zaznamenala piitomnost této bakterie pouze
u 3 vzorkt, z nichz 2 vzorky patfily osobam stravujici se vyhradné vegetaridsnkou stravou
a 1 vzorek patfil osob¢, ktera se stravovala konvencni stravou.

V piipad¢ identifikace bakterii na urovni rodu obé metody detekovali u vSech jedinci
piitomnost Bifidobacterium spp. V ptipad¢ kultivace s naslednou identifikaci pomoci metody
MALDI TOF MS bylo zjisténo nejvice B. longum, ktery se nachéazel celkem u 19 osob
(celkem z 20). Druhym druhem, ktery byl nejzastoupenéj$i u obou typl stravovani, byla
bakterie B. adolescentis. Ta se nachazela u celkem u 14 osob (7 vegetarianti, 7 omnivort).

Z vyzkumu vyplyva, Ze rozdilny typ stravovani (vegetaridni vs. omnivoii) nemd vliv na
kvantitativni osidleni B. bifidum v TT ¢lovéka. V ptipadé zavislosti pfitomnosti B. bifidum na
véku konzumanta, nelze tvrdit, ze déti skolniho v&€ku maji vyssi vyskyt této bakterie. V obou
skupinach se nachézel jedinec ve veéku 7 let. V pfipadé vegetariana (vzorek V3) nebyla

ptitomna tato bakterie ve vzorku. U ditéte stravujici-se konvencni stravou (vzorek M5) byla
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bakterie identifikovana. Z divodu malého poctu détskych darct nelze vyvodit vysledky. Proto

by bylo vhodné k dal§imt vyzkumu zahrnout vice détskych darct.

5.3 Pocty a identifikace MO u pacientii s Crohnovou chorobou

Pomoci selektivnich médii jsme urcili poéty bifidobakteri u pacienti s Crohnovou
chorobou. K testovani jsme pouzili 3 typy medii, jejichz slozeni je popsano v metodice
v tabulce ¢. 5. Jednalo se o agary: WSP Mup agar, Bif-NORF agar a Mucinovy agar.
Jednotlivé pocty bifidobaktrerii jsou uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 10. Pro agary WSP Mup
a BIf-NORF jsou uvedeny vysledky v log KTJ/g. SloZeni téchto agrarti, spolecné
s anaerobnim prostfedim, by mélo podpofit rist pouze Bifidobacterium spp. Pro selektivitu
B.bifidum byl pouzit agar s piidavkem mucinu. Mucin je zde pouZit jako jediny zdroj uhliku,
a tak by na tomto agaru méla byt narostla pouze tato bifidobakterie (Pechar et al., 2014).
V tomto piipad¢é neni narust uveden klasicky v log KTJ/g. V tabulce je zaznamenano pouze
nejvyssi fedéni s nartistem MO. Pro porovnani s jinymi agary byl nartist MO jen na nizkém
fedéni a Casto se také jednalo 0 nespecificky ojedinély vyskyt. Po otevieni nékterych Petriho
misek byl zaznamendn charakteristicky zapach, ktery pravdépodobné patiil klostridiim.
Z nejvyssiho fedéni s narustem byly vytvofeny preparaty, z kterych bylo pomoci mikroskopu
usouzeno, ze se nejedna dle morfologie pravdépodobné o B. bifidum. Na zakladé téchto
poznatkt bylo provedeno otestovani selektivity Mucinového agaru pomoci testu APl CHL
Medium doplnéného o mucin. Test byl uz pfedtim proveden také na Cisté sbirce kment,
kterou vlastni KMVD a naSich Cistych kultur ze vzorku. Viz kapitola 5.1 API testovani
Cistych kultur. Ani jedna naSe vyizolovand kultura z mucinového média nezreagovala
pozitivng, tedy se nejadna o kmeny B. bifidum.

Nejméné MO bylo narostlych na agaru s mucinem. V piipadé Mucinového agaru, kde
narostli MO pouze na nizkém fedéni, a byly zpozorovany zbytky ze stolice, je mozné se
domnivat, Ze v médiu byly jiné¢ zdroje uhliku nez pouze mucin. To mohlo zapfi€init rast
jinych bakterii. Oproti tomu nejvice narostlych MO bylo spo¢teno na WSP agaru. Na Bif-
NORF agaru bylo spo¢teno méné kolonini nez bylo na WSP agaru. Z toho lze usoudit, ze
Z téchto dvou agart je Bif-NORF vice selektivni.

Protoze se jednalo o vzorky pochazejicich od jednich darcii, ale v rtizném stadiu jejich
1écby pomoci diety — enteralni vyzivy (0. a 6. tyden odbéru), zamétili jsme se na mnozstvi
bifidobakterii béhem této diety. Z tabulky je patrné, Zze vzorek z druhého odbéru (6. tyden)

mél méne pritomnych bifidobakterii. Jednalo se o pacienty 1, 2, 4 a6. Pouze u jednoho
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pacienta (s Cislem 5) byl pocet bifidobakterii u druhého odbéru vyssi. Pro vzorek 3a nemame
porovnani dvou odbért. Tento vzorek byl dan do testu z rozdilnosti stolice od ostatnich darcu.
V tomto vzorku, podle subjektivniho zhodnoceni, byla obsazena krev. I pfes tuto rozdilnost
byly pocty podobné, jako u jinych pacientti u 0. odbéru. Vzorek obshahoval pocty v hodnoté

8,6 log KTJ/g pro WSP Mup a 8,5 log KTJ/g pro Bif-NORF.
Tabulka ¢. 10: Pocty MO na riznych typech agart selektivnich pro bifidobakterie

Cislo
WSP Mup Bif-NORF agar Mucinovy agar

vzorku
la 4,51 log KTJ/g < 2 log KTJ/g N. D.
1b <3 log KTJ/g 2 log KTJ/g N. D.
2a 8,51 log KTJ/g 7 log KTJ/g N. D.
2b 3,60 log KTJ/g 3,3 log KTJ/g 10**
3a ** 8,6 log KTJ/g 8,5 log KTJ/g 10°*
4a 8,04 log KTJ/g 8,31 log KTJ/g 10°*
4b 3,96 log KTJ/g 3,30 log KTJ/g 107*
5a 4,30 log KTJ/g 2,30 log KTJ/g 10°*
5b 8,30 log KTJ/g 7,85 log KTJ/g 10%*
6a 4,30 log KTJ/g 3,89 log KTJ/g 10°*
6b <3 log KTJ/g 2,30 log KTJ/g 10%*

* V piipadé média pro B. bifidum nejsou poéty uvedeny jako log KTJ/g, jelikoz se jednalo 0 ¢asto nespecificky

NN

ojedinély vyskyt testovani, tudiz je uvedeno nejvyssi fedéni na, kterém byly kolonie detekovany.
** U vzorku 3 a byl pouzit jen 0. odbér. Tento vzorek byl zatazen do vyzkumu pro rozdilnost vzorku od
ostatnich. Ve stolici byla ptitomna krev, a tak bylo mozné jiné druhové bakterialni zastoupeni.

N. D. - nedetekovano

Pro identifikaci vzorkd pochazejicich od déti trpicich Crohnovou chorobou byla
pouzita metoda kultivace s naslednou identifikaci MALDI TOF MS. Tou bylo zjisténo, Ze na
agaru, ktery ma byt selektivni pouze pro B. bifidum, narostly i jiné druhy bifidobakterii jako je
B. adolescentis , B. catenulatum nebo B. longum. Jako jiné identifikované rody bakterii byly
Anaerococcus sp. Bacteroides sp., Clostridum sp., Enterococcus sp., Parabacteroides a dalsi.
Nejvice byl zaznamenan ve vozrcich B. adolescentis a B. longum, a to u tfi pacientu.
U vzorku 1 a 2 nebyly zjisténé Zadné narostlé kolonie na agaru obsahujici mucin. Detaling;si
vysledky jsou popsany v tabulce ¢. 11.

Narostlé izolaty na WSP Mup agaru obsahovaly obdobné druhy bifidobakterii, jako

byly izolované na agaru obsahujici mucin. Napiiklad u vrozku 2a bylo v obou piipadech
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izolovana B. catenulatum. U vzorku 3a (krvavy vzorek) byla identifikace obdobna na obou
druzich agart. V obou ptipadech byla identifikovana B. longum. V Piipadé¢ izolatu z mucinu
byl jest¢ ktomu identifikovana bakterie Clostridium perfingens. Mezi nejcastéjsi
identifikovanou bakterii narostlou na WSP Mup agaru byla B. catenulatum a to u 5 vzorka.
Druhym nejéastéj$m identifikovanym zastupcem bylo B. longum. Podle této identifikace

nebyla prokazana pritomnost bakterie B. bifidum u zadného z pacienti.

Tabulka ¢. 11: Identifikace MO ze vzorki od pacientti s Crohnovou chorobou

Cislo Identifikace pomoci MALDI TOF MS
vzorku  Izolaty narostlé na agaru WSP Mup [zolaty narostlé na agaru s mucinem
(n=10)
la Clostridium perfringens (2), N. D.
Propionibacterium acnes (1)
1b Propionibacterium acnes (1) N. D.
2a B. catenulatum (10) B. catenulatum (3)

2b B. catenulatum (8), Bacteroides faecis Bacteroides thetaiotamicron (1),
(2 Bactreroides faecis (2), Parabacteroides

distasonis (1)

3a** B.longum (10) B. longum (2), Clostridum perfingens (1)

4a B. adolescentis (7), B. longum (3) B. adolestentis (3), B. longum (1),
Clostrifdum butyricum (1)

4b B. longum (10) B. longum(2)

5a B. adolecentis (8), B. catenulatum (2)  B. adolescentis(2)

5b B. adolecentis (9), B. catenulatum (1)  B. adolescentis (2), Staphylococcus
epidermis (1), Clostridium butyricum(1)

6a B. catenulatum (3) B. catenulatum(1)

6b N. D. Enterococcus faecalis (2), Anaerococcus

vaginalis (1), Staphylococcus epidermis (1)

N. D. - nedetekovano

Detekce bifidobakterii pomoci PCR u pacienti s Crohnovou chorobou
K potvrzeni neptitomnosti B. bifidum u vzorkid pochazejici od détskych darcu byly vzorky
ovéteny pomoci PCR srodové a druhové specifickymi primery sténé jako tomu bylo u

vegetariantt a omnivort. Diky vizualizace PCR produktu na agarozovém gelu jsme zjistili, ze
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ani jeden vzorek neobsahoval B. bifidum a rod Bifidobacterium sp. nebyl pfitomen u vzorki 1
a, 1b a 6 b. Vysledek u vzorku s ¢islem 6 byl rozdilny pro identifikaci pomoci kultivace a
nasledné identifikace pomoci MALDTI TOF, kde byl identifikovan B. catenulatum.
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6 Diskuze

Nejvyssi mnozstvi bifidobakterii nalezneme v kojeneckém veku. Mezi nejCastejSimi
druhy jsou B. longum, B. bifidum, B. breve a B. catenulatum (Turroni et al., 2012). To je dano
jednak ziskani prvnich mikroorganismi béhem porodu, tak stravou, ktera je pro kojence
uréend. Slozky matefského mléka (MM) jsou vhodym substratem pro rast téchto bakterii.
Hlavni slozZkou MM jsou oligosacharidy, jako je glukosa, galaktosa a fukosa. Podle
Chichlowski et al. (2012) praveé oligosacharidy MM podporuji rist urcitych bakterii, kterou je
i B. bifidum. Sroztoucim veékem klesa kvantitativni zastoupeni této bakterie, ale i
ostatnich bakterii z rodu Bifidobacterium sp. V dospélosti jich ma ¢lovék pouze kolem 3 %
z celkového zastoupeni v mikrobioté (Franks et al., 1998). Z této prace vyplyva, ze piitomnost
této bakterie je ve 40 % u zdravych jedincti. Do vyzkumu byli zahrnuti, jak dospéli lidé, tak
déti.

Adheze bakterii na stfevni sténé sliznice je dilezitym pfedpokladem pro kolonizaci
bakterii. To napomaha ke konkurenénim vyhodam v ekosystému (Hansson, 2012). Pravé
mucin, ktery je ochrannou vrstvou v gastrointestinalnim traktu napomaha k ptilnavosti
B. bifidum. Ta diky smym enzymtim dokaZze narusit strukturu mucinu a tak jej vyuzivat jako
jediny zdroj uhliku (Turroni et al., 2010). Pro ostatni bifidobakteric neni tento substrat
vyuzitelny. V minulosti bylo testovano nékolik bifidobakterii na utilizaci mucinu. Proto jsme
do naSeho testovani zahrnuly i druhy, které byly objeveny neddvno, abychom potvrdili
platnost tohoto tvrzeni. V testu bylo zahrnuto 68 izolath. Jednalo se o bifidobakterie
pochazejici z TT ¢lovéka jako jsou B. adolescentis, B. bifidum, B. breve nebo B. catenulatum.
Také jsme testovali druhy, které byly nalezeny v trusu zvifat a hmyzu. Z hmyzu byly
otestovany zejména bifidobakterie pochazejicich ze véel a Cmelakid. Mezi zvifeci
bifidobakterie byly zahrnuty B. animalis pochazejici z vykala krysy, B. lemurum ze stolice
lemura nebo B. boum izolovaného z bachoru skotu. Byly také testovany bifidobakterie, které
pochazely z trusu primati. Jednalo se o B. callitrichos, ktera pochazela z vykalu opice —
kosmanoviti a B. moukalabense pochazejici z gorily. Pomoci testovani API CHL 50 jsme
dokazali, ze pouze druhy B. bifidum ato: ATCC 29521, DSMZ 20215, DSMZ 20239, DSMZ
20456 a DSMZ 20082 dokazou utilizovat mucin. I kdyz bylo dokdzano, Ze jsou
bifodobakterie, které jsou schopni rist na nékterych slozkach mucinu, nedokazi utilizovat
mucin jako celek. Ptikladem je B. breve, ktera ma schopnost rist na substratu ze sacharidi

jako je galaktosa a glukosa, coz jsou pravé slozky mucinu. Pro to, aby mohla tato bakterie
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plné vyuzit mucin jako zdroj uhliku je zapotfebi kombinace spole¢né s B. bifidum (Egan et al.,
2014).

Podle Vendrame et al. (2011) ma sloZeni stravy vliv na mikrobiologické osidleni stiev,
a tak nepfimo pusobi na ochranu zdravi konzumenta. OvSem rozdilnost stravy v zavislosti na
konzumaci masa a masnych vyrobkid nezaznamenal vliv na osidleni Bifidobacterium ani jidé
druhy jako Lactobasillus nebo Eubacterium (Ruengsomwong et al. 2014; Sakova et al.,
2015). To potvrdil i vyzkum od Matijasi¢ et al. (2014), ktery tvrdil, Ze vyS$$i pocty téchto
bakterii jsou ovlivnény pouze vékem. Jedinou nalezenou skupinou bakterii v travicim traktu,
ktera byla osidlena u omnivort ve vy$§im poétu, byly klostridie (Sakova et al., 2015).

Piitomnost B. bifidum byla u dospélych jedinct u 3 ze 17 sledovanych, coz
ptredstavuje v 18 %. Pro déti byla identifikovana tato bakterie v 7 %. Do testu bylo zahrnuto
celkem 15 déti (Gavini et al., 2001). Po rozdéleni lidi podle stravovacich skupin byla
piitomnost B. bifidum u 2 z 10 (20 %) vegetarianskych darcta a u lidi stravujici se konvenéni
stravou u 1 z 10 (10 %) (Bunesova et al., 2017).

Z naSeho vyzkumu vyplynulo, ze vliv stravy nema zasadni vliv na osidleni B. bifidum.
V obou piipadech, jak vegetarianti, tak omnivord, bylo stejné mozstvi darcl, kterym jsme
identifikovali B. bifidum ve vzorku stolice a to ve 40 %. Test byl proveden pomoci PCR
s druhov¢ specifickym parem primera BiBIF 1 a BiBIF 2 podle Matsuki et al. (1998). Podle
Bunesové et al. (2017) pfitomnost bifidobakterii byl u vegetariani i omniori druhoveé
podobny. Mezi nejzastoupenéjsi bakterie patfily B. adolescentis a B.longum. Obé tyto bakterie
se nachazely v pocetném mnozstvi u obou stravovacich skupin. Podle Gavini et al. (2001) je
B. longum jednou z néj¢astéji osidlenych bifidobakterii v TT ¢lovéka. To potvrdil i Matsuki et
al. (2004), ktery identifikoval tuto bakterii u vSech zkoumanych dobrovolniki. Také byly
dale hojné zastoupeny bifidobakterie druhu B. catenulatun, B. adolescentis (Matsuki et al.,
2004).

Nerovnovaha mikroroganismll v travicim traktu ma za nasledek disbidzu, ktera se
muize projevit onemocnénim stiev. Jednou ze zavaznych nemoci postihujici travici trakt je
Crohnova choroba. Pro tito pacienty znamena toto onecmonéni postizeni na cely Zzivot.
Jednou z moznosti 1éCby je enterarni vyziva. Ta je typickd zejména tim, Ze obsahuje méné
vlakniny, a to pfiblizné 10 g/den (Lijoi et al., 2009). Diky tomu nejsou postizena stieva prili§
zatézovana. V1aknina je ovSem spojovana s piiznivymi uéinky (Anderson et al., 2009).

B. bifidum je bakterie, ktera piiznivé pisobi na télo hostitele (Schiffrin et al., 1997; Ko et al.,
1999; Culpepper et al.,, 2016). U pacientti s chrohnovou chorobou bylo zjisténé snizené
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mnozstvi mikrobialni diverzity. Zejména je pak snizen poc¢et MO z rodu Firmicutes (Willing
et al., 2010). Snizené mnozstvi celkovych mikroorganismu, a tedy i rod Bifidobacterium sp.,
muze zpuasobit nerovnovahu stfevni mikrobioty. V nasem vyzkumu byli zahrnuti détsti
pacienti. Z nasich vysledkti vyplynulo, Zze ani jeden pacient neni osidlen druhem B. bifidum.
Naopak byly zjisténé bakterie, které nejsou pro hostitele ptiznivé, jako je Clostridium
perfingens nebo Clostridum butyricum. U téchto pacientt byla vyuzivana lécba nemoci
pomoci enterarni vyzivy. Pro vyzkum byly odebrany vzorky stolice pied nastoupenim diety a
po 6. tydnech. Po kultivaéni metodé pomoci selektivnich medii, jsme zjistili, ze enterarni
vyziva po dobu 6. tydni zpUsobila pokes celkovych bifidobakterii. Z tohoto hlediska je tedy
ziejmé, ze enetararni vyziva nenapomaha ke kvalitativnimu i kvantitavnimu osidleni stfev
bifidobakteriemi.

Pro identifikaci vzorkti ve vyzkumu byla pouzita metoda kultivace s naslednou
identifikaci MALDI TOF MS. Pro kultivaci byl pouzit agar, ktery ma byt selektivni jen pro
druh B. bifidum (Pechar el at., 2014). Z nasledné narostlych kolonii jsme si vytvofili Cisté
kultury, které jsme nechali identifikovat ve dvouch opakovani pomoci MALDI TOF MS.
Pomoci této metody jsme zjisili, Ze na tomto agaru narostli jiné druhy bifidobakterii kterymi
byly B. adolescentis, B. catenulatum a B. longum. Dale na tomto médiu narostly i jiné rody
jako byly Clostridium perfingens, Bacteroides faecis nebo Anaerococcus vaginalis. I pfes to,
ze kultivace byla za anaerobnich podminek, MALDI TOF MS identifikovala u nékterach
izolatt i bakterie, které jsou aerobni. Jednalo se o Staphylococcus epdermis. Nejvice byla
identifikovana B. adolescentis a B. longum, a to u tifi pacientii. Jako jediny pfidany zdroj
uhliku byl mucin. Pravé tento zdroj uhliku dokaze utilizovat pouze druh B. bifidum. Divod,
pro¢ na agaru vyrosly 1 jiné druhy bakterii je zfejmé proto, ze odebirdné izolaty byly
Z nizkého tedéni (na nejvyssSim fedéni, kde byly narostlé kolonie). Na petriho miskach byly
zbytky stolice a tedy mozny dal§i zdroj uhliku, ktery mohly bakterie vyuzit pro sviij rust.

V piipadé¢ WSP Mup agaru, jakozto selektivniho média pro rod Bifidobacterium sp.,
byly bakterie narostlé i na vys$$im fedéni. Proto byla izolace jednotlivych kolonii 1épe
proveditelna. Mnozstvi bakterii se pohybovalo v rozmezi od 3 do 8,51 log KTJ/g vzorku.
Pomoci identifikace metodou MALDI TOF MS byly identifikovany podobné druhy bakterif,
jako na agaru obsahujici mucin. Mezi nejcastéjsi identifikovanou bakterii narostlou na WSP
Mup agaru byla B. catenulatum, ktera se nachazela ato u5 z 11 vzorkd.

Identifikace pomoci PCR s druhové specifickymi primery také nedekovala B. bifidum

u zadného z pacientli. Vysledek z kultivace byl tak podpoten i PCR metodou.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo ovéfeni, zda z rodu Bifidobacterium pouze druh
B. bifidum ma schopnost uzilizace mucinu, detekce druhu B. bifidum na rtiznych skupinach
jedincti rozdélenych podle jejich stravovacich navykd a pacientii trpicich Crohnovou
chorobou, ktefi byli 1é¢eni enterarni vyzivou.

I ptesto, ze se rod Bifidobacterium rozsitil o nové druhy jak lidského, tak zviteciho
puvodu, tak pouze druh B. bifidum je schopen utilizovat mucin.

Metody detekce byly ovlivnéné selektivitou média. Pro stanoveni B. bifidum se
ukazalo, ze citlivéj$i metodou je molekularné-geneticky test (PCR), nez kultivaéné zavislé
metody s vyuzitim selektivnich médii. Pomoci PCR bylo zjisténo, ze ptitomnost B. bifidum
bylo prokazano u 40 % zdravych darct. V tomto ptipadé neméla rozdilnost stravy zadny vliv
na kvalitativni osidléni této bakterie v TT ¢lovéka.

U posledni skupiny sledovanych, coz byly détsti pacienti trpici Crohnovou chorobou,
nebyla prokazana ptitomnost B. bifidum ani u jednoho sledovaného. Béhem Ié¢ebného

postupu pomoci enterarni vyzivy byl zaznamenan pokles celkového rodu Bifidobacterium.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AgnB — alfa-N-acetylglucosaminidasa

anti-TNF alfa — anti-nadorovy nekroticky faktor

BMI — index télesné¢ hmotnosti

bp — purification buffer

CECT — Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo

CLA — konjugovana kyselina linolenova

Ci — ,treshold cycle*

DGGE - Elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu
D-glukoza, D-galaktozu, L-fukosu, N-acetylglukosamin a kyselina sialova.
DNA — deoxyribonukleova kyselina

EC — ¢islo enzymu

EFG — epidermalni rustovy faktor

EngBF — endo-alfa-N-acetylgalactosaminidasa

extracelularni glykosidazy - AFCA a engBF

F6PPK — fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy

GABA — gama aminomaselna kyselina

GlcNAcal-4Gal - N-acetyl-p-d-glucosamin-a-1,4-D-galactosa
HCI — kyselina chlorovodikova

HMOs - oligosacharidy matefského mléka

IBS — Syndrom drazdivého tra¢niku

KMVD - katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky

KTJ — kolonie tvoftici jednotku

MALDI TOF — hmotnostni spektromertie s priletovym analyzatorem
MM — matetské mléko

MS — hmotnostni spektrometrie

N.D. — nedetekovano

NagBb — a-N-acetylgalactosaminidasa

NGS — Nova generace sekvenovani

PCR — Polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvatitifikovana polymerazova fetézova reakce

MRS — Rogosa-Sharpe agar
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rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

RS — resistentni skrob

SCFA - mastné kyseliny s kratkym fetézcem

TAE — Tris-acetate-EDTA

TCA — (kyseliny trichloroctové

TE — TrisslEDTA pufr

TGF-B2 — transformujiciho ristového faktoru beta 2
TPY — Trypton kvasinkovy agar

TT — travici trakt
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10 Prilohy

Priloha ¢. 1
Cislo | zkratka | kmen oznaceni sbirky | Pavod
CCM 4987
1 ADOL |B. adolescentis (CCUG 18 363) TT ¢loveka
2 B. adolescentis DSMZ 20087 bachor (skot)
3 B. adolescentis DSMZ 20083 TT cloveka
4 B. aesculapii DSMZ 26737 stolice (marmoset)
CCM 4988
5 ANIM | B. animalis (CCUG 24 606) vykaly (krysa)
6 B. animalis ssp. animalis | DSMZ 20104 vykal (krysa)
7 LAC | B. animals ssp. lactis DSMZ 10140 Jogurt
8 B. asteroides DSMZ 20089 TT veel
9 B. avesanii DSMZ 100685 vykal (tamarin pinci)
10 B. biavatii DSMZ 23969 vykal (tamarin - opice)
11 3762 | B. bifidum CCM 3762 Stolice
12 BIF | B. bifidum ATCC 29521 stolice (dit¢)
13 B. bifidum DSMZ 20215 TT ¢loveéka
14 B. bifidum DSMZ 20239 Neuvedeno
15 B. bifidum DSMZ 20456 stolice (kojenec)
16 B. bifidum DSMZ 20082 TT ¢loveka
17 B. bohemicum DSMZ 22767 TT ¢melaka
18 B. bombi DSMZ 19703 TT ¢melaka
19 BB | B. boum DSMZ 20432 bachor (skot)
20 B. breve ATCC 15700 TT ditéte
21 B. callitrichos DSMZ 23973 vykal (kosmanoviti - opice)
CCM 4989
22 | CATEN |B. catenulatum (CCUG 18366) TT ¢loveka
23 B. catenulatum DSMZ 16992 stolice (Clovek)
24 B. coryneforme DSMZ 20216 TT vcel
25 B. cuniculi DSMZ 20435 stolice (kralik)
26 B. dentium DSMZ 20436 zubni kaz
27 B. eulemuris DSMZ 100216 stolice (lemur)
28 B. gallicum (ETH) DSMZ 20093 TT ¢loveka
29 GALL |B. gallinarum DSMZ 20670 slepé stievo (kufe)
30 B. hapali DSMZ 100202 stolice (marmoset)
31 | CHOER |B. choerinum DSMZ 20434 vykal (sele)
32 B. indicum DSMZ 20214 TT vcel
stolice (dité-chlapec 1,5
33 B. kashiwanohense DSMZ 21854 rokil staré)
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34 B. lemurum DSMZ 28807 stolice (lemur)
INFCC CCM 4990
35 M | B. longum ssp. infantis (CCUG 30512B) |TT c¢loveka
36 INF | B. longum ssp. infantis ATCC 1793 TT ditéte
37 B. longum ssp. infantis DSMZ 20090 stolice (dite)
38 B. longum ssp. infantis DSMZ 20088 stolice (dit¢)
39 LON | B. longum ssp. longum ATCC 15707 TT c¢lovéka
40 B. longum ssp. longum DSMZ 20219 TT c¢lovéka
41 B. longum ssp. suilum DSMZ 28597 vykal (sele)
42 SUIS | B. longum ssp. suis DSMZ 20211 vykal (prase)
43 B. magnum DSMZ 20222 stolice (kralik)
44 BM | B. mericucum DSMZ 6492 bachor (skot)
45 B. minimum DSMZ 20102 odpadni voda (kejda)
46 B. mongoliense DSMZ 21395 Kumys
47 B. moukalabense DSMZ 27321 stolice (gorila)
48 B. myosotis DSMZ 100196 stolice (marmoset)
49 B. pseudocatenulatum DSMZ 20438 stolice (dit¢)
B. pseudolongum ssp.
50 BPG | globosum DSMZ 20092 bachor
B. pseudolongum ssp.
51 BPP | pseudolongum DSMZ 20099 vykal (prase)
52 B. psychraerophilum DSMZ 22366 slepé stfevo (prase)
53 PULL | B. pullorum DSMZ 20433 vykal (kufe)
54 B. ramosus DSMZ 100688 stolice (tamarin pinci)
55 B. reuteri DSMZ 23975 stolice (marmoset)
56 BR | B. ruminantium DSMZ 6489 bachor (skot)
S7 B. saeculare DSMZ 6531 stolice (kralik)
58 B. saguini DSMZ 23967 vykal (tamarin - opice)
59 B. scardovii DSMZ 13734 lidska krev
60 B. stellenboschense DSMZ 23968 vykal (tamarin - opice)
stolice (Clovek- muz, 27
61 B. stercoris DSMZ 24849 let)
62 B. subtile DSMZ 20096 odpadni voda (kejda)
B. thermacidophilum ssp.
63 PORC |porcinum DSMZ 17755 vykal (sele)
B. thermacidophilum ssp.
64 thermacidophilum DSMZ 15837 odpadni voda
65 BT10|B. thermophilum DSMZ 20210 vykal (prase)
66 BT12 | B. thermophilum DSMZ 20212 bachor (skot)
67 B. tissieri DSMZ 100201 stolice (marmoset)

75




| 68 | B. tsurumiense DSMZ 17777 zubni plak (kiecek)

Piiloha ¢. 2: Ukazka PCR testu

Bifidobacterium sp.

Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 VI0OANIMLEC CL |

e - e

-

iyl
{11 (W

V1-V10 — vzorek pochazejici od vegetarianskych darcti (10 vzork)
ANIM — B. animalis ssp. lactic

LCB — Lactobacillus

CL — Clostridium sp.
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