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Riist vybranych bakterii ¢eledi Clostridiaceae v materském
mléce

Souhrn

Stfevo kojence je obecné povazovano za sterilni az do porodu. Od narozeni zacina
u kojence proces mikrobidlni kolonizace, ktery pokracuje ve vyvoji a modulaci druhového
zastoupeni piiblizné do tii let. Bakterie, které kolonizuji kojence, pochazeji od matky,
z matefského mléka a okolniho prostfedi. Gastrointestindlni trakt kojence je nejprve
kolonizovan  fakultativné  anaerobnimi  bakteriemi  jako jsou zastupci  Celedi
Enterobacteriaceae a Lactobacillaceae, které vytvareji ve sttevnim lumen anaerobni prostredi
a umoziuji rist obligatné a striktné anaerobnich bakterii jako jsou Bifidobacterium spp.,
Clostridium spp. a Bacteroides spp., které béhem nasledujicich mésicti v neonatalnim stfeveé
dominuji. Bifidobakterii zacina ve stfevnim lumen piibyvat zejména diky jednoduchym
cukrim a oligosacharidim matefského mléka. Pravé kojeni je tedy spojovano s jejich
dominanci. Oproti tomu kojenci krmeni vyluén€ ndhradni mléénou vyZivou maji mikrobiotu
rozmanitéj$i s typicky niz§im zastoupenim bifidobakterii a ¢asto vyznamnym zastoupenim
klostridii.

Cilem praktické Casti této diplomové prace bylo in vitro testovani schopnosti ristu
vybranych  klostrididlnich ~ druhit v matetském mléce. Bylo testovano celkem
sedm klostridialnich druhti. Pfestoze vétSina testovanych druhti klostridii (Cl. difficile, C.
tertium, C. butyricum, Paeniclostridium sordellii) matetské mléko vyuZzivat nedokazala
(naznaeni rodové vlastnosti), druh C. perfringens byl vyjimkou. Paraclostridium
bifermentans se poté ukazal jako odolny druh, ktery v matefském mléce piezival, ale
nemnozil se. Schopnost rustu téchto klostridialnich druhd byla testovana i na nahradnich
mlécnych vyzivach, které lze hodnotit jako dostupnéjSi ristové médium pro klostridie.
Konkrétné druhy C. perfringens, P. bifermentans a C. tertium byly schopny vyuzivat nahradni
mlécné vyzivy nebo v nich ptezivat. Druh C. paraputrificum se ukéazal jako nevhodny pro tuto

formu testovani, jelikoZ nebyl schopen ristu na nutri¢né bohaté pozitivni kontrole.

Klicova slova: kojeneckd mikrobiota; klostridie; oligosacharidy matefského mléka;
antimikrobidlni potencial



Growth of selected bacteria of the Clostridiaceae family
in human milk

Summary

The infant’s intestine is generally considered sterile until birth. From birth, the infant
begins a process of microbial colonization that continues to develop and modulate bacterial
species representation until approximately three years of age. The bacteria that colonize the
infant usually originate from the mother, breast milk, and the environment.
The gastrointestinal tract of the infant is initially colonized by facultatively anaerobic bacteria
such as members of the Enterobacteriaceae and Lactobacillaceae families, which create
an anaerobic environment in the intestinal lumen and allow the growth of obligately
and strictly anaerobic bacteria such as Bifidobacterium spp., Clostridium spp. and Bacteroides
spp. that dominate the neonatal gut during the following months. Bifidobacteria begin to
increase in the intestinal lumen, mainly due to the simple sugars and human milk
oligosaccharides. Breastfeeding is therefore associated with their dominance. In contrast,
infants fed exclusively on formula have a more diverse microbiota with typically lower levels
of bifidobacteria and often a significant presence of clostridia.

The aim of the practical part of this diploma thesis was to test the growth ability of
selected clostridial species in breast milk in vitro. A total of seven clostridial species were
tested. Although most of the tested clostridial species (Cl. difficile, C. tertium, C. butyricum,
Paeniclostridium sordellii) were unable to utilize breast milk (indication of genus
characteristics), the species C. perfringens was an exception. Paraclostridium bifermentans
then proved to be a resistant species that survived in breast milk but did not reproduce. The
growth ability of these clostridial species was also tested on formula milks, which can be
evaluated as a more accessible growth medium for clostridia. Specifically, species of C.
perfringens, P. bifermentans and C. tertium were able to utilize or survive on formula milks.
The species C. paraputrificum was not suitable for this form of testing as it was unable to

grow on a positive control containing all the necessary substrates for growth.

Keywords: infant microbiota; clostridia; breast milk oligosaccharides; antimicrobial potential
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1 Uvod

V lidském gastrointestindlnim traktu se nachdzi rozmanité a slozité mikrobidlni
spoleCenstvi, které obsahuje nejen asi 1000 bakteridlnich druhii, ale také mikroskopické
houby, viry, fagy a archaea (Guinane & Cotter 2013; Hou et al. 2022). Toto mikrobialni
spoleCenstvi hraje dilezitou roli pfi traveni, ucCastni se rozkladu komplexnich sacharidi
nestravitelnych ¢lovékem, brani kolonizaci stfev potencialn¢ patogennimi mikroorganismy
a zachovava zdravi hostitele prostfednictvim interakci s vyvijejicim se imunitnim systémem
(Fallani et al. 2010; Kaplan et al. 2011; Turroni et al. 2020). Toto spolecenstvi, kdyz je
V rovnovaze, pfinasi hostiteli fadu benefiti, nicméné pokud dojde k neruseni jeho rovnovahy,
muze byt spjato s onemocnénim (Guinane & Cotter 2013; Hou et al. 2022).

Plod v déloze je za normalnich podminek povazovan za sterilni a kolonizace jeho stfeva
zaCind, kdyz zahdji prichod porodnimi cestami prostfednictvim vaginalni, fekalni a kozni
mikrobioty matky (Fontaine et al. 2023; Jiménez et al. 2008) a také prostiednictvim prostiedi
(Perez-Munoz et al. 2017; Suarez-Martinez et al. 2023).

Prostiedi stfeva novorozence se liSi od prostiedi dosp€lého, pficemz ve stieve
novorozence je pii narozeni pozitivni redoxni potencial, zatimco stfevo dospélého je téméf
hypoxické. Gastrointestinalni trakt kojence je tedy nejprve kolonizovan fakultativné
anaerobnimi bakteriemi, které snizuji redoxni potencidl, vytvareji ve stfevnim lumen
anaerobni prostfedi a umoznuji tak rast obligadtn¢ a striktné anaerobnich bakterii, véetné
Clostridium spp., Bifidobacterium spp. a Bacteroides spp. (Bezirtzoglou 1997; Sanidad &
Zeng 2020; Suarez-Martinez et al. 2023). Proces kolonizace pfedstavuje sestaveni
komplexniho mikrobidlniho spolecenstvi, ktery je ovlivnén fadou faktord, ke kterym patfi
napiiklad zpisob porodu, gestacni vék a strava kojence (Guaraldi & Salvatori 2012; Laursen
2021; O'Neill et al. 2020; Suarez-Martinez et al. 2023).

Matetské mléko je optimalni vyzivou pro kojence, které krom¢ zakladnich Zivin, jako
jsou bilkoviny, tuky, sacharidy, vitaminy a mineralni latky, obsahuje Sirokou $kdlu imunitnich
bunék a bioaktivnich slozek, jako jsou antimikrobidlni peptidy, imunoglobuliny, ristové
faktory, cytokiny a oligosacharidy matetského mléka. Matefské mléko obsahuje také pestrou
Skalu mikrobu, které jsou dilezité pro udrzeni zdravi mlééné zlazy a kojenct (Zimmemann &
Curtis 2020).

Kojeni diky pfisunu oligosacharidi matetského mléka do stfeva podporuje rust
specifickych druhti rodu Bifidobacterium utilizujicich oligosacharidy matefského mléka, které
vV mikrobialnim spolecenstvi ve stievé kojence dominuji, dokud je kojenec primarné kojen.
Tyto druhy provadéji ve stievé sacharolytickou fermentaci (Laursen 2021). Oligosacharidy
matefského mléka totiz nejsou kojencem piimo katabolizovany, ale prochdzeji nestravené
horni ¢asti traviciho traktu aZ do tlustého stfeva, kde funguji jako prebiotika pro distalni
sttevni mikrobiotu (Davis et al. 2016). Krmeni nahradni mlé¢nou vyZivou, vzhledem
k nedostatku oligosacharidii matetského mléka a vys$simu obsahu bilkovin, dava vzniknout
rozmanitéjsi sttevni mikrobioté s vétsi prevalenci oportunnich patogennich bakterii a vede
K proteolyti¢téjsimu metabolismu ve stieve (Laursen 2021).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Celed’ Clostridiaceae obsahuje znaén& variabilni rody a druhy bakterii, od zdravi
prospésnych butyrat produkujicich bakterii s probiotickym potencidlem az po bakterie vysoce
patogenni. Ve stievni mikrobioté kojenct je jejich pfitomnost a aktivita ovlivnéna celou fadou
faktor. Nicméné informace 0 vlivu matefského mléka a jeho oligosacharidli na rist
a metabolickou aktivitu téchto bakterii jsou velmi omezené.

Hypotéza: Piredpokladame, ze bakterie ¢eledi Clostridiaceae budou utilizovat matetské
mléko. Zaroven predpokladame, Ze tato schopnost bude rodové specificka.

Cile prace: Cilem prace bylo vytvofeni piehledné literarni reSerSe na zakladé
aktualnich védeckych poznatkl o zastupcich éeledi Clostridiaceae vyskytujicich se v travicim
traktu kojenct. Dal§im cilem prace bylo in vitro testovani schopnosti rustu vybranych
zastupcu Celedi Clostridiaceae v matetském mléce a nahradnich mléénych kojeneckych
vyzivach.



3 Literarni reSerse
3.1 Kojenecka stievni mikrobiota

V lidském gastrointestindlnim traktu se nachézi rozmanité a slozité mikrobidlni
spolecenstvi, které hraje zéasadni roli pro lidské =zdravi. V lidském stfevé zije az
1000 bakterialnich druhii. Obecné se sttevni mikrobiota skldda ze 6 vyznamné zastoupenych
kmenli, mezi néz patii kmen Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria a Veruccomicrobia. Nejvice studovanymi zastupci stfevni mykobioty jsou poté
rody Candida, Saccharomyces, Malassezia a Cladosporium. Krom¢ bakterii a hub obsahuje
lidska stfevni mikrobiota také viry, fagy a archaea (Guinane & Cotter 2013; Hou et al. 2022).

Stfevni mikrobiota Clovéka hraje dileZitou roli pfi trdveni, brani kolonizaci stfev
potencidlnimi patogennimi mikroorganismy a zachovava zdravi hostitele prostfednictvim
interakci s vyvijejicim se imunitnim systémem (Fallani et al. 2010; Kaplan et al. 2011).
Ucastni se rozkladu komplexnich sacharidéi nestravitelnych enzymy &lovéka a sacharidi
produkovanych ¢lovékem (mucin, oligosacharidy mateiského mléka). Jeji dalsi metabolické
funkce zahrnuji biotransformaci zlu¢ovych kyselin, tvorbu nékterych vitaminl, syntézu
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (naptiklad butyrat, propionat a acetat) a dalSich
mikrobidlnich produktd. Butyrat je vhodnym zdrojem energie pro enterocyty. Také
se predpoklada, Ze stievni mikrobiota je nezbytnd pro spravny vyvoj imunitniho systému
hostitele (Turroni et al. 2020). Rovnovaha stfevni mikrobioty je tzce spjata s lidskym
zdravim a nemocemi, pficemz jeji naruSeni muize byt spojeno napiiklad se zanétlivym
onemocnénim stiev ¢i obezitou (Guinane & Cotter 2013; Hou et al. 2022).

Ve srovnani se stfevni mikrobiotou dospélych a starSich déti, vykazuje mikrobiota
kojenct nizkou diverzitu a neni stabilni (Milani et al. 2017).

3.1.1 Kolonizace novorozence
3.1.1.1 Teorie kolonizace

Stievo kojence je jiz po dlouhou dobu povazovano za sterilni az do porodu, po kterém
nasleduje rychla kolonizace. Podle tradi¢ni teorie =zacatku mikrobialni kolonizace
novorozence je plod v déloze za normalnich podminek sterilni a mikrobialni kolonizace stieva
novorozence zac¢ind az v okamziku, kdy plod zahaji prichod porodnimi cestami.
Ke kolonizaci dochazi prostfednictvim vaginalni a fekalni mikrobioty matky (Jiménez et al.
2008) a prostrednictvim prostiedi (Perez-Mufioz et al. 2017; Suarez-Martinez et al. 2023).
Tato teorie je vSeobecn¢ piijimana, avSak zaroven zpochybnovana navrhy, ze vzorky mekonia
a pupecnikové krve obsahuji bakterie (Jiménez et al. 2005; Jiménez et al. 2008; Hansen et al.
2015), a ze ani placenta a amniova tekutina (plodova voda) nejsou sterilni. Objevuji se tedy
navrhy aspekulace, ze kolonizace lidského gastrointestinalniho traktu zadina jiz pred
porodem (Perez-Muiioz et al. 2017).

Vysledky Jiménez et al. (2008) naznacuji, ze mekonium neni sterilnim prostiedim,
a proto muze stfevni kolonizace zacCinat jesté pfed porodem, a Ze bakteridlni slozeni stfeva
matky by mohlo ovlivnit bakterialni obsah mekonia kojence. Hansen et al. (2015) zkoumali
vzorky mekonia (ziskaného do 24 hodin po porodu) u 15 novorozenct narozenych vaginalné
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mezi 37. a 40. tydnem, s primérnou hmotnosti 3,4 kg a primérnym vékem matky 32 let.
U10znich (66 %) byla na zakladé analyzy fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)
prokdzana piitomnost bakterii. V mekoniu jednoho novorozence byly nejvice zastoupeny
enterobakterie (Enterobacteriaceae), ostatni vzorky obsahovaly 2 az 5 dalSich bakterialnich
skupin, z nichz Bifidobacterium spp., Enterobacteriaceae, Enterococcaceae a Bacteroides-
Prevotella spp. byly nejrozsitenéjsi. Dle Hansen et al. (2015) je tedy ve vzorcich mekonia (od
zdravych, vaginalné porozenych, donosenych a kojenych kojencli) pfitomen nizky pocet
bakterii.

Jiménez et al. (2005) zkoumali pfitomnost bakterii v pupecnikové krvi zdravych
novorozencl, narozenych elektivnim cisafskym fezem. U 9 vzorkli ze 20 (45 %) byly také
nalezeny bakterie. Identifikované izolaty patfily do rodu Enterococcus, Streptococcus,
Staphylococcus nebo Propionibacterium. Také Satokari et al. (2009) nalezli DNA stfevnich
bakterii ve vét§iné vzorku placenty (DNA Bifidobacterium spp. byla detekovana u 33 vzorka
a DNA Lactobacillus rhamnosus ve 31 vzorcich ze 34 vzorka placenty). Na zakladé tohoto
zjisténi Satokari et al. (2009) navrhuji moznost horizontalniho pfenosu bakterialni DNA
z matky na plod pfes placentu. Nicméné zddné bifidobakterie ani laktobacily nebyly nalezeny
kultivaci. Rovnéz Collado et al. (2016) objevili v placenté a amniové tekuting (plodové vodg)
jedine¢né mikrobialni spoleCenstvi. VSichni novorozenci, ktefi se studie zucastnili, byli
porozeni elektivnim cisafskym fezem, Vterminu, bez znamek nitrod¢lozni infekce.
Mikrobialni populace v plodové vod¢ a placenté byly podobné a velmi konzistentni u vSech
jedinct s nizkou Cetnosti, nizkou bohatosti a nizkou diverzitou. Proteobacteria byly nej€astéji
zastoupenym kmenem ve vzorcich placenty a amniové tekutiny, s vysokym zastoupenim
bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae. Ve vzorcich placenty a amniové tekutiny byli nalezeni
zastupci rodd Enterobacter, Escherichia/Shigella, Propionibacterium, Streptococcus,
Staphylococcus a Lactobacillus. Udaje Collado et al. (2016) naznaéuji, ze lidska amniova
tekutina a placenta obsahuji jedinecnd mikrobialni spolecenstva, kterda mohou poskytovat
pocatecni inokulum pro stfevni kolonizaci. De Goffau et al. (2019) se snazili zjistit, zda
preeklampsie, spontanni pied¢asny porod ¢i porod déti malych na gestaéni vek, byly spojeny
S pfitomnosti  bakterialni DNA v lidské placenté. U vétSiny vzorkd placenty, jak
z komplikovanych, tak nekomplikovanych téhotenstvi, nebyl detekovan zadny dikaz
pfitomnosti bakterii. Témét vSechny signaly souvisely bud’ se ziskdnim bakterii béhem
porodu nebo skontaminaci laboratornich c¢inidel s bakterialni DNA. Vyjimkou byl
Streptococcus agalactiae, u kterého byly nekontaminujici signaly detekovany piiblizné
u 5 % vzorka odebranych pted nastupem porodu. De Goffau et al. (2019) tedy dosli k zavéru,
ze bakterialni infekce placenty neni Castou pfi¢inou neptiznivého vysledku t€hotenstvi a Ze
lidska placenta nema mikrobiom, ale pfedstavuje potencialni misto perinatalniho zisku S.
agalactiae, ktery byva hlavni pfi¢inou novorozenecké sepse.

Dle Perez-Muioz et al. (2017) je ptedpoklad, ze pfi narozeni je stfevni trakt sterilni
aprvni znamky kontaminace jsou rozpoznatelné nckolik hodin po porodu, stale platny
a existuje jen malo dikazi, které by tispé€Sn¢ zpochybnily paradigma sterilni délohy. Nicméné
prvni mikroorganismy vyskytujici se ve stievé jsou podobné tém, které se bézné vyskytuji
Vv kojeneckém prostiedi. Dle Perez-Muioz et al. (2017) jsou dikazy na podporu koloniza¢ni
hypotézy in utero extrémné slabé, protoze jsou zaloZeny téméf vyhradné na studiich, které
pouzivaly molekularni pfistupy s nedostatecnym detekénim limitem ke studiu mikrobialnich
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populaci s nizkou biomasou, postradaly vhodné kontroly kontaminace a neposkytly dikazy
0 zivotaschopnosti bakterii.

3.1.1.2 Prubéh kolonizace

V d€loze zistavaji vyvijejici se kojenci do znacné miry izolovani od expozice
mikroorganismt v prostfedi. Béhem porodu a kratce po ném je kojenec rychle vystaven
mikrobim, které ho mohou kolonizovat pfechodné nebo zde mohou zistat dlouhodob¢ (Dalby
& Hall 2020). Od narozeni za¢ina u ¢loveéka ve vétsi mife proces mikrobidlni kolonizace,
ktery pokracuje ve vyvoji a modulaci druhového zastoupeni po dobu piiblizné 3 let, dokud se
mikrobiota nepfiblizi té dospélého cloveéka (Suarez-Martinez et al. 2023). Mikroby jsou
béhem a po porodu pfenaSeny jak vertikdlné (z matky), tak horizontalné, kdy k pfenosu
dochazi prostiednictvim ostatnich lidi nebo z prostiedi (Perez-Muioz et al. 2017).

Prvotnim a pravdépodobné nejdilezitéjSim prispévkem k vytvofeni kojenecké
mikrobioty jsou mikroby od matky novorozence ziskané vertikdlnim pienosem a zpusob
porodu hraje velmi vyznamnou roli pfi uréovani této pocate¢ni inokulace (Dalby & Hall
2020). Vaginalni, stievni a kozni mikrobiota matky tvoii dilezitd bakterialni inokula
(Fontaine et al. 2023).

Béhem prvniho tydne Zivota novorozence dochazi k rychlému a pravidelnému naristu
poctu bakterii v jeho stfevé. Hodnoty 10° KTJ/g stolice je dosaZeno po 1 tydnu. Prvni bakterie
kolonizujici stfevo u novorozencli narozenych vaginaln€ jsou matetského ptivodu a prevazné
jde o fakultativné anaerobni a anaerobni bakterie. U kojenct porozenych cisaiskym fezem se
z pocatku jejich mikrobiota vétSinou vyznacCuje nedostatkem anaerobnich bakterii, které
nepieZiji v kontaktu se vzduchem. Stfevo novorozence porozeného cisafskym fezem obecné
kolonizuji nejprve pouze mikroaerofilni mikroorganismy, fakultativné anaerobni bakterie
a sporulujici formy bakterii jako je Clostridium spp. Obecné se bakterie za¢nou objevovat
ve stolici novorozence béhem né¢kolika hodin po narozeni (Bezirtzoglou 1997).

Stfevni prostfedi novorozence se znacné 1i8i od sttevniho prostiedi dospélého Cloveka.
Prostfedi ve stfevé novorozence ma pii narozeni pozitivni redoxni potencial (Ize v ném hned
po narozeni detekovat stopy kysliku), zatimco stfevo dospélého Clovéka je témét zcela
hypoxické. Gastrointestinalni trakt je nejprve kolonizovan fakultativné anaerobnimi
bakteriemi (jako jsou zastupci Celedi Enterobacteriaceae a Lactobacillaceae), které snizuji
redoxni potencial, vytvafeji ve stievnim lumen anaerobni prostiedi a umoznuji tak rist
obligatné a striktné¢ anaerobnich bakterii (véetné Bifidobacterium spp., Clostridium spp.
a Bacteroides spp.) (Bezirtzoglou 1997; Sanidad & Zeng 2020; Suarez-Martinez et al. 2023).
SniZzeni obsahu kysliku v neonatalnim stfevé umoziuje piechod dominance od prvnich
kolonizatort, fakultativnich anaerobt, k obligatnim anaerobiim béhem nékolika nésledujicich
meésict (Sanidad & Zeng 2020). Bifidobakterii zacind ve stfevnim lumen pfibyvat diky
jednoduchym cukrim a oligosacharidim matetského mléka zejména z konzumace
matefského mléka. Soucasné se zaCind zvySovat také cetnost Clostridiaceae, coz vede
k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem, jako je butyrat. Toto hypoxické stievni
prostiedi, spolu s ukon¢enim kojeni a pfechodem na pevnou stravu, sestavajici z komplexnich
sacharidti, umozfiuje naslednou kolonizaci obligatnich anaerobti Bacteroidaceae,
Porphyromondaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcacea, které se v dospélosti stavaji
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nejhojnéjSimi bakterialnimi ¢eled’'mi v lidském stievé (Sanidad & Zeng 2020). Na obrazku 1
jsou znazornéni nejéastéjsi zastupcei vyskytujici se v lidském stievé od narozeni do dospélosti.

Jednoduché cukry Komplexni sacharidy
STREVNI Oligosacharidy materského mléka
B— Mastné kyseliny s kratkjm Fets
a astné kyseliny s kratkym Fetézcem
Hladina kysliku e L

Bacteroidaceae
—

—

Relativni Cetnost bakterii

Novorozenec Kojenec Dospély

Obrazek 1: Ménici se prostiedi stievniho lumen od raného véku do dospélosti ovliviiuje relativni
Cetnost bakterii (Sanidad & Zeng 2020)

Stevo je povazovano za zralé a ,,dospélé®, pokud se zvysi diverzita a hojnost stfevnich
bakteridlnich spolecenstev a také dojde k posunu od dominance fakultativnich anaerobi
k dominanci obligatnich anaerobt (Sanidad & Zeng 2020). Proces starnuti ovliviiuje stabilitu
mikrobioty, vCetné pritomnosti Clostridium spp. U osob starSich 65 let dochazi k poklesu
poctu striktnich anaerobt a k nartstu poctu fakultativnich anaerobi (streptokoki, stafylokokd,
enterokokt a enterobakterii) (Lopetuso et al. 2013).

Hlavni pfitomné, izolované a dobie zcharakterizované komenzélni druhy ze stfeva
novorozence jsou: Staphylococcus spp. (S. aureus, S. epidermidis), Streptococcus spp.
(S. fecalis, S. faecium, nehemolyticky streptokok) a Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Klebsiella aerogenes, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia spp. a Pseudomonas
aeruginosa). Za fakultativné anaerobnimi bakteriemi nasleduje anaerobni Bifidobacterium
spp. (B. bifidum, B. longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. adolescentis
a B. breve). Do 2 dni se objevuje také Clostridium perfringens, jehoz vyskyt je zvyseny
U novorozencl narozenych cisafskym fezem. Jiné klostridiové druhy, které jsou izolovany,
pfestoze mén¢ casto, jsou napiiklad C. paraputrificum, C. tertium, C. cochlearum, C.
acetobutylicum, C. butyricum a Clostridioides difficile. Dale se vyskytuji druhy z Bacteroides
spp. (B. fragilis, B. vulgatus, B. thetaiotaomicro, B. fragilis, B. distasonis). Mezi dalsi
ptrevladajici anaerobni bakterie patii druhy z Eubacterium spp. (E. lentum, E. aerofaciens,
E. limosum, E. rectale, E. contortum), Propionibacterium spp. (P. acnes), Lactobacillus
spp. (L. acidophilus, L. salivarius, L. fermentum), Peptostreptococcus spp. (P. intermedius,
P. productus), Peptococcus spp. (P. asaccharolyticus), Veillonella spp. (V. parvula,
V. alcalescens) a Fusobacterium spp. (F. novum, F. varium, F. prausnitzii, F. mortiferum)
(Bezirtzoglou 1997).
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Vyskytem sporotvornych bakterii ve stfevé ditéte od narozeni po dobu dvou let se
detailnéji zabyvali Ingribelli et al. (2023). Druhy C. ramosum, C. tertium a C. paraputrificum
byly castéji detekovany béhem prvniho roku zivota kojence, zatimco C. butyricum se
vyskytovalo pievazné béhem prvnich 6 mésict. Je zajimavé, ze izolaty C. perfringens byly
spolehlivé ziskany v prub&hu celych dvou let Zivota, zatimco Clostridioides difficile bylo
pfitomno sporadicky pouze béhem prvnich nékolika mésict. C. baratii, C. jeddahense,
Enterocloster bolteae, Paraclostridium bifermentans a C. disporicum byly béhem dvouletého
obdobi odbéru vzorki detekovany pouze jednou nebo dvakrat, zatimco C. symbiosum
opakované mezi 15. a 24. mésicem.

3.1.2 Faktory ovliviiujici osidleni kojence

Bakterie, které kolonizuji kojence, pochazeji od matky (pfedev§im z vaginalni a stievni
mikrobioty), matefského mléka (u kojenych déti) a okolniho prostiedi, které zahrnuje
vybaveni, vzduch ¢i oSetfujici persondl. Vzorec a Urovenl expozice béhem novorozeneckého
obdobi pravdépodobné ovliviiuje mikrobialni sukcesi a kolonizaci v travicim traktu (Guaraldi
& Salvatori 2012).

Mikrobialni kolonizace novorozence tedy piedstavuje de novo sestaveni komplexniho
mikrobialniho spolecenstvi a tento proces je ovlivnén fadou riznych faktort, které 1ze rozdélit
do dvou hlavnich kategorii — vnéjSich a vnitinich faktord. Mezi vnéjsi lze zatadit zplsob
porodu, stravovaci navyky, farmakoterapie, bakterie matky a okolniho prostiedi, geograficka
oblast ¢i hygienicka trovenl. K vnitinim faktorim lze zatadit genetiku novorozence, stievni
pH a sekreci, peristaltiku, imunitni odpovéd’ a bakterialni slizni¢ni receptory a interakce
(Guaraldi & Salvatori 2012; Suarez-Martinez et al. 2023).

Slozeni mikrobioty kojence je tedy dynamické a zavisi na mnoha faktorech (slozeni
mikrobioty matky, zptsob porodu, vyziva kojence a zpusob krmeni, uzivani antibiotik, rizné
faktory prostiedi — pfitomnost domacich zvitat a sourozenct). Faktory ovliviiujici slozeni
sttevni mikrobioty jsou zndzornény na obrazku 2. Ackoli vSechny tyto faktory maji
individudlni vliv, strava kojence byla identifikovana jako hlavni faktor, ktery ovliviiuje vyvoj
stfevni mikrobioty v raném véku. Faktory lze také rozdglit dle obdobi plisobeni, na prenatalni,
neonatalni a postnatalni. Rozdéleni faktorii je znazornéno na obrazku 3. Naruseni slozeni
sttevni mikrobioty v kojeneckém véku je také spojovano s atopickym onemocnénim,
astmatem a obezitou v pozd¢jsim véku (Laursen 2021; O'Neill et al. 2020; Suarez-Martinez et
al. 2023).
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Obrazek 2: Faktory ovliviiujici kolonizaci novorozence a slozeni jeho stfevni mikrobioty v brzkém

veéku (Laursen 2021; O'Neill et al. 2020)

»Uzivani antibiotik (matka)
Prenatalni faktory *Strava matky béhem té¢hotenstvi
*Gestacni vek

*Zpusob porodu

«Strava kojence
*Prostiedi a zivotni styl
»Uzivani antibiotik (kojenec)

Obrazek 3: Rozdéleni faktord ovlivijicich sttevni mikrobiotu kojence (Sudrez-Martinez et al. 2023)

3.1.2.1 Prenatalni faktory

Prenatalni faktory béhem t¢hotenstvi mohou ovlivnit stfevni mikrobiotu matky, ktera
nasledné muze modifikovat stfevni kolonizaci kojence a jeho budouci vyvoj. Mezi prenatalni
faktory lze zafadit 1écbu antibiotiky béhem t€hotenstvi, stravu matky b&éhem téhotenstvi
a gestacni vek (Suarez-Martinez et al. 2023).
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3.1.2.1.1 Uzivani antibiotik béhem téhotenstvi

Antibiotika uzivand matkou béhem tchotenstvi mohou ovliviiovat stfevni mikrobiotu
kojence. Antibiotika, ktera jsou fazena mezi nejcastéji uzivané 1éky v t€hotenstvi, mohou
vyvolat zmény v komenzalni mikrobioté porodnich cest u téhotnych zen. Komenzalni
mikrobiota chrdni pfed mnozenim patogennich bakterii. Jeji slozeni vSak neni konstantni
a fada faktori, ke kterym patii naptiklad praveé uzivani antibiotik, mize pfispivat ke zménam
ve slozeni vaginalni mikrobioty matky (Stokholm et al. 2014).

Peripartalni matefsky mikrobiom je jednim zklicovych faktorti, které se podileji
na utvareni strevniho mikrobiomu u déti. Antibiotika, kterd jsou Siroce pouzivdna u zen
Vv peripartalnim obdobi, zejména ve vyspélych zemich, mohou vyvolat zmény jejich
vaginalniho a stfevniho mikrobiomu, a tak ovlivnit vyvoj stfevniho mikrobiomu ditéte.
Infekce streptokokem skupiny B je jednou z hlavnich pfi¢in novorozeneckych infekci.
Intrapartalni kolonizace matky streptokokem skupiny B je primérnim rizikovym faktorem pro
novorozenecké onemocnéni timto streptokokem s ¢asnym nastupem, které se objevuje béhem
prvniho tydne po porodu. Intrapartdlni antibiotickd profylaxe u Zen kolonizovanych timto
streptokokem snizuje riziko pfenosu tohoto streptokoka na novorozence a novorozeneckych
streptokokovych infekei (Miyoshi & Hisamatsu 2022).

Vzhledem Kktomu, ze antibiotika mohou ovlivilovat a ménit stfevni mikrobiom,
dysbidza vraném véku muize mit vliv na vyvoj onemocnéni v pozdéj§im veéku. Toto
antibiotiky zplsobené naruSeni stfevniho mikrobiomu u ditéte mize mit v budoucnu
nepiiznivé ¢inky na zdravi (Miyoshi & Hisamatsu 2022). Rada studii navrhuje moZnou
souvislost mezi uzivanim antibiotik v raném véku a zvySenym rizikem riznych onemocnéni
jako je obezita (Trasande et al. 2013), astma (Zou et al. 2020), zanétlivé onemocnéni stiev
(Ortqvist et al. 2019; Ungaro et al. 2014), atopicka dermatitida, potravinové alergie (Metzler
et al. 2019) ¢i celiakie (Marild et al. 2013). Piedepisovani antibiotik béhem téhotenstvi tak
predstavuje vyzvu, protoze je tfeba léCit infekce probihajici v organismu, ale zaroven je
potieba chranit plod pfed moznymi nezadoucimi ucinky téchto 1€kt (Stokholm et al. 2014).

3.1.2.1.2 Gestacni vék

Dalsim dulezitym faktorem pfi utvareni stfevni mikrobioty kojencl je gestacni vek
(Milani et al. 2017). PtedCasny porod je nefyziologicky stav, ktery je vystaven mnoha
klinickym faktorim v raném véku, které méni normalni proces kolonizace (Tirone et al.
2019). Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definovala piedc¢asny porod jako porod pied
dokonéenym 37. tydnem téhotenstvi (WHO 2023a). Pred¢asn¢ narozeni novorozenci maji
obvykle velmi nizkou porodni hmotnost (Suarez-Martinez et al. 2023). V zavislosti na stupni
nedonosenosti, mohou zpo&atku prekonavat zavazné zdravotni problémy. Casto maji nezralé
stfevo a vyskytujici se U nich imunitni, respiracni a neurologické problémy (Milani et al.
2017).

Navic jsou velmi piedCasné vystaveni rozsahlému uzivani antibiotik a jinych léki
a ¢asto jsou také dlouhodobé hospitalizovani, vyzaduji mechanickou ventilaci a obvykle
dostavaji parenteralni vyzivu. Kazdy z téchto faktori miZe zplsobit nevratné zmény
Vv ptirozenych procesech jejich mikrobialni kolonizace, coz vede k odlisnému slozeni stievni
mikrobioty (Milani et al. 2017).
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Pred¢asn€ narozeni novorozenci vykazuji opozdénou kolonizaci stfeva komenzalnimi
anaerobnimi mikroby, jako jsou Bifidobacterium spp. ¢i Bacteroides spp., pfi¢emz jejich
stolice naopak obsahuje vyrazné vys$i mnozstvi Enterobacteriaceae, Enterococcus spp.
a dalsich oportunnich patogennich mikroorganismii nez stolice donoSenych novorozenct.
Grampozitivni bakterie, jako jsou stafylokoky, enterokoky a klostridie, dominuji ve stfevni

mikrobioté velmi nedonoSenych novorozencti béhem prvniho mésice Zivota (Milani et al.
2017).

3.1.2.1.3 Okoli kojence

Clenové rodiny a blizci ptibuzni také ovliviiuji kolonizaci kojence, pfi¢emz sourozenci
maji vyssi podil Bifidobacterium spp. nez kojenci, ktefi nemaji sourozence (Rodriguez et al.
2015). Grzeskowiak et al. (2012) porovnavali stievni mikrobiotu Sestimési¢nich kojenct
Zijicich na venkové v Malawi s kojenci zijicimi ve mésté ve Finsku, pficemz obé& skupiny
kojenci byly kojeny a méli stravu odpovidajici veéku typickou pro danou oblast.
Bifidobakterie byly dominantni u vSech Sestimési¢nich kojencti, i kdyz ve vétsim zastoupeni
U kojencti z Malawi nez u téch z Finska. Dale byly u kojencti z Malawi ve vét§sim zastoupeni
nez u kojencti z Finska Bacteroides-Prevotella a Clostridium histolyticum. U kojenctu
z Finska se vyskytovaly druhy B. adolescentis, C. perfringens a Staphylococcus aureus,
nicméné u kojencli z Malawi se tyto druhy nevyskytovaly. Stievni mikrobiota kojenct
Z nizkoptijmové zemé se vyznamné 1iSi od mikrobioty kojencli ze zemé s vysokymi piijmy.
De Filippo et al. (2010) porovnavali fekalni mikrobiotu déti z Evropy (z méstské oblasti
Florencie v Italii) a u déti z venkovské africké vesnice Burkina Faso, kde je typicka strava
s vysokym obsahem vldkniny a nasli vyznamné rozdily v mikrobioté téchto dvou skupin. Déti
z africké vesnice vykazovali vySsi poCty Bacteroidetes a nizsi pocty Firmicutes, s jedine¢nym
mnozstvim bakterii zrodid Prevotella a Xylanibacter. Dale enterobakterie (rody Shigella
a Escherichia) byly u déti z africké vesnice zastoupeny vyznamné méné nez u déti z Italie.

3.1.2.1.4 Psychicky stav

Zijlmans et al. (2015) zkoumali vyvoj stfevni mikrobioty a vliv prenatalniho stresu.
Jejich vysledky ukézaly, Ze prenatalni stres matky byl siln€¢ a dlouhodobé spojen se slozenim
mikrobioty kojenct. Kojenci matek s vysokym kumulativnim stresem béhem téhotenstvi méli
vyznamné vysSi relativni zastoupeni proteobakteridlnich skupin, které obsahuji potencidlni
patogeny (jako jsou rody Escherichia, Enterobacter a Serratia) a nizsi relativni zastoupeni
bakterii mlécného kvaseni (tedy bakterii Lactobacillus spp. a Lactococcus spp.)
a bifidobakterii.

3.1.2.2 Neonatalni faktory

K neonatalnim faktorim, které ovliviiuji kolonizaci stieva kojence, lze zatadit zplisob
porodu (Suarez-Martinez et al. 2023), pficemz porodni proces ma velky vliv na slozeni
mikrobioty novorozence (Madhogaria et al. 2022).
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3.1.2.2.1 Zpisob porodu

Bakterie, které osidluji stfeva kojencti béhem prvnich dnt zivota, pochazeji predevsim
od matky a z okolniho prostfedi. V raném véku je jednim z prvnich vyznamnych faktora
ovlivilujici stfevni mikrobiotu zptisob porodu. Vaginaln¢ narozeni novorozenci jsou zpoc¢atku
kolonizovani fekalnimi a vaginalnimi bakteriemi matky, zatimco novorozenci narozeni
cisafskym fezem jsou zpocatku vystaveni bakteriim pochazejicim z nemocni¢niho prostiedi
a od zdravotnického personalu (Penders et al. 2006).

Vaginalné porozeni novorozenci jsou vystaveni vaginalni mikrobioté své matky, a proto
se u nich zpocatku vyskytuji mikrobidlni spoleCenstva podobnd matetské vagindlni
mikrobioté, jako jsou zastupci rodt Escherichia, Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacteroides,
Shigella a Prevotella. Béhem prvnich dni Zivota je v novorozeneckém stievé relativné vysoké
mnozstvi laktobacill, které pravdépodobné odrdzi vaginilni mikrobiotu. Déle se b&hem
porodu ¢i tésné po ném prenasi i Bacteroides fragilis. Anatomie ¢lovéka také podporuje fakt,
ze expozice fekalni mikrobioté matky je dilezitou cestou pfenosu béhem porodu. Fakultativné
anaerobni Enterobacteriaceae predstavuji jednu ze skupin bakterii s nejpravdépodobnéj$im
pfimym pfenosem z matky na dité prostfednictvim stolice (Rodriguez et al. 2015; Skillington
et al. 2021).

Naopak novorozenci porozeni cisaiskym Fezem nepfichazeji do piimého kontaktu
S porodnimi cestami své matky, ale ziskavaji mikrobidlni spolecenstvi z alternativnich mist
jako je kozni mikrobiota matky a nemocni¢ni prostfedi. V disledku toho se u novorozenct
narozenych cisafskym fezem vyskytuji stfevni bakterie patfici do rodi Enterococcus,
Staphylococcus, Streptococcus, Propionibacterium a Klebsiella. Kmeny Actinobacteria
(Bifidobacterium spp.) a Bacteroidetes (Bacteroides spp.) se u nich vyskytuji v niz§im poctu
nez u vaginalné narozenych novorozenci. Novorozenci porozeni cisafskym fezem jsou
spojovani s vy$§im vyskytem oportunnich patogenti, jako jsou Cl. difficile, coz se shoduje
s nizkou hladinou mastnych kyselin s kratkym fetézcem ve stfevé a vy$Sim pH v dasledku
niz§tho vyskytu Actinobacteria a Bacteroidetes. Zastupci mikrobidlni populace
gastrointestinalniho  traktu kojenci porozenych vaginalné, jako jsou B. fragilis
a Bifidobacterium spp., totiz produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které udrzuji
niz§i stfevni pH, které brani ristu patogend, jako je napiiklad i druh C. perfringens
(Skillington et al. 2021). Dle Penders et al. (2006), pocty zastupci bifidobakterii
a Bacteroides spp. ve stievni mikrobioté kojenc porozenych cisafskym fezem byly nizsi
a zaroven byli ¢astéji kolonizovani Cl. difficile nez u kojenct porozenych vaginalné.

Dale se také uvadi, Ze novorozenci porozeni vaginalné vykazuji vyS$i taxonomickou
rozmanitost neZ novorozenci narozeni cisafskym fezem, a ze porod cisafskym fezem je spojen
s rozvojem neinfekénich onemocnéni, jako je astma, adipozita a diabetes v pozdé€jsim veku
(Skillington et al. 2021).

3.1.2.3 Postnatalni faktory

Mezi postnatalni faktory ovliviujici kolonizaci stfeva kojence, lze zafadit stravu
kojence, konzumaci probiotik a prebiotik, zivotni prostiedi a zivotni styl, ¢i 1é¢bu antibiotiky
(Suérez-Martinez et al. 2023).
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3.1.2.3.1 Strava kojence

Matetské mléko ma komplexni a dynamické sloZeni, které je ovlivnéno gestaénim
veékem pii porodu, obdobim kojeni a stravou zeny. LiSi se od nahradnich mlécnych
kojeneckych vyziv, pokud jde o koncentraci Zivin a slozeni, a také exkluzivni pfitomnosti
rastovych faktort, cytokind, imunoglobulint a travicich enzymu (Guaraldi & Salvatori 2012).

Zpusob krmeni béhem brzkého kojeneckého véku, tedy to, zda je novorozenec kojen
nebo krmen kojeneckymi nahradnimi mléénymi vyzivami, silné ovliviiuje slozeni stfevni
mikrobioty a jeji metabolismus (Laursen 2021). Typ krmeni ovliviuje slozeni stievni
mikrobioty tim, ze poskytuje substraty pro bakterialni proliferaci, ale také zdroje pro
bakterialni kontaminace, které pochazeji z bradavek a okolni kize, mlékovodi matetského
mléka, ze suSeného prasSku ¢i z vybaveni a vody pouzivané na piipravu umélé vyzivy
(Guaraldi & Salvatori 2012).

Matetské mléko je doporucenou prvni vyzivou pro kojence, kterd poskytuje vSechny
potiebné Ziviny pro podporu ristu a vyvoje, také poskytuje pasivni imunitu k ochrané pied
infekénimi nemocemi béhem kojeneckého obdobi (Laursen 2021; WHO 2023b) a jeho uloha
pii vyvoji gastrointestinalntho mikrobiomu se zd4d byt pro vyvoj kojence klicova.
Oligosacharidy matefského mléka nejsou kojencem piimo katabolizovany, ale prochazeji
nestravené horni Casti traviciho traktu az do tlustého stfeva, kde funguji jako prebiotika pro
distalni stfevni mikrobiotu. Komenzalni bakterie, jako jsou zastupci rodu Bifidobacterium
a Bacteroides, jsou vybaveny sadou enzymu schopnych rozkladat oligosacharidy matefského
mléka (Davis et al. 2016). Zastupci z rodu Bifidobacterium, kteti jsou schopni rozkladat
oligosacharidy matefského mléka, jsou zejména Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve a Bifidobacterium longum subsp. infantis (loannou et al. 2021). Z rodu Bacteroides jde
napiiklad o Bacteroides fragilis a Bacteroides vulgatus. Také u nékterych druht
Staphylococcus, u Lactobacillus casei ¢i u Akkermansia muciniphilia bylo prokazano, ze
Vv rizné mife vyuzivaji oligosacharidy matefského mléka k rustu (Zhang et al. 2022; Kiely et
al. 2023).

Mlécné nahradni vyZivy jsou navrzeny tak, aby byly velmi podobné matefskému mléku
a poskytovaly kojenci vSechny potfebné Ziviny a predstavuji idealni volbu pro kojence, pro
jejichz matky neni kojeni mozné nebo pro kojence, ktefi nejsou kojeni dostateéné. Rada
mléénych nahradnich vyziv obsahuje prebiotika, jako jsou galaktooligosacharidy (GOS),
fruktooligosacharidy (FOS) ¢i biosyntetické oligosacharidy mateiského mléka, aby poskytly
bioaktivni slouCeniny a ziviny pro mikrobiotu. Navzdory témto podobnostem se vSak
matefské mléko a nahradni mlé¢né vyzivy lisi (O'Neill et al. 2020).

Kojenci kojeni matetskym mlékem maji ve stolici obecné vyssi relativni mnozstvi rodt
Bifidobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus a Prevotella. Naopak kojenci,
ktefi jsou krmeni bud’ vyhradné nahradni mlé¢nou vyzivou nebo v kombinaci s matefskym
mlékem, maji vyssi relativni zastoupeni Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria, jako je Cl.
difficile, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Enterococcus faecalis, Lachnospiraceae ¢i
Bacteroides spp. Nékteré z téchto druhti s vy$$im vyskytem u kojencti krmenych nahradnimi
mléénymi vyzivami predstavuji oportunni patogeny, jako napiiklad Cl. difficile a Klebsiella
spp. (O'Neill et al. 2020).
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Kojeni tedy diky pfisunu oligosacharidii matefského mléka do stfeva podporuje rust
specifickych druhd rodu Bifidobacterium utilizujicich oligosacharidy matefského mléka, které
v mikrobialnim spolecenstvi ve stfevé kojence dominuji, dokud je kojenec primarné kojen.
Tyto druhy provadéji ve stfevé sacharolytickou fermentaci a produkuji metabolity
s fyziologickymi ucinky, které mohou pfispivat k ochrané pied infekénimi a imunitné
podminénymi onemocnénimi. Kojenci krmeni vyluéné ndhradni mlécnou vyzivou maji
rozmanitéj$i mikrobiotu s nizSim zastoupenim bifidobakterii utilizujicich oligosacharidy
matefského mléka a Casto se zvySenym zastoupenim druhti Clostridium (CI. difficile a C.
perfringens) a zastupct Enterobacteriaceae (napt. E. coli). Krmeni nahradni mlé¢nou
vyzivou, vzhledem k nedostatku oligosacharidi matefského mléka a vySSimu obsahu

v

bilkovin, dava vzniknout rozmanitéjsi stfevni mikrobioté S vétsi prevalenci oportunnich

vvvvvv

patogennich bakterii a vede k proteolyti¢téjSimu metabolismu ve stfevé (Laursen 2021).
3.2 Rod Clostridium

3.2.1 Systematika klostridii

Zastupci rodu Clostridium byli pfed 16S rRNA sekvenaci definovani jako sulfat
neredukujici sporotvorné bakterie, s anaerobnim energetickym metabolismem a s Gram-
pozitivnim typem bunééné stény. Nasledné se pohled na klasifikaci bakterii zménil a celkova
taxonomicka struktura prokaryot byla definovana na zaklad¢é piibuzenskych vztahd, které
odhalilo porovnani sekvenci genu 16S rRNA. To vedlo k pfesunuti spousty klostrididlnich
druhit do novych rodi a k ptesné€jsi definici rodu Clostridium (Wiegel et al. 2006).
Systematické ¢lenéni klostridii je zndzornéno na obrazku 4.

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Clostridia

Celed’: Clostridiaceae

]
]
Rad: Clostridiales ]
]
Rod: Clostridium ]

Obrazek 4: Systematické ¢lenéni klostridii (Taxonomic Outline of the Archaea and Bacteria 2015)

Rad Clostridiales, patfici do tiidy Clostridia, obsahuje 8 &eledi, kterymi jsou &eled’
Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae, Eubacteriaceae, Peptococcaceae,
Heliobacteriaceae, Acidaminococcaceae a Syntrophomonadaceae (Taxonomic Outline of the
Archaea and Bacteria 2015). Konkrétn¢ ¢eled” Clostridiaceae je dale ¢lenéna do 19 rodu,
které jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Rody fazené k ¢eledi Clostridiaceae (Taxonomic Outline of Archaea and Bacteria 2015)

Celed’: Clostridiaceae

Acetivibrio Faecalibacterium
Acidaminobacter Natronincola
Alkaliphilus Oxobacter
Anaerobacter Sarcina
Caloramator Sporobacter
Caloranaerobacter Tepidibacter
Caminicella Thermobrachium
Clostridium Thermohalobacter
Coprobacillus Tindallia

Dorea

Clostridium difficile, které bylo dfive fazeno k rodu Clostridium, bylo v roce 2016
ptejmenovano na Clostridioides difficile a piefazeno krodu Clostridioides, ktery patii
k ¢eledi Peptostreptococcaceae (Lawson et al. 2016; List of Prokaryotic names with Standing
in Nomenclature 2024).

Je par problémd, které ovliviiuji taxonomii rodu Clostridium a ptibuznych druht a jejich
zatazeni do rodu nebo celedi v ramci fylogenetické struktury zalozené na 16S rRNA bakterii.
Rod Clostridium obsahuje spoustu platné popsanych druhti, avSak na zakladé analyz sekvenci
genu 16S rRNA pouze 73 z nich spada k typovému druhu rodu Clostridium, C. butyricum,
ado klastru | (téz oznacovany jako rod Clostridium sensu stricto). Zbyvajici druhy spadaji
do riznych fylogenetickych klastri v ramci celého grampozitivniho kmene s nizkym obsahem
G+C bazi. Dalsi problém souvisi se skute¢nosti, Zze rod Clostridium (sensu stricto/klastr 1)
obsahuje pfislusniky jinych druht platnych rodt (Wiegel et al. 2006). Tabulka 2 shrnuje
zastupce fazené do Kklastru I, Tabulka 3 shrnuje zastupce fazené do ostatnich klastra (klastry
11, 1V, Xla, XIb, XII, XIVa, XIVb, XVI, XVIII a XIX).

Tabulka 2. Clostridium sensu stricto (klastr 1) (Wiegel et al. 2006)
Clostridium sensu stricto (klastr I)

C. absonum C. cochlearium C. lentoputrescens C. quinii

C. acetireducens C. colicanis C. limosum C. roseum

C. acetobutylicum C. collagenovorans C. ljungdahlii C. saccharobutylicum

C. acidisoli C. cylindrosporum C. magnum C. saccharoperbutylacetonicum

C. akagii C. disporicum C. malenominatum C. sardiniense

C. algidicarnis C. estertheticum subsp. | C. novyi C. sartagoforme
estertheticum

C. argentinense C. estertheticum subsp. | C. oceanicum C. scatologenes
laramiense

C. aurantibutyricum | C. fallax C. paraperfringens C. septicum

C. baratii C. frigidicarnis C. paraputrificum C. sporogenes

C. beijerinckii C. frigoris C. pascui C. subterminale

C. botulinum C. gasigenes C. pasteurianum C. tertium

C. bowmanii C. grantii C. peptidivorans C. tetani

C. butyricum C. haemolyticum C. perenne C. tetanomorphum

C. cadaveris C. histolyticum C. perfringens C. thermobutyricum

C. carnis C. homopropionicum C. pfennigii C. thermopalmarium
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C. celatum C. intestinale C. proteolyticum C. tyrobutyricum
C. cellulovorans C. isatidis C. puniceum C. vincentii

C. chartatabidum C. kluyveri C. putrefaciens

C. chauvoei C. lacusfryxellense C. putrificum

Druhy rodu Clostridium, které patii do dalSich klastri

Tabulka 3: Druhy rodu Clostridium, které patii do dalsi klastrt: klastry 111, 1V, Xla, Xlb, XII, XIVa,
XIVb, XVI, XVIII a XIX (Wiegel et al. 2006)

Klastr 111

C. aldrichii

C. stercorarium

C. cellobioparum

C. termitidis

C. cellulolyticum

C. thermocellum

C. hungatei

C. thermolacticum

C. josui

Acetivibrio cellulolyticus

C. papyrosolvens

Bacteroides cellulosolvens

Klastr 1V (je v ramci navrhované ¢eledi Lachnospiraceae)

C. cellulose

C. sporosphaeroides

C. leptum

C. viride

C. orbiscindens

Ruminococcus bromii

Klastr Xla (je v ramci navrhované ¢eledi Peptostreptococcaceae)

C. bifermentans C. mangenotii

C. difficile C. mayombei

C. ghonii C. paradoxum

C. glycolicum C. sordellii

C. hiranonis C. sticklandii

C. irregulare C. thermoalcaliphilum

C. litorale Eubacterium acidaminophylum
C. lituseburense Peptostreptococcus anaerobius

Klastr XIb (je v ramci navrhované ¢eledi Peptostreptococcaceae)

C. felsineum

C. halophilum

C. formicaceticum

Filifactor villosus

Klastr X1 (je v ramci navrhované ¢eledi Peptostreptococcaceae)

C. acidurici

Eubacterium angustum

C. hastiforme

Eubacterium thermomarinus

C. purinilyticum

Tissierella druhy

C. ultunense

Klastr XIVa (je v ramci navrhované ¢eledi Lachnospiraceae)

C. aerotolerans

C. methoxybenzovorans

C. algidixylanolyticum

C. methylpentosum

C. aminophilum

C. nexile

C. aminovalericum

C. oroticum
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C. celerecrescens C. phytofermentans
C. clostridioforme C. polysaccharolyticum
C. coccoides C. populeti

C. fimetarium C. proteoclasticum
C. hathewayi C. saccharolyticum
C. herbivorans C. scindens

C. hylemonae C. sphenoides

C. indolis C. sporosphaeroides
C. leptum C. symbiosum

C. litorale C. xylanolyticum

C. lituseburense C. xylanovorans

Klastr X1Vb (je v ramci navrhované ¢eledi Lachnospiraceae)

C. colinum

C. piliforme

C. lactatifermentans

C. propionicum

C. lentocellum

Eubacterium yurii

C. neopropionicum

»Epulopiscium® druhy

Klastr XVI

C. innocuum

Eubacterium dolichum

Eubacterium biforme

Eubacterium tortuosum

Eubacerium cylindroids

Eubacterium pleomorphus

Klastr XV1lI
C. cocleatum C. spiroforme
C. ramosum

Klastr XIX (je v ramci navrhované ¢eledi Fusobacteriaceae)
C. rectum Leptotrichia buccalis
Fusobacterium nucleatum Propionigenium modestum

3.2.2 Obecné informace

Prvni izolace Clostridium spp. byla popsana v 19. stoleti Louisem Pasteurem, ktery
v roce 1861 popsal mikroba schopného ristu bez kysliku. Byl tak prvni, kdo rozpoznal, ze
bakterie mohou existovat a rast bez kysliku. Pasteur takovy mikroorganismus pojmenoval
Vibrion butyrique kvili hlavnimu produktu jeho fermentac¢ni drahy — butyratu. Také zavedl
termin anaerobni pro oznaceni Zivota bez volného kysliku a ukézal, Ze butanol vznikal béhem
fermentace, coz predstavuje prvni popis biologické syntézy tohoto rozpoustédla. Ackoli
Pasteur pravdépodobné nepracoval s Cistou kulturou, jeho zpravy naznacuji, ze dominantnim
druhem bylo maselné Clostridium, jako je C. acetobutylicum ¢i C. butyricum. O dvacet let
pozdéji Adam Prazmowski navrhl, ze Pasteurtv Vibrion butyrique, van Tieghemtv Bacillus
amylobacter a tfeti organismus — Amylobacter, jsou vSechny totozné a mély by se jmenovat
Clostridium butyricum. V. butyrique tak byl pfejmenovan na Clostridium butyricum (Diirre
2001).
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Bakterie rodu Clostridium jsou anaerobni, endospory tvofici tyCinkovité bakterie
(Samul et al. 2013), které maji grampozitivni typ bunécné stény. V dasledku této jednoduché
definice se rod Clostridium stal jednim z nejvétSich rodt bakterii (Collins et al. 1994). Tento
rod obsahuje fyziologicky 1 geneticky rizné druhy. Vysoky stupen fylogenetické heterogenity
vramci tohoto rodu dokazuje Siroky rozsah hodnot obsahu guanino — cytosinového
komplementarniho paru (mol% G+C) spolu s variabilni 16S rRNA (Blaschek 2014).

Klostridie jsou velmi citlivé na kyslik a rostou pouze za anaerobnich podminek. Nékteré
druhy, napiiklad C. novyi, toleruji nizké koncentrace kysliku, zatimco pro ostatni druhy
klostridii je kyslik vysoce toxicky. Zastupci rodu Clostridium mohou rist ve velkém rozpéti
hodnot pH i teplot. VétSina druhi preferuje rozmezi hodnot pH mezi 6 a 7, ale n¢které druhy
rostou i pti pH pod 4 ¢i nad 8. VétSina klostridii preferuje teploty v rozmezi 25 az 37 °C, ale
nékteré¢ psychrofilni druhy rostou pfi teplotich pod 10 °C, zatimco jiné termofilni druhy
rostou i pii teplotach nad 60 °C (Johnson 2009). Napiiklad C. perfringens ma velmi rychly
rast, kdy je generaéni doba pouhych 10 minut, pfi teplotaich 4045 °C. Existuji také druhy
termofilnich klostridii, které jsou schopny rast pfi maximalnich teplotach 80 °C. Mezi
zastupce termofilnich klostridii, jejichZ optimalni teplota rlstu se pohybuje mezi 60 a 70 °C,
patii Clostridium thermoaceticum, C. thermosulfurogenes, C. thermocellum, C. fervidus,
C. thermosuccinogenes, C. thermobutyricum a C. stercorarium (Blaschek 2014).

Zastupci rodu Clostridium jsou vSudypfitomné bakterie, které se bézné vyskytuji
Vv prostiedi. Jsou napiiklad v ptdé, prachu, ve vod¢€, v motskych sedimentech, v rostlinnych
a zivo¢isnych produktech a travicim traktu lidi i zvifat (Samul et al. 2013; Blaschek 2014).

Druhy klostridii se téz 1i8i tim, jaky typ substratu fermentuji. Nékteré druhy intenzivng
anaerobn¢ fermentuji cukry na etanol, organické kyseliny a dalsi latky vcetné plynd. Jiné
druhy degraduji proteiny za tvorby zapachajicich dusikatych produkti charakteristickych pro
kazici se potraviny (Johnson 2009). Existuji tedy sacharolytické a proteolytické druhy
klostridii (Blaschek 2014). Druhy C. bifermentans a C. sporogenes jsou silné proteolytické
(Willis & Gibson 1999). Sacharolytické klostridie jsou schopny fermentovat Sirokou Skalu
sacharidi (hexdzy, pentézy a disacharidy) za vzniku organickych kyselin a rozpoustédel.
Druh C. acetobutylicum se vyznacuje tim, Ze byl v minulosti primyslové vyuzivan k vyrobé
acetonu a butanolu ze Skrobu a melasy (Mitchell 1992). C. perfringens muze rozkladat
sacharidy na jednodussi cukry pomoci sacharolytickych enzymi a vysledny cukr je G¢inné
importovan do bunék, kde je definitivné fermentovan cestou anaerobni glykolyzy k tvorbé
energie (Shimizu et al. 2002).

K rodu Clostridium jsou fazeny druhy jak prospé$né nepatogenni, které jsou dulezité
VvV tvorbé organickych kyselin a dalSich latek béhem anaerobni fermentace, tak patogenni,
které zpisobuji lidska a zvifeci onemocnéni a kazeni potravin. Psychrofilni druhy klostridii se
uplatnuji pfi kazeni potravin, zatimco spousta termofilnich klostridii je cennym zdrojem
odolnych enzymt pro primyslové procesy (Johnson 2009).

3.2.2.1 Produkce kyselin, alkohold a plyni

K druhtim klostridii uplatiiujicich se v produkci kyselin, alkoholti a plynt patii zejména
C. acetobutylicum, C. butyricum, C. pasteurianum, C. propionicum, C. beijerinckii ¢i C.
sporogenes. Jejich produkty jsou kyselina maselna, kyselina mlécnd, kyselina propionova,
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kyselina octova, butanol, etanol, aceton, 2-propanol, 1,2-propandiol a 1,3-propandiol
(Johnson 2009).

3.2.2.2 Produkce priamyslové dilezitych enzymu

Nékteré termofilni klostridie produkuji pozoruhodné stabilni a vysoce u¢inné enzymy
rozkladajici polymery, jako jsou celuldzy, amylazy, proteindzy, pektindzy ¢i kolagendzy, které
jsou dutlezité z primyslového hlediska. Mnohé z téchto enzyml maji vysokou tepelnou
stabilitu. Mezi dulezit¢é druhy klostridii vyuzivanych jako zdroje enzymu patii C.
thermosaccharolyticum, C. thermosulfurogenes, C. thermohydrosulfuricum a C.
thermocellum. Tyto enzymy jsou vyvijeny pro prumyslové vyuziti pfi zpracovani a vyrobé
potravin, v detergentech a pro dalsi aplikace. Nékteré klostridie také maji enzymové systémy
pro anaerobni rozklad zneciStujicich latek a xenobiotik, vcetné aromatickych sloucenin
a halogenovanych chemickych latek, jako jsou herbicidy. Zda se tedy, ze klostridie mohou
mit dtilezitou roli v bioremediaci Zivotniho prostiedi (Johnson 2009).

3.2.2.3 KaZeni potravin

Ke klostridiim podilejicich se na kaZzeni potravin se fadi napiiklad C. butyricum, C.
tyrobutyricum, C. nigrificans, C. pasteurianum ¢i C. thermosaccharolyticum. Mezi Kklostridie
zpusobujici otravy jidlem patii druhy C. botulinum a C. perfringens (Johnson 2009).
Klostridie se obvykle podileji na kaZzeni potravin jako jsou konzervy nebo vakuové balené
potraviny. Hlavnim mechanismem kaZeni je hydrolyza bilkovin a anaerobni proteolyza
zpusobena bakteriemi rodu Clostridium spp., ktera mize vést ke $kodlivému hniti potravin.
Neékteré druhy klostridii produkuji enzymy, které hydrolyzuji sacharidy a bilkoviny pfi
zpracovani potravin. Hlavnimi druhy klostridii, které zptsobuji kazeni potravin jsou C.
butyricum, C. beijerinckii, C. pasteurianum, C. sporogenes, C. thermosaccharolyticum a C.
putrefaciens. Druhy C. butyricum, C. beijerinckii a C. pasteurianum zpusobuji kazeni
potravin s nizkym obsahem kyselin, jsou spojovany s kazenim vyrobkd s hodnotami pH mezi
3,9 a 4,5 a zpusobuji nafukovani konzerv a maselny zapach. C. butyricum a C. tyrobutyricum
také mohou zpusobovat kazeni a tvorbu plynu v tvrdych syrech. C. sporogenes, ktery je tizce
ptibuzny proteolytickym kmenim C. botulinum, pisobi kazeni potravin projevujici se
nafouklymi nebo prasklymi obaly a silnym hnilobnym zapachem. C. thermosaccharolyticum
ma termorezistentni spory, které ptfezivaji tepelné zpracovani a kli¢i a rostou, kdyz je produkt
skladovan pii zvySenych teplotdich v rozmezi 30-60°C. Konzervované potraviny zkaZzené
timto mikroorganismem jsou bobtnavého nebo plynného typu a maji snizené pH a syrovy
zapach. Jelikoz se hojné vyskytuje v pude, vyskytuje se na potravinach jako jsou houby
acibule. C. putrefaciens piasobi kazeni potravin v uzenafstvi, pfiCemz je pro néj
charakteristické zméknuti masa bez zjevného sniZzeni objemu (Lorenzo et al. 2018). C.
botulinum roste nejlépe v podminkach s nizkym obsahem kysliku a produkuje spory a toxiny,
které se nejCastéji tvofi pti nespravném domacim konzervovani potravin. Jelikoz C. botulinum
nemuze rast pii pH pod 4,6, kyselé potraviny, jako je vétSina ovoce, raj¢at a nakladané
okurky, Ize bezpecné konzervovat ve vodni lazni. Nicméné potraviny s vysSim pH (vétSina
zeleniny a maso) se musi zpracovavat pod tlakem a je tfeba pouzit tlakovy hrnec, ktery
dosahne dostate¢né vysokych teplot potiebnych pro znic¢eni spor C. botulinum (USDA 2013).
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3.2.2.4 Komenzalni klostridie

Komenzalni klostridie tvofi podstatnou ¢ast vSech bakterii stfevni mikrobioty. Zacinaji
kolonizovat stfevo kojenych déti béhem prvniho meésice zivota a osidluji specifickou oblast
ve stievni sliznici v uzkém vztahu se stfevnimi bunikami. Toto postaveni jim umoziuje se
podilet jako rozhodujici faktory na modulaci fyziologickych, metabolickych a imunitnich
procest ve stitevé béhem celého Zivota, a to interakci s ostatnimi rezidentnimi populacemi
mikrobu, ale také zajistovanim specifickych a nezbytnych funkci (Lopetuso et al. 2013).

Epitelidlni povrch stfeva je v tésném kontaktu s komenzalni sttevni mikrobiotou, ktera
hraje zasadni roli v anatomickém, fyziologickém a imunologickém vyvoji hostitele. Tento
epitelidlni povrch gastrointestindlniho traktu je také konfrontovan sitadou rtznych
mikroorganismll z vnéjSiho prostiedi, avSak je chranén fyziologickymi a imunitnimi
bariérami. Pro udrzeni homeostazy ve sliznicich se Ucastni stalého a efektivniho dohledu.
Jednim ztéchto mechanismil je sekre¢ni imunitni systém prostfednictvim IgA protilatek.
Ochranna mikrobiota zabrafnuje invazi a kolonizaci patogennimi mikroorganismy a soutézi
0 receptory a/nebo metabolické substraty. Je znamo, ze stfevni mikrobiota stimuluje
proliferaci epitelidlnich bunék a ze kolonizace stfeva s komenzalni mikrobiotou ovliviiuje
vyvoj imunitniho systému. Epitelialni bunky jsou dulezité jako prvni linie obrany, protoze
mohou rozliSovat mezi patogennimi anepatogennimi bakteriemi, pravdépodobné
prostfednictvim rozpoznani slozek konzervovanych struktur v bakteriich. Tato skutec¢nost je
dalezitd pro toleranci epitelu k normdalni mikrobioté. Nepatogenni probiotické bakterie
pfitomné v potravinach také mohou ovliviiovat chovani imunitniho systému stfevni sliznice.
Mezi zakladni funkce slizniéniho imunitniho systému patii ochrana proti patogeniim,
prevence pruniku cizich antigend, navozeni oralni tolerance a udrzeni sliznicni homeostazy
(Galdeano & Perdigon 2006).

Gastrointestinalni trakt je komplexni systém, vytvofeny alianci gastrointestinalniho
epitelu, imunitnich bunék a rezidentni mikrobioty. Tyto tfi slozky gastrointestinalniho
ekosystému se spolecné vyvinuly tak, Zze kazdy zavisi na pfitomnosti dalSich dvou slozek
k dosazeni jeho normalni funkce a aktivity (McCracken & Lorenz 2001). Gastrointestinalni
trakt je biologicky rozmanity a komplikovany systém, ktery plni zékladni fyziologické
funkce, které podporuji lidské zdravi a zaroven se udrzuje jako izolované prostiedi, aby se
zabranilo infekci a systémovym onemocnénim. Pro udrzeni homeostazy ve stfevé musi dojit
ke komunikaci mezi hostitelem a sidlicimi mikrobialnimi komunitami, aby mohlo dojit
k identifikaci a eliminaci potencialnich patogent, které by mohly kolonizovat a zpusobit
poskozeni prostfednictvim agresivnich prozanétlivych reakci sliznicniho imunitniho systému
(Allen & Torres 2008).

Klostridialni klastr XIVa (téz znam jako skupina C. coccoides) a klostridialni klastr IV
(znam také jako skupina C. leptum) tvofi podstatnou ¢ast (10—40 %) celkového poétu bakterii
ve stievni mikrobioté. Je tedy pravdépodobné, ze klostridie hraji klicovou roli ve stfevni
homeostaze tim, Ze interaguji s ostatnimi populacemi rezidentnich mikroba, ale také tim, ze
zajistuji specifické a nezbytné funkce (Lopetuso et al. 2013). Krom¢ 2 zminénych
klostridialnich klastrti jsou n€které kmeny C. butyricum povazovany za prospé$né pro lidské
zdravi. Tato bakterie (C. butyricum) je navic v Asii (zejména Japonsku, Koreji a Cing) hojné
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vyuzivana jako probiotikum. Zminéné komenzdlni klostridie se podileji na regulaci
a udrzovani vsech stievnich funkci (Grenda et al. 2022).

3.2.2.5 Patogenni klostridie

Cl. difficile se vyskytuje v lidském stfevé a za normalnich podminek neni patogenni.
Pokud vSak dojde ke zméné podminek, miize zpusobovat gastrointestinalni onemocnéni
(Blaschek 2014; Berman 2019). Infekce vyvolané Cl. difficile se ¢asto objevuji po 1écbé
antibiotiky. Antibiotika mohou zlikvidovat ¢ast komenzalnich bakterii ve stfevé a oportunni
Cl. difficile se pak nekontrolované mnozi v disledku nerovnovahy mezi mikrobiotou
a sttevnim imunitnim systémem. PoSkozuje travici trakt, zejména tlusté sttevo, svymi toxiny.
Produkuje 2 druhy toxini (A a B), které maji oba charakter enterotoxinu. Zpusobuje tedy
zanét tlustého stieva s prijmem (Guo et al. 2020).

Mnohé klostridie zplisobuji devastujici onemocnéni lidi a zvifat. Zndma onemocnéni
vyvolana klostridiemi jsou botulismus, tetanus, plynova gangréna (klostridiovd myonekroza),
prijmy spojené s antibiotiky a pseudomembrandzni kolitida, prijmy, nekroticka enteritida lidi
a domacich zvitat, ¢erna noha a maligni edém u skotu a ovci (Johnson 2009).

Mezi klostridie zpUsobujici onemocnéni patfi neurotoxigenni druhy klostridii,
ke kterym se fadi C. botulinum a C. tetani, dale klostridie, které se podileji na vzniku plynové
gangrény a nekrotizujici infekce (C. perfringens, C. sordelli a C. septicum) a enteropatogenni
C. difficile. C. chauvoei, které ma silny fylogeneticky vztah s C. septicum, lidskym
patogenem, ma dlouhou historii veterinarniho vyznamu. Po dlouhou dobu byl tento druh
povazovan za vyhradné veterinarni patogen, ktery je spojen pouze s onemocnénim ¢erné nohy
u skotu, nicméné nedavné ohlaseni vyskytu této choroby u lidi vedlo k tomu, Ze byl tento
patogen zafazen na seznam vyznamnych smrtelnych onemocnéni (Num & Useh 2014). C.
botulinum produkuje neurotoxiny, které ovliviiuji centralni nervovy systém. Ze sedmi riznych
typll neurotoxind (oznacenych pismeny A az G), zptuisobuji onemocnéni u lidi pouze typy A,
B, E a F (USDA 2013). Piiklady patogennich druhi klostridii a nemoci, které zptisobuji, jsou
uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Druhy klostridii zptsobujici onemocnéni (Blaschek 2014; Berman 2019)

Druh Onemocnéni

Clostridium perfringens Otravy jidlem, plynova gangréna, nekroticka
enteritida, infekce ran

Clostridium tetani Tetanus

Clostridium botulinum Botulismus — otravy jidlem

Clostridium difficile Pseudomembrandzni enterokolitida

Clostridium novyi Plynova gangréna

Clostridium histolyticum Plynova gangréna

Clostridium septicum Plynova gangréna

Také ptda je rezervoarem riznych klostridiovych patogentl, ptficemz zeméd¢lska pida
pfedstavuje hlavni zdroj kontaminace pro plodiny a pasouci se hospodaiskd zvifata.
Mezi klostridialni druhy ¢asto uvadéné jako hlavni pudni patogeny, které jsou zodpovédné
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za oslabujici a ¢asto smrtelné choroby, patii C. botulinum, C. perfringens a C. tetani (Palmer
et al. 2019).

3.2.3 Kojenecké druhy klostridii

Vzhledem k praktické ¢asti této diplomové prace budou dale detailnéji popsany tyto
klostridialni druhy: CI. difficile, C. butyricum, C. paraputrificum, C. perfringens, C. tertium,
Paeniclostridium sordelli a Paraclostridium bifermentans.

3.2.3.1 Clostridioides difficile (¢eled’: Peptostreptococcaceae)

C. difficile je grampozitivni anaerobni ty¢inkovita bakterie, tvofici spory a produkujici
toxiny, ktera byla v roce 2016 oficialné piejmenovana na Clostridioides difficile (Czepiel et
al. 2019). CI. difficile je ftazeno krodu Clostridioides, ktery patii do celedi
Peptostreptococcaceae (List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature 2024).
Spory této bakterie jsou prenaSeny fekalné-oralni cestou. Cl. difficile je Siroce rozsifeno
ve sttevnim traktu lidi a zvifat a v zivotnim prostfedi. Mezi potenciondlni rezervoary patii
asymptomati¢ti nosi¢i, infikovani pacienti, kontaminované prostfedi a stfevni trakt zvifat
(psu, kocek, prasat, ptaka) (Czepiel et al. 2019).

Cl. difficile bylo v roce 1935 objeveno jako komenzal zdravych novorozenct. Teprve
koncem 70. let 20. stoleti byla tato bakterie rozpoznana jako zavazny patogen, ktery je
zodpoveédny za pseudomembrandzni kolitidu souvisejici s antibiotiky (Neumann-Schaal et al.
2019). CI. difficile je hlavnim ptvodcem patogennich infekci spojenych se zdravotni péci
a od pocatku 21. stoleti je infekce Cl. difficile povazovana za vyznamny globalni problém.
Patogenita je zprostiedkovana proteinovymi toxiny A a B, které zptsobuji klinické pfiznaky
od samovolného prijmu az po Zzivot ohrozujici pseudomembrandzni kolitidu, toxicky
megakolon a dokonce mohou zpusobit i smrt (Li et al. 2023).

Predpoklada se, ze infekce Cl. difficile se vyviji kvili nerovnovaze ve stfevni
mikrobioté hostitele, coz mize byt zplisobeno riznymi faktory (Li et al. 2023). Hlavnimi
rizikovymi faktory jsou antibioticka terapie, vék a imunosuprese (Neumann-Schaal et al.
2019). Sirokospektralni antimikrobialni latky jsou povazovany za nejvyznamnéjsi rizikovy
faktor infekci Cl. difficile u dospélych a déti, kdy dochazi k poskozeni hostitelské stievni
mikrobioty a sniZzeni odolnosti vic¢i kolonizaci Cl. difficile a dalSich stfevnich patogent.
Diivéjsi studie prokazaly vyrazné snizeni diverzity bakterii mezi jedinci s infekei Cl. difficile.
Pacienti sinfekci Cl. difficile m¢li ve stfevni mikrobioté zvySené poclty zastupcu rodu
Enterococcus, celedi  Enterobacteriaceae, celedi  Erysipelotrichaceae a  tfidy
Gammaproteobacteria, ale snizeny pocet zastupci z Celedi Ruminococcaceae
a Lachnospiraceae, kmene Bacteroidetes a klostridiovych shlukd IV a XIVa. Epidemiologie
Cl. difficile u déti je charakterizovana asymptomatickou kolonizaci u mnoha kojenct, pficemz
nejvysSi mira kolonizace je zejména u kojencii mladSich 12 meésicti. Proto konsenzudlni
doporuceni doporucuji testovani na Cl. difficile pouze v pfipad¢, Ze se u kojenct (<12 mésic
veku) vyskytne pseudomembran6zni kolitida nebo toxické megakolon nebo pokud maji
piiznaky klinicky vyznamného prijmu, u kterého byly vylouceny jiné pfi¢iny prijmu (Li et
al. 2023).

28



Ptiblizné¢ 60 az 70 % zdravych novorozenci a kojencu je kolonizovano stfevnim
patogenem Cl. difficile. Z dosud nejasnych divodi se u téchto kolonizovanych kojenct
neprojevuji zadné Skodlivé ucinky silnych exotoxinii uvolfiovanych timto anaerobem,
narozdil od starSich déti a dospé€lych, ktefi jsou nachylni k t€zkym prijmim a kolitidam.
Tato bakterie se ziskava v kojeneckém véku, stejné jako u dospélych, kontaminaci prostiedi
(jesle, domaci prostiedi). Mezi 12. a 24. mésicem je Cl. difficile vytésnéno jako komenzal,
pravdépodobné postupnym vyvojem mikrobioty tlustého stfeva dospélého cloveka. Stav
nosicstvi je kojenci dobie tolerovan a zda se, ze imunoglobulin G antitoxinova reakce, ktera
se vyviji béhem prenaSeCstvi, poskytuje trvalou ochranu pfed naslednym onemocnénim
zpusobenym CI. difficile (Jangi & Lamont 2010).

3.2.3.2 Paeniclostridium sordellii (¢eled’: Peptostreptococcaceae)

P. sordellii (dtive C. sordelli, reklasifikovano v roce 2016) je grampozitivni anaerobni
patogen, ktery se bézné vyskytuje v pudé a travicim traktu zvitat. P. sordellii bylo také
identifikovano v gastrointestindlnim traktu pfiblizné 0,5 % dospélych lidi a ve vaginalni
mikrobioté u 0,5-10 % zen. P. sordellii zpusobuje zavazné a smrtelné infekce u Siroké skaly
zvifat, véetné skotu, ovci a hiibat. Ackoliv jsou infekce vyvolané P. sordellii u ¢lovéka
vzacné, jsou velmi zavazné (Vidor et al. 2015; Zerrouki et al. 2022).

P. sordellii poprvé izoloval v roce 1922 argentinsky mikrobiolog Alfredo Sordelli. Tuto
bakterii izoloval z akutnich edematoznich infekci lidskych ran a pojmenoval ji Bacillus
oedematis sporogenes. Nazev bakterie byl odvozen na zakladé spole¢nych znaku s bakterii
Bacillus oedematiens (v soucasné dobé znamé jako C. novyi), ktera zpusobuje edém
(zadrzovani tekutin a otok) a B. sporogenes, ktery ma podobnou ty¢inkovitou morfologii.
Aby nedoslo k zaméné¢ s B. oedematiens a B. sporogenes, byla bakterie vroce 1927
piejmenovana na Bacillus sordellii. O dva roky pozdéji se ukazalo, Ze je B. sordellii totozny
s C. oedematoides a byl ptijat nazev C. sordellii. Podrobnosti v morfologii a biochemickém
profilu naznacovaly, ze C. sordellii je pouze virulentni kmen C. bifermentans, nicméné
produkce uredzy u C. sordellii oba druhy jasné odliSovala. Nedavno byla tato bakterie
reklasifikovana jako druh rodu Paeniclostridium, coz je novy blizce pfibuzny rod rodu
Clostridium (Aldape et al. 2006; Orrell & Melnyk 2021).

P. sordellii je, stejn¢ jako C. perfringens, nejcastéji spojovano se syndromem toxického
Soku, sepsi a myonekrdézou (plynovou gangrénou) u Zen po porodu a po potratu, po operacich
¢i pfi injekénim uzivani drog. P. sordellii zpuisobuje infekce u lidi sporadicky, vyskytuje se
mén¢ Casto nez infekce vyvolané C. perfringens, ale jejich letalita je relativné vyssi, blizi se
70 % (Zerrouki et al. 2022).

Patogenni kmeny P. sordellii produkuji az 7 identifikovanych exotoxint. Z nichz jsou
za hlavni faktory virulence povazovany letalni toxin (LT) a hemoragicky toxin (HT) (Aldape
et al. 2006).

3.2.3.3 Clostridium butyricum (¢eled’: Clostridiaceae)

C. butyricum je striktné anaerobni, grampozitivni, ty¢inkovita bakterie, ktera tvoti spory
(Tran et al. 2020). Tato bakterie byla poprvé izolovana Prazmowskim v roce 1880 ze stiev
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prasat a byla pojmenovana podle své schopnosti produkovat velké mnozstvi kyseliny maselné
(Cassir et al. 2016).

C. butyricum je sacharolyticka bakterie a produkuje velké mnozstvi plynu v médiich
obsahujicich zkvasitelné sacharidy. Hlavnimi produkty fermentace sacharidi jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (véetné kyseliny maselné, propionové a octové). Dale fermentuje
cukr a glycerol na slou¢eniny biopaliv a prekurzory biomateriala, jako je Hp, butanol, 1,3-
propandiol a kyselina maselna (Tran et al. 2020).

Kmeny C. butyricum se vyskytuji v $iroké skale prostiedi, véetné¢ pidy, v zeleniné
a ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Vyskytuji se také ve stfevé lidi 1 zvirat. C.
butyricum je detekovano u 10-20 % dospélé lidské populace a Casto je jednim z prvnich
kolonizatori u kojenct, kdy je stfevo po narozeni postupné kolonizovano fakultativnimi
a striktné anaerobnimi bakteriemi, v¢etné C. butyricum. Bylo prokazano, ze C. butyricum je
schopno pfezit vysokou kyselost gastrointestindlniho prostiedi. V lidském stfevé je
povazovano za symbionta (Zije spolecné s hostitelem) a je schopné produkovat mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (zejména butyrat a acetat) fermentaci nestravené vlakniny.
Butyrat je jednim z dominantnich kone¢nych produkti fermentace produkovanych C.
butyricum v butyratkinazové draze. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem produkované
mikroorganismy V tlustém stfevé maji nesCetné a dulezité ucinky na hostitele, vcetné
modulace stievni imunitni homeostazy, zlepSuji funkci gastrointestinalni bariéry a zmirfuji
zanét (Cassir et al. 2016; Stoeva et al. 2021; Grenda et al. 2022).

C. butyricum je druh, ktery zahrnuje rizné kmeny, znichz nékteré maji geny
umoziujici produkei toxint. Genomické analyzy v§ak potvrzuji, ze jiné kmeny C. butyricum
tyto geny ani jiné znaky patogeneze nemaji, a Ze tyto nepatogenni kmeny maji vynikajici
potencial prospivat zdravi hostitele. Neékteré kmeny C. butyricum se jiz desitky let pouzivaji
jako probiotika. Kmen MIYAIRI 588 (MIYARI 588, CBM 588), ktery poprvé izoloval
Dr. Chikaji Miyairi, nejprve v roce 1933 ze stolice ¢lovéka a pozdé&ji, v roce 1963, z pudy.
Jedna se o komercné dostupné, volné prodejné probiotikum, které je Siroce pouzivané
v Japonsku, Koreji a Ciné k 1é¢b& (antimikrobialné asociovanych) prijmi (Stoeva et al.
2021). Jiné kmeny C. butyricum zjisténé ve vzorcich stolice se vSak podileji
I na patologickych stavech, jako je botulismus kojenci nebo nekrotizujici enterokolitida
u pfed¢asné narozenych novorozencu (Cassir et al. 2016). Botulismus u lidi je zavazné
paralytické onemocnéni, které se vyskytuje ve 3 formach, jako kojenecky botulismus,
botulismus v ranach a botulismus prenaseny potravinami. Toto onemocnéni je zplUsobené
neurotoxiny typu A, B a E, které jsou obvykle produkovany druhem C. botulinum. Nicméné
vzacné toto onemocnéni zpusobuji i dalsi klostridialni druhy, jako je C. butyricum produkujici
neurotoxin podobny botulotoxinu typu E aC. baratii produkujici neurotoxin podobny
botulotoxinu typu F. C. butyricum produkujici botulotoxin typu E byl izolovan u kojenci
s kojeneckym botulismem (Meng et al. 1997; Fenicia et al. 1999). Nekrotizujici enterokolitida
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novorozencl a toto onemocnéni je spojovano s kmeny C. butyricum (Cassir et al. 2016).
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3.2.3.4 Clostridium paraputrificum (¢eled’: Clostridiaceae)

Klostridie izolované ze stolice zdravych kojencu identifikovali Stark & Lee (1982),
pfi¢emz nejéastéji identifikovanymi druhy bylo C. butyricum, C. paraputrificum a C. difficile.
C. paraputrificum tedy bylo izolovano ze stolice kojence (Stark & Lee 1982) a tento patogen
je spojovan s détskou infekei (sepsi), nekrotizujici enterokolitidou dospé€lych, bakteriémii
a nekrotizujici enterokolitidou u pfedasné¢ narozenych novorozencu (Kiu et al. 2017).
Nicméng, C. paraputrificum je ziidka identifikovano jako pfti¢ina lidskych infekci (Ciuro et
al. 2021). Z druht klostridii je nejcastéjsSimi puvodci bakteriémie C. perfringens (42 %), C.
septicum (14 %), C. ramosum (9 %), C. clostridioforme (6 %) a C. difficile (5 %). Naproti
tomu C. paraputrificum bylo identifikovano pouze v 1 % ptipadt (Fukui et al. 2017).

3.2.3.5 Clostridium perfringens (¢eled’: Clostridiaceae)

C. perfringens je grampozitivni, sporotvorna, anaerobni bakterie. Ve srovnani
s vétSinou ostatnich anaerobnich bakterii je vsak C. perfringens relativné odolné vaci
usmrceni kyslikem. Tato bakterie ma extrémné rychlou dobu zdvojeni, jeho kratka genera¢ni
doba, kterd je krats$i nez 10 minut, pfispiva k virulenci tim, ze umoziluje této bakterii rychle
dosahnout patogenni zatéZe v potravinach, ve stfevé ¢i v ranach. C. perfringens postrada
biciky, ale pohybuje se pomoci pilust IV typu, které ptispivaji i k dalsim funkcim potencialné
souvisejicim s virulenci, jako je tvorba biofilmu a adherence (Mehdizadeh Gohari et al. 2021).

C. perfringens bylo poprvé izolovano koncem 19. stoleti dvéma nezavislymi
vyzkumnymi skupinami. W. H. Welch izoloval C. perfringens z krve a organti muze, ktery
zemiel na aneurysma aorty. Soucasné¢ M. P. Achalme izoloval C. perfringens u pacienta
s akutnim kloubnim revmatismem. Welch a jeho kolegové pojmenovali bakterii Bacillus
aerogenes capsulatus, zatimco Achalme pojmenoval bakterii Bacillus phlegmonis
emphysematosae. Od té doby byla tato bakterie jesté n¢kolikrat ptejmenovana, nez byl v roce
1930 formaln¢ ptijat nazev C. perfringens (Orrell & Melnyk 2021).

C. perfringens je vSudypfitomny v prostiedi, v pudé, v rozkladajici se vegetaci,
ve stolici a v normalni mikrobioté gastrointestinalniho traktu lidi i zvitat. Také je vyznamnym
a mimofadné vsestrannym patogenem lidi a hospodarskych zvifat. Je pivodcem mnoha
histotoxickych a enterotoxickych onemocnéni u lidi i zvifat (Rood et al. 2018; Mehdizadeh
Gohari et al. 2021). Infekce vyvolané C. perfringens maji Siroké spektrum klinickych projevd,
vcetné stfevnich infekci vyvolanych specifickymi toxinotypy, asymptomatické bakteriémie,
gangrény, masivni intravaskularni hemolyzy a multiorgdnového selhani v disledku
septického Soku. Septikémie s naslednou hemolyzou je zndma rychlym zhorSenim klinického
stavu a umrtim (80 % umrtnost). C. perfringens muze produkovat Sirokou skalu vice nez
dvaceti toxinll. Kombinace Sesti z téchto toxini (toxin o, toxin B, toxin g, toxin 1, enterotoxin
C. perfringens (CPE) a NetB toxin (necrotic enteritis B-like toxin)) se pouziva k ur¢eni
toxinotypu A-G (Woittiez et al. 2022).

C. perfringens zpusobuje infekce ran, jako je plynova gangréna (klostridiova
myonekrdza), enteritida/enterokolitida (vCetné jednoho z nejcastéjSich onemocnéni lidi
zpusobenych potravinami) a enterotoxémie (kdy se toxiny produkované ve stievé vstiebavaji
a poskozuji vzdalené orgéany, napt. mozek). Virulenci této bakterie 1ze z velké Casti pricist
jejimu arzendlu pfiblizné 20 uinnych toxinl. Produkce toxinii u rtiznych kment se vSak
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znaéné lisi. Tyto silné proteinové toxiny, z nichz vétsina je extracelularni, se obvykle podileji
na specifickych syndromech onemocnéni. Napiiklad o-toxin je nezbytny pro lidskou
klostridiovou myonekrézu (plynovou gangrénu), enterotoxin C. perfringens (CPE) je
nezbytny pro otravu potravinami u lidi, B-toxin pro specifické stievni infekce C. perfringens,
g-toxin je kliCovym toxinem u mnoha enterotoxemickych infekci vyvolanych C. perfringens
u ovci a koz a NetB toxin je esencidlni pro nekrotickou enteritidu u kufat (Rood et al. 2018;
Mehdizadeh Gohari et al. 2021).

3.2.3.6 Clostridium tertium (¢eled’: Clostridiaceae)

C. tertium je anaerobni, ale aerotolerantni grampozitivni ty¢inka tvofici spory. Tato
bakterie se vyskytuje v pud¢, v gastrointestinalnim traktu lidi i zvifat a v komenzalni
mikrobioté dutiny ustni. Bylo také identifikovano Vv chirurgickych a traumatickych ranach.
V ranach je obvykle povazovano za kontaminant, avsak byl popsan i pfipad nekrotizujici
fascitidy a gangrény (Vanderhofstadt et al. 2010).

C. tertium poprvé popsal vroce 1917 Henry, ktery ho izoloval z ran vojaka z prvni
svétové valky. Béhem prvni svétové valky bylo C. tertium tieti nejcastéji izolovanou bakterii
z vale¢nych zranéni, po C. perfringens a C. sporogenes. Tento organismus byl oficialné uznan
jako patogen vroce 1963, kdy byl hlaSen prvni ptipad septikémie spojené s C. tertium
(Vanderhofstadt et al. 2010; Kiu et al. 2017).

C. tertium nejlépe roste za anaerobnich podminek a spory tvofi pouze za anaerobnich
podminek. Na rozdil od jinych klostridii netvofi toxiny (Vanderhofstadt et al. 2010).

Infekce vyvolané C. tertium jsou vzacné a jejich etiologie je rizna. Bylo zjisténo
u ptfedcasné narozenych kojencti a malych déti s enterokolitidou a u déti a dospélych se
septikemii, pneumonii s empyémem, spontanni peritonitidou, kolitidou, S mozkovymi,
abdominalnimi a koznimi abscesy, meningitidou, plynovou gangrénou a septickou artritidou.
Je také spojovéno s enteritidou skotu, nekrotizujici enterokolitidou u pred€asné narozenych
novorozencu a enterokolitidou dospélych (Vanderhofstadt et al. 2010; Kiu et al. 2017).

C. tertium je povazovano za slaby patogen a jeho patogenita je nejasna, nicméné bylo
zjisténo, Ze se podilelo na zavaznych infekcich se specifickymi vlastnostmi. Izolaty C. tertium
se obvykle vyskytuji s jinymi patogennimi bakteriemi (Vanderhofstadt et al. 2010).

3.2.3.7 Paraclostridium bifermentans (¢eled’: Clostridiaceae)

P. bifermentans, dtive C. bifermentans, je grampozitivni ty¢inkovitd anaerobni
pohybliva bakterie, ktera produkuje plyn, redukuje siticitany a tvoti endospory (Sankar et al.
2018; Moran et al. 2023). P. bifermentans se vyskytuje jako soucast stfevni mikrobioty
vV malém poméru. Ptipady zahrnujici P. bifermentans jsou od konce 80. let minulého stoleti
hlaseny prilezitostné. Taxonomie a nomenklatura P. bifermentans prosla zasadnimi revizemi
Vv pribéhu ¢asu a od roku 2016 ji byl ptidélen novy nazev Paraclostridium bifermentans
(Sankar et al. 2018).

P. bifermentans bylo poprvé izolovano vroce 1902 v hnijicim feznickém mase.
Vyskytuje se v odpadnich vodach, pud¢ a prileZitostné ve stfevni mikrobioté c¢lovéka.
Nicméné Cetnost infekci u ¢lovéka zptisobenych P. bifermentans je pomérné vzacna (Hale et
al. 2016).
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Paraclostridium spp. patii do téidy Clostridia. P. bifermentans je jednim ze dvou platné
publikovanych druhi rodu Paraclostridium, vsSudypfitomného v riznych mezofilnich
podminkach, v¢etné pidy, moiského prostredi, znecisténych vod i lidskych tél. Patogen P.
sordellii je fylogenomicky blize k P. bifermentans nez ostatni patogenni ¢lenové v ramci
klastru XI. P. bifermentans je tradi¢né povazovan za lidského komenzala, protoze je obvykle
nepatogenni, pokud nekoexistuje s C. perfringens. V klinickych podminkach je vSak hlaseno
stale vice ptipadl, které prokazuji jeho schopnost zptisobovat rizné lidské infekce, jako je
mozkovy absces, lymfadenitida, nekrotizujici endometritida, kloubni infekce, empyém
a endokarditida, zejména s rozvojem pokrocilych diagnostickych metod. P. bifermentans se
tedy za specifickych podminek objevuje jako patogen u lidi, a i kdyZ soucasnd pozorovani
naznacuji, ze infekce zplsobené P. bifermentans nejsou smrtelné, nicméné nelze pii tak
omezeném poctu hlaSenych piipadi vylou¢it moznost vyskytu vysoce toxickych kmenti.
Schopnost P. bifermentans koédovat faktory virulence zlstava doposud z velké casti
neprozkoumand, a proto jsou znalosti o patogenezi a potencialu zpisobovat smrtelné infekce
omezené (Zhao et al. 2022; Cai et al. 2023).

3.3 Materské mléko

3.3.1 Materské mléko a jeho vyznam

Matetské mléko je pro kojence dokonalou vyzivou, kterd je vysledkem evoluce, jez ho
pfesné prizpusobila jeho potfebam (Andreas et al. 2015). Matetské mléko je dokonale
piizptisobeno vyzivovym pozadavkiim novorozenct a podporuje jejich rist a vyvoj. Kojeni je
také klicovym postnatalnim spojovacim ¢lankem mezi matkami a novorozenci, podporuje
mikrobidlni kolonizaci, zrani imunitniho systému a metabolické aktivity, ¢imz hraje klicovou
roli v programovani zdravi kojencti (Selma-Royo et al. 2021).

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO) a Détsky fond
Organizace spojenych narodii (United Nations Children’s Fund, UNICEF) doporucuji vcasné
zahdjeni kojeni do jedné hodiny od porodu a vylu¢né kojeni po dobu prvnich 6 mésict Zivota.
Od 6 mésict véku kojence doporucuji zavedeni nutricné adekvatnich a bezpecnych ptikrmt
spolu s pokrac¢ujicim kojenim do 2 let véku nebo déle (WHO 2023b).

Kojeni kromé zivin poskytuje ochranu pied gastrointestindlnimi a respiraénimi
infekcemi a snizuje vyskyt riznych onemocnéni, jako je obezita, diabetes, atopie a astma.
Navic je prospésné jak pro kojence, tak pro jejich matky (Zhang et al. 2021), které chrani pred
rakovinou prsu a také se zda, Ze je muze chranit pied rakovinou vajecnikii a diabetem 2. typu
(Victora et al. 2016). Vyvijejici se imunitni systém kojence po narozeni ma omezenou
antioxidacni a protizanétlivou aktivitu v dychacich cestdich a gastrointestindlnim traktu,
nedostatecné vyvinuté fyzikalni bariéry, omezenou kyselost gastrointestinalniho traktu ¢i
snizenou sekreci imunoglobulini (sekre¢niho imunoglobulinu A). Rany zivot cloveka
(od fetalniho stadia az po prvni mésice zivota) je spojen s vyvojovymi milniky a lidské mléko
poskytuje prostfedi pro navozeni tolerance vii¢i antigenim i1 pro rozvoj silné imunitni obrany
proti Skodlivym patogentiim. Matefské mléko poskytuje zdravé podnéty pro sliznici
gastrointestindlniho traktu, ovliviiuje slozeni stfevni mikrobioty a podporuje vyvijejici se
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imunitni systém kojence pravdépodobné prostiednictvim bioaktivnich latek matetského mléka
(Carr et al. 2021).

3.3.2 SloZeni materského mléka

Matetské mléko obsahuje 87 az 88 % vody a 124 g/l pevnych sloZzek jako jsou
makroziviny, véetné sacharidl, bilkovin a tuku. Také obsahuje vitaminy, mineralni latky
(Kim & Yi 2020) i mnozstvi biologicky aktivnich latek, které maji riznorodé ulohy, jak pfi
fizeni vyvoje imunitniho systému kojencu, tak stfevni mikrobioty (Andreas et al. 2015).

Na rozdil od nahradni mlécné kojenecké vyzivy, jejiz slozeni je standardizovano
ve velmi Gzkém rozmezi, slozeni matetského mléka je dynamické a méni se v ramci krmenti,
denné, béhem laktace i mezi matkami a populacemi (Ballard & Morrow 2013). Na slozeni
maji také vliv genetické, fyziologické a nutriéni faktory a uplatiuji se i podminky prostiedi
(Pietrzak-Fie¢ko & Kamelska-Sadowska 2020).

Matetské mléko je déleno dle faze laktace na mlezivo, pfechodné mléko a mléko zralé.
Mlezivo (kolostrum) je prvni tekutinou, kterou matky produkuji po porodu a 1isi se v objemu,
vzhledu a slozeni. Tvofi se do 5 dnli po porodu v malém mnozstvi a je bohaté na imunitni
latky (imunoglobulin A, laktoferin, leukocyty a vyvojové faktory), ma niz§i obsah tuku
a vyss$i obsah bilkovin nez mléko zralé a zarovenn obsahuje relativné nizké koncentrace
laktézy, coz naznacuje, Zze jeho primdrni funkce jsou spiSe imunologické a trofické nez
nutri¢ni (Ballard & Morrow 2013; Kim & Yi 2020; Damaceno et al. 2023). Piechodné mléko
sdili nekteré vlastnosti mleziva, ale predstavuje obdobi ,,zvySené™ produkce mléka pro
podporu vyzivovych a vyvojovych potieb rychle rostouciho ditéte. Obvykle se objevuje mezi
5. a 14. dnem po porodu, poté je povazovano za pievazné zralé. Po 4 az 6 tydnech po porodu
je mateiské mléko povazovano za plné zralé (Ballard & Morrow 2013).

3.3.2.1 Makronutrienty

Primérné sloZzeni makroZivin zralého matefského mléka se odhaduje na ptiblizné 0,9—
1,2 g/dl bilkovin, 3,2-3,6 g/dl tuku a 6,7-7,8 g/dl laktozy. Odhady energetické hodnoty se
pohybuji v rozmezi 65-70 kcal/dl a jsou vysoce korelované s obsahem tuku v lidském mléce.
SloZeni mléka se u pfedcasné narozenych déti a déti narozenych v terminu lisi, pficemz
U pfedCasné narozenych ma vyS$i obsah bilkovin a tuku (Ballard & Morrow 2013).
V tabulce 5 jsou uvedeny piiblizné hodnoty makronutrientli obsazenych v mlezivu a zralém
matefském mléce.

Tabulka 5: Makronutrienty mleziva a zralého matefského mléka (Kim & Yi 2020)

Mlezivo (1-5 dni) Zralé mateiské mléko (>14 dni)
Energeticka hodnota 50-60 kcal/100 ml 6570 kcal/100 ml
Sacharidy 50-62 g/l 60-70 g/l
Laktoza 20-30 g/l 67-70 g/l
Oligosacharidy 20-24 g/l 12-14 g/l
Bilkoviny celkem 14-16 g/l 8-10 g/l
Tuk celkem 15-20 g/l 35-40 g/l

34



Matetské mléko obsahuje vice nez 400 rtiznych bilkovin, které plni fadu funkci —
poskytuji vyzivu, maji antimikrobidlni a imunomodula¢ni ucinky a také stimuluji vstfebavani
zivin. Bilkoviny obsazené v mléce lze rozdé€lit do tfi skupin, na kaseiny, syrovatkové
amucinové bilkoviny. Muciny (MUCI, MUC4 a piipadné¢ dalsi) jsou pfitomny
v membranach mléénych tukovych kulicek a chrani kojence pied infekci (Ballard & Morrow
2013; Andreas et al. 2015). Pomér syrovatkové a kaseinové frakce se méni v souvislosti
s nastupem laktace. V mlezivu je pomér syrovatky a kaseinu téméi 90:10, ale postupné se
méni na 60:40 ve zralém mléce. Kasein je délen na alfa, beta, gama a kappa kasein. Alfa-
kasein, ktery je hojn¢ zastoupen v kravském mléce, je v matetském mléce ptitomen jen ziidka
(Kim & Yi 2020). Syrovatkové bilkoviny pfitomné ve vyznamném mnozstvi jsou alfa-
laktalbumin, laktoferin, imunoglobulin IgA, sérovy albumin a lysozym (Andreas et al. 2015).
Alfa-laktalbumin tvoti az 40 % syrovatkovych bilkovin matefského mléka, avsak beta-
laktoglobulin, ktery je reprezentativni bilkovinou kravského mléka, v matefském mléce chybi
(Kim & Yi 2020). Obsah bilkovin v mléce matek, které porodily predcasné, je vyrazné vyssi
nez u matek, které porodily v terminu. Hladiny bilkovin v matetském mléce klesaji v prabéhu
prvnich 4 az 6 tydnt Zivota nebo déle bez ohledu na nacasovani porodu. Koncentrace bilkovin
neni ovlivnéna stravou matky, ale zvysuje se s télesnou hmotnosti matky a klesa u matek,
které produkuji vétsi mnozstvi mléka (Ballard & Morrow 2013).

K nebilkovinnym slouc¢enindm obsahujici dusik je fazena mocovina, kyselina mocova,
kreatinin, kreatin, aminokyseliny a nukleotidy. Nebilkovinné slozky tvofi pfiblizné
25 % dusiku matetského mléka (Ballard & Morrow 2013; Andreas et al. 2015).

Matetské mléko obsahuje v priméru 4,0 % tuku (Cimmino et al. 2023), avsak tuk je
nejvariabilngj$im makronutrientem matefského mléka. Zadni mléko, tedy mléko ziskdvané ke
konci krmeni, miZe obsahovat dvojnasobnou az trojnasobnou koncentraci mlééného tuku nez
mléko predni, coz je mléko, které je ziskavano na pocatku krmeni (Ballard & Morrow 2013).
Lipidy jsou pfitomny ve formé¢ emulze (Andreas et al. 2015) a zajist'uji hlavni ¢ast celkového
piijmu energie (lipidy tvoii 40-55 % celkové energie matefského mléka) a zdkladnich
mikrozivin pro kojence, jako jsou vitaminy rozpustné v tucich, polynenasycené¢ mastné
kyseliny a bioaktivni slozky. Tukovou frakci matefského mléka tvofi pfiblizné z 95 aZ 98 %
triacylglyceridy, zbytek tvoii pfevazné diacylglyceridy, monoacylglyceridy, volné mastné
kyseliny, fosfolipidy a cholesterol. Tyto slozky tvoii tukové kulicky, pfi¢emz fosfolipidy tvofi
membranu tukovych kulic¢ek a triacylglyceroly jsou v jadie tukovych kuli¢ek (Andreas et al.
2015; Perrella et al. 2021).

Matetské mléko obsahuje vice nez 200 mastnych kyselin, nékteré prevazuji, mnohé
z nich jsou vsak pfitomny ve velmi nizkych koncentracich (Andreas et al. 2015). Celkovy
obsah mastnych kyselin je z 42,4 % tvofen mononenasycenymi mastnymi kyselinami,
2 39,8 % nasycenymi mastnymi kyselinami a z 17,6 % polynenasycenymi mastnymi
kyselinami, pfi¢emz 14,7 % tvofi omga-6 mastné kyseliny a 2,91 % omega-3 mastné kyseliny
(Kietbasa et al. 2024). Tuk matetského mléka se vyznacuje vysokym obsahem kyseliny
palmitové (C16:0) a olejové (C18:1, n-9), pficemz palmitovd kyselina je koncentrovana
prevazné v 2. poloze triglyceridd a kyselina olejova v 1. a 3. poloze (Cimmino et al. 2023)
a kyselina olejova tvofi piiblizné 30-40 ¢g/100 g tuku v matefském mléce (Andreas et al.
2015). V mateiském mléce jsou nejvice obsazeny mastné kyseliny s 10 az 18 uhliky.
Vyskytuji se také 2 esencidlni mastné kyseliny, kyselina linolova (C18:2, omega-6) a a-
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linolenova (C18:3, omega-3), které¢ nejsou syntetizovany ¢lovékem (Cimmino et al. 2023).
Vyssi  koncentrace omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin v matefském mléce
v prvnich mésicich laktace je spojena s lepSim psychomotorickym vyvojem (Perrella et al.
2021).

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem obsazené v matefském mléce jsou také dillezitym
zdrojem energie a jsou nezbytné pro normalni zrani gastrointestinalniho traktu (Andreas et al.
2015). Vyvoj mozku a neurokognitivni vysledky jsou také zavislé na komplexnich polarnich
lipidech, které jsou soucasti zbyvajici 2% frakce tuku. Tyto lipidy se nachédzeji v membrané
tukovych kulicek a zahrnuji fosfolipidy, gangliosidy, sfingomyeliny a cholesterol (Perrella et
al. 2021). Sfingomyeliny jsou zvlasté dulezité pro myelinizaci centralniho nervového systému
a zlepsuji neurobehavioralni vyvoj kojenct s nizkou porodni hmotnosti (Andreas et al. 2015).

Profil mastnych kyselin matetského mléka se li§i v zavislosti na stravé matky, a to
zejména v ptipadé polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Cimmino et al.
2023). Zatimco podily nasycenych a mononenasycenych mastnych kyselin jsou b&hem
zavedené laktace stabilni, profil polynenasycenych mastnych kyselin matetského mléka se
meéni v zdvislosti na lipidové vyzivé matky, adipozité, gestatnim pfirGstku hmotnosti
a piipadné piijmu bilkovin matky (Perrella et al. 2021).

Sacharidy hraji vyznamnou roli ve vyzivé kojenci a ve vyvoji a udrZzovani slozeni
sttevni mikrobioty. Lakt6za, coz je disacharid tvofeny glukézou kovalentné véazanou
na galaktozu, je hlavni sacharidovou slozkou matetského mléka (Andreas et al. 2015;
Cimmino et al. 2023). Dal§imi vyznamnymi sacharidy obsazenymi v matetském mléce jsou
oligosacharidy matefského mléka, které jsou hojné zastoupeny, ackoliv jejich hodnoty se
méni v zavislosti na fazi laktace a genetickych faktorech matky. Oligosacharidy patii mezi
nevyzivné bioaktivni faktory (Ballard & Morrow 2013).

3.3.2.2 Mikronutrienty

Vitaminy, mineralni latky a stopové prvky jsou nezbytné pro procesy souvisejici
S ristem a vyvojem kojencti, véetné¢ imunitniho systému, syntézy hormont a antioxida¢nich
kofaktorti. SloZeni mikroZivin matetského mléka je ovlivnéno nescetnymi faktory, mezi néz
patii napfiklad strava matky a stddium laktace. Stav mikronutrientd u plné kojeného kojence
zavisi jak na pfijmu z mléka, tak na zasobach nahromadénych v déloze (Perrella et al. 2021).
Primérné hodnoty mikronutrient obsazenych v matefském mléce jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Primérné hodnoty mikronutrientd v matefském mléce (Darragh & Lonnerdal 2011)

Mikronutrient Zralé matei'ské mléko
Vitaminy rozpustné ve vodé

Kyselina askorbova (vitamin C) 50-100 mg/I

Biotin (vitamin B7) 6 ng/l

Kyselina listova (vitamin B9) 80-133 ug/l

Niacin (vitamin B3) 1,6-6,0 mg/I

Kyselina pantothenova (vitamin B5) 2,0-2,5 mg/l

Riboflavin (vitamin B2) 400-600 g/l

Thiamin (vitamin B1) 200 ug/l

Pyridoxin (vitamin B6) 0,1-0,3 mg/I
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Kobalamin (vitamin B12) 1,0 ug/l

Vitaminy rozpustné v tucich

Karotenoidy 0,2-0,6 mg/I
Retinol (vitamin A) 0,3-0,7 mg/l
Vitamin D 0,4 png/l
Vitamin E 3-8 mg/l
Vitamin K 3-15 pg/l
Mineralni latky
Vapnik 278 mg/l
Chlorid 426 mg/l
Hoft¢ik 35 mg/l
Fosfor 140 mg/Il
Draslik 530 mg/I
Sodik 180 mg/I
Sira 142 mg/l
Stopové mineralni latky
Chrom 200-400 ng/l
Kobalt 100-200 ng/I
Med 0,2-0,4 mg/Il
Fluorid 4-15 ng/l
Jod 146 pg/l
Zelezo 0,72 mg
Mangan 3-6 ng/l
Molybden 1-2 mg/l
Nikl 0,5-2 mg/l
Selen 1020 ng/1
Zinek 1-3 mgl/l

MIécna Zlaza je jedinecny organ, ktery je urcen k podpote preziti kojence a je schopen
poskytnout kojenci dostatecny objem mléka 1 za neptiznivych vyzivovych podminek matky.
Nicméng¢, zvlastni pozornost je tfeba vénovat zdrojim potravy matky, které obsahuji vitaminy
A, B1, B2, B3, B6, B12, C a D, mastné kyseliny a jod, protoZe koncentrace téchto zivin
vV matetském mléce je alespon Castecné zavisla na stravé a télesnych zadsobach matky. Naopak
kalorie, bilkoviny, folaty, mineralni latky a stopové prvky v matefském mléce nejsou zavislé
na stravé matky, nicméné, aby se zabranilo vycerpani mateiskych zdsob téchto Zivin, je
doporuceny pfijem téchto latek u kojicich zen vyssi nez u primérného dospélého Clovéka
(Valentine & Wagner 2013).

VSechny vitaminy rozpustné ve vodé¢ a v tucich se nachazeji v matefském mléce (Guo &
Hendricks 2008). Koncentrace vétSiny vitamint obsazenych v matetském mléce se zvySuje
S vyzravanim matetského mléka od kolostra v mléko zralé, s vyjimkou karotenoidl (a- a -
karoten, lutein, kryptoxantin a lykopen), retinolu a vitaminu E, jejichz koncentrace se snizuje.
Avsak snizeni koncentrace nékterych vitamini nemusi zménit celkové mnozstvi dostupné pro
kojence, jelikoz sniZeni koncentrace mlize byt kompenzovano zvySenim mnozstvi piijatého
matefského mléka kojencem (Darragh & Lonnerdal 2011). Mléko zdravych a dobie
vyzivovanych Zen obvykle obsahuje dostatecné mnozstvi vétSiny vitaminl potiebnych pro
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kojence. Avsak vitamin D a K jsou vyjimkou, jejich mnoZstvi v matetském mléce nemusi byt
dostatecné a doporuCuje se jejich suplementace (Guo & Hendricks 2008; Darragh &
Lonnerdal 2011; Valentine & Wagner 2013).

Mineralni latky se vtéle vyskytuji v nékolika chemickych formach, vcetné
anorganickych iontii a soli nebo jako slozky jinych organickych molekul, jako jsou bilkoviny,
tuky a nukleové kyseliny. Podileji se na raznych fyziologickych funkcich, jsou soucasti
strukturalnich slozek télesnych tkani a tvofi nezbytné soucasti mnoha enzymu a biologicky
dilezitych molekul. Sodik, draslik, chloridy, vapnik, fosfor a sirany tvoii makromineralni
latky obsazené v matetském mléce (Guo & Hendricks 2008). Obecné plati, Ze obsah
makromineralnich latek v matefském mléce zlstdvd bcéhem obdobi laktace stabilni
po pocateénim snizeni koncentraci chloridl, drasliku, sodiku a siry (Darragh & Lonnerdal
2011). Nicmén¢ obsah mineralnich latek je stale ovlivnén vyzivovym stavem matky, zivotnim
prostfedim a dal$imi faktory (Guo & Hendricks 2008).

3.3.2.3 Dalsi vyznamné slozky matefského mléka

Mateiské mléko déale obsahuje imunomodulac¢ni slozky, které jsou pro novorozence
prospésné¢ bcéhem zrani jeho imunitniho systému. Imunoglobuliny, ristové faktory,
antimikrobialni peptidy, oligosacharidy matetského mléka a cytokiny v matefském mléce
zastavaji roli pfi posilovani funkce stfevni bariéry a snizuji vyskyt nekrotizujici enterokolitidy
(Nolan et al. 2020). Antimikrobialni faktory, jako je laktoferrin, laktadherin a lysozym, piimo
likviduji patogeny (Thai & Gregory 2020).

Laktoferrin je bilkovinou vyskytujici se v syrovatkové frakci. Tento glykoprotein patii
do skupiny transferinti a ma vysokou afinitu k vazbé zeleza, coz mu proptjcuje antioxidacni
a bakteriostatické vlastnosti. Hladiny laktoferrinu se méni v prabéhu zrani mléka. Primérna
koncentrace laktoferrinu v lidském kolostru se pohybuje mezi 5 a 6 mg/ml. Se zvySujici se
produkci matetského mléka jeho koncentrace klesa na 1 mg/ml ve 2 aZz 3 mésicich laktace.
Primérny piijem laktoferrinu v mléce u zdravych kojenych kojencd narozenych v terminu je
ptiblizné 1200 mg za den v 1 mésici v€ku a 700 mg za den ve 4 mésicich (Goldman et al.
2017; Thai & Gregory 2020; Carr et al. 2021; Reniker et al. 2023). Laktoferrin vaze volné
zelezo, které je nezbytnou zivinou pro rast bakterii a zabrafiuje tak riistu riznych patogend,
které jsou na Zeleze zavislé pro své dalsi mnoZeni, coZ vede k bakteriostatickému ucinku.
Tato aktivita nasledn¢ poskytuje konkurenéni vyhodu potencidlné prospéSnym bakteriim,
které maji nizkou potiebu Zeleza, jako jsou Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp. Také
inhibuje adhezi mikrobli k hostitelskym builkdm a ma pfimy cytotoxicky tucinek proti
bakteriim, virim a plisnim, konkrétné tim, Ze vytvaii laktofericin, peptid s baktericidni
aktivitou vznikajici pfi traveni laktoferrinu. Laktofericin ma silnou antibakterialni i urcitou
antivirovou aktivitu s imunomodulacnimi schopnostmi (Goldman et al. 2017; Nolan et al.
2020; Thai & Gregory 2020; Carr et al. 2021; Reniker et al. 2023).

Lysozym je dilezity antimikrobidlni protein, ktery se nachazi v mléce a kolostru savcti,
Vv slzach, slinach, matefském mléce, hlenu ¢i vajecném bilku. Tento enzym (EC 3.2.1.17)
hydrolyzuje beta-1,4 glykosidické vazby mezi N-acetylmuramovou Kkyselinou a N-
acetylglukosaminem v bunécné sténé, coz vede Klyze bakteridlni bunétné stény.
Grampozitivni bakterie jsou k lysozymu citlivéjsi nez gramnegativni bakterie. Matei'ské
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mléko obsahuje piiblizné¢ 400 mg/ml lysozymu, coz je pfiblizné 3000x vice nez v mléce
kravském (Montagne et al. 2001; Clare et al. 2003; Rada et al. 2010). Lysozym ma piedevsim
antibakterialni G¢inky, ale ma i uréitou antivirovou aktivitu (Thai & Gregory 2020).
Synergicky interaguje s dalSimi imunoprotektivnimi latkami, jako jsou IgA, laktoferrin ¢i
slozky komplementu (Rockova et al. 2011b). Lysozym matetského mléka mize dle Rockova
et al. (2011b) puasobit jako selekéni faktor pro specifické bakteridlni kmeny ve stfevech
kojencu. Druhy rezistentni vaéi lysozymu, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium
longum, vykazovaly vynikajici rist v matefském mléce. Naproti tomu vétSina neptivodnich
druht, jako je C. butyricum, v matefském mléce nerostla (Rockova et al. 2011b).

Laktadherin je glykoprotein obsazeny v matefském mléce, ktery piispiva k fagocytdze
apoptotickych bunék a zabranuje tim tak zanétu. Nedostatek laktadherinu je spojen se
zanétlivymi a autoimunitnimi onemocnénimi (Nolan et al. 2020; Thai & Gregory 2020).

Imunoglobuliny jsou glykoproteinové molekuly produkované plazmatickymi bunkami,
které poskytuji pasivni imunitu kojenctiim prostfednictvim pfenosu nejprve pies placentu, poté
béhem kojeni. Existuje 5 typli imunoglobulint, IgA, IgG, IgM, IgE a IgD, ackoliv pouze IgG
prochazi ptes placentu, pfi¢emz vétSina je prenaSena ve 3. trimestru. V matetském mléce se
vyskytuji vSechny typy imunoglobulinii (Carr et al. 2021). Imunoglobuliny v matefském
mléce posiluji imunitu novorozence a podporuji jeji vyvoj. Imunoglobuliny v kombinaci
s dalsimi slozkami matetfského mléka hraji roli pii snizovani patogennich infekci, alergii
a pravdépodobné i pfi zrani stiev (Carr et al. 2021; Reniker et al. 2023). Nejvice zastoupenym
imunoglobulinem v matefském mléce je IgA (90-95 %), nasledovany IgM (2-5 %) a 1gG
(<1 %). Hladiny imunoglobulini se v prubéhu laktace méni, nicméné IgA zlstava
prevladajicim imunoglobulinem bez ohledu na fazi laktace. IgA v matefském mléce podléha
proteolytickému Stépeni za uvolnéni sekrecniho IgA. Kolostrum obsahuje vysoké koncentrace
téchto sekrecnich imunoglobulinti. Sekre¢ni IgA vykazuje pfimé antimikrobidlni ucinky
ve stfevé tim, Ze se vaze na mikrobialni toxiny, bakterie a viry, zabranuje jejich vazbé
na hostitele nebo je pfimo neutralizuje a slouzi jako prvni linie obrany ve stievech (Carr et al.
2021; Reniker et al. 2023).

Matetské mléko obsahuje také fadu cytokintl a ristovych faktord. Jde o mocné proteiny,
které hraji Gstfedni roli pii regulaci fady biologickych procest, véetné zanétu, rlistu a vyvoje
(Reniker et al. 2023). Cytokiny jsou multifunkéni peptidy, které pisobi autokrinné/parakrinné
a pravdépodobné snizuji zavaznost infekce U kojenych déti. Mezi cytokiny patii zejména
interleukiny (IL) IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, interferon gama (IFNy) a tumor nekrotizujici
faktor a (TNF-a) a transformujici rastovy faktor p (TGF-B) (Ballard & Morrow 2013; Geddes
& Kakulas 2018; Nolan et al. 2020).

Rustové faktory maji rozsahlé ucinky na stievni trakt, cévni, nervovy a endokrinni
systém (Ballard & Morrow 2013). Stimuluji bunéény rust, plni ochrannou funkci, podileji
na stimulaci a regulaci ristu stfev kojencli a napomahaji dozravani stievni slizni¢ni bariéry.
Mezi rustové faktory pfitomné v matetském mléce patii epidermdlni ristovy faktor (EGF),
ristovy faktor vazany na heparin (HP-EGF), neuronalni ristové faktory (BNDF — brain-
derived neurotrophic factor; GNDF — glial cell-line derived neurotrophic factor; a ciliarni
neurotroficky faktor CNTF (ciliary neutrotrophic factor)), skupina rastovych faktort
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podobnych inzulinu (IGF) a cévni endotelialni rastovy faktor (VEGF) (Ballard & Morrow
2013; Geddes & Kakulas 2018; Nolan et al. 2020).

Dale matefské mléko obsahuje peptidové i nepeptidové hormony véetné gonadotropint
(naptiklad progesteron, estrogeny, gonadotropin uvolnujici hormon), hormont regulujicich
metabolismus a télesné slozeni (napfiklad inzulin, leptin, rezistin, adiponektin, gherlin),
hormoni, které reguluji rast (somatostatin, Kkalcitonin) a hormonid souvisejicich
s neuroendokrinnimi systémy (glukokortikoidy, melatonin, oxytocin). Matetfské mléko také
obsahuje vyznamné mnozstvi erytropoetinu, coz je hlavni hormon zodpovédny za zvySovani
poctu cervenych krvinek (Ballard & Morrow 2013; De Weerth et al. 2023).

Matetské mléko obsahuje i fadu bun¢k, véetné makrofagi, T-bunék, kmenovych bunék
a lymfocytu (Ballard & Morrow 2013).

3.3.2.3.1 Oligosacharidy mateiského mléka

Oligosacharidy matefského mléka (OMM) jsou dileZitou slozkou matetského mléka,
které jsou po laktdze a lipidech tieti nejrozsifencjsi pevnou slozkou matetského mléka. Jsou
strukturné rozmanitou skupinou komplexnich nestravitelnych sacharidd (Wicinski et al.
2020), které byly puvodné objeveny jako ,bifidus faktor®, ktery slouzi jako metabolicky
substrat pro zadouci bakterie a utvaii slozeni stfevni mikrobioty se zdravotnimi pfinosy pro
kojené novorozence. Nicméné nyni uz je znamo, ze¢ OMM maji mnohem vice prospésnych
funkci pro zdravi kojence a nejsou jen ,,potravou pro bakterie* (Bode 2012).

Mnozstvi a slozeni OMM se u jednotlivych Zen v prubéhu laktace 1isi (Bode 2012).
Nejvyssi koncentrace OMM se vyskytuji v kolostru a dosahuji 20-23 g/1, poté se
s dozravanim mléka jejich koncentrace snizuje na hodnoty 12-14 g/l (Wicinski et al. 2020).

Ve srovnani s matefskym mlékem jsou koncentrace oligosacharidii mléka vétSiny
domacich zvifat jako jsou kravy, kozy, ovce, osli ¢i prasata, spiSe stokrat az tisickrat nizsi
nebo je jejich struktura méné komplexni a diverzifikovana (Li et al. 2021). Mnozstvi
oligosacharidii obsazenych v matefském mléce je ve srovnani s mnozstvim oligosacharida
Vv mléce kravském pozoruhodné vysoké, pfi¢emz V nejcasnéjSim kravském mléce dosahuji
koncentrace az 1 g/I, poté mnozstvi klesa na hodnoty 0,05-0,1 g/l ve zralém mléce. Matetské
mléko tak obsahuje vice neZ dvacetinasobné vysSi mnoZstvi oligosacharidli s vyssi
tomu v piipadé oligosacharidii kravského mléka (Zhang et al. 2021).

Bylo objeveno vice nez 200 strukturné odlisnych OMM, ackoliv 20-25 z nich je
zastoupeno ve znatelném mnozstvi a dohromady tvofi vice nez 95 % vsech OMM (Masi &
Stewart 2022). OMM jsou syntetizovany v mlééné zlaze pisobenim specifickych
glykosyltransferaz, a to postupnym ptidavanim galaktozy, fukozy, N-acetylglukosaminu
(GlcNACc) a kyseliny sialové (Sia) k molekule laktozy, pticemz kyselina N-acetylneuraminova
(Neu5Ac) je pievladajici, ne-li jedinou formou kyseliny sialové (Gabrielli et al. 2011; Bode
2012).

OMM lze rozdélit do 3 skupin. Fukosylované oligosacharidy jsou neutralni, obsahuji
fukézu v koncové pozici a tvoii 35-50 % celkovych OMM. K fukosylovanym
oligosacharidim patii 2’-fukosyllaktéza (2°-FL), 3-fukosyllaktoza (3-FL) a lakto-N-
fukopentadéza (LNFP). Neutralni oligosacharidy (neutralni obsahujici N; nefukosylované)
obsahuji N-acetylglukosamin v koncové pozici a tvoti 42-55 % celkovych oligosacharidu.
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Radi se k nim lakto-N-hexoza (LNH), lakto-N-tetradza (LNT) a lakto-N-neotetraéza (LNnT).
Neutralni oligosacharidy tedy dohromady tvoii vice nez 75 % celkovych oligosacharidi. Treti
skupinu tvofi sialylované oligosacharidy, které jsou kyselé, obsahuji kyselinu sialovou
v koncové pozici a tvoti 12-14 % celkovych oligosacharidi. Patii k nim 3’-sialyllaktoza (3'-
SL), 6’-sialyllaktoza (6'-SL), sialyllakto-N-tetraoza (LST) a disialyllacto-N-tetradza
(DSLNT) (Plaza-Diaz et al. 2018; Zhang et al. 2021). Na obrazku 5 jsou znazornény struktury
oligosacharidi matetského mléka (OMM) jednotlivych skupin.
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Obrazek 5: Fukosylované, sialylované a neutralni oligosacharidy matefského mléka (Zhang et al.
2021)

MnoZstvi a slozeni oligosacharidll se u jednotlivych Zen li$i. I kdyZ jsou hojné&jsi OMM
u jednotlivych matek zastoupeny ve srovnatelném mnozstvi, kazda Zena produkuje pouze ¢ast
moznych struktur a kazda matka ma specifické slozeni OMM. Ackoliv syntéza OMM zavisi
na mnoha glykosyltransferdzach specifickych pro rizné monomery, slozeni OMM také zavisi
na genetickém profilu matky a odrdzi charakteristiky krevnich skupin, které zavisi na expresi
urcitych glykosyltransferaz. V biosyntéze fukosylovanych oligosacharidl hraji dileZitou roli
2 geny, gen Secretor (Se) a gen Lewis (Le), které koduji rizné fukosyltransferasy urcujici
kvantitativni a kvalitativni slozeni OMM. ol-2-fukosyltransferasa (FUT2) je kodovana Se
genem, zatimco al-3/4-fukosyltransferasa (FUT3) je kodovana Le genem. Aktivace Se genu
vede k expresi enzymu FUT2, ktery je zodpovédny za prodlouzeni koncového galaktézového
fetézce typu 1 o fukdzu prostiednictvim vazby al-2. Aktivace genu Le umoziuje expresi
FUT3, ktera piidava fukozu s vazbou al-3/4 na subterminalni N-acetylglukosamin fetézce
typu 1. Mléko zZen s aktivnim Se lokusem, je bohaté na 2’-fukosyllaktozu (2°FL), lakto-N-
fukopentaézu 1 (LNFP I) a dalsi al-2-fukosylované oligosacharidy matetského mléka.
Naproti tomu mléko zen, které nemaji aktivni Se lokus a nemaji funkéni enzym FUT?2,
neobsahuje al-2-fukosylované OMM. Na ziklad¢é systému skupin, ktery je urcen aktivitou
téchto dvou genovych lokust kodujicich fukosyltransferasy (FUT2 a FUT3), lze vytvorit
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4 skupiny OMM (Le+ Se+; Le+ Se—; Le— Se+; Le— Se—) (Bode 2012; Plaza-Diaz et al. 2018;
Zhang et al. 2021; Masi & Stewart 2022).

Nicméné dokonce i mléko Se-negativnich a Le-negativnich Zen (Se—Le-), obsahuje
fukosylované OMM (3FL nebo LNFP 1), coz naznacuje Ze se mohou podilet i jiné FUT,
na Se a Le nezavislé (Bode 2012; Plaza-Diaz et al. 2018).

Na procesu biosyntézy sialylovanych OMM se podileji dva geny, gen Le a gen ABH.
Nizké hladiny sialylovanych oligosacharidli se vyskytuji u mléka matek s genotypem ABH-
Le—, zatimco matky s genotypem ABH+ Le+ mohou exprimovat vysoké hladiny téchto
sacharidu (Zhang et al. 2021).

OMM maji fadu biologickych funkci, které vykazuji prospéSné ucinky
pro novorozence, které jsou znazornény na obrazku 6 (Cheng et al. 2021; Li et al. 2021).
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Obrazek 6: Pfiznivé ucinky oligosacharidi matefského mléka (Cheng et al. 2021; Li et al. 2021)

OMM po poziti kojencem odolavaji nizkému pH v zaludku idegradaci enzymy.
Ptiblizné 1 % pozitych OMM se vstiebd, dostava se do systémového obéhu kojence a je
vylouceno neporusené moci. Vétsina OMM je vSak bud’ metabolizovana stfevnimi mikroby
kojence nebo je vyluCovana v nezménéné formé ve stolici (Bode 2015). Jejich vstiebavani
a metabolismus tedy probihd piedev§im v tlustém stievé, kde slouzi jako substrat pro
specifické mikroby. OMM jsou povazovany za prebiotika, protoZze podporuji rlist prospésnych
bakterii ve stfevé kojence. Dominantni zastupci stfevni mikrobioty, Bifidobacterium spp.
a Bacteroidetes spp., maji schopnost travit a vyuzivat OMM prostifednictvim specifickych
glykosidaz (Li et al. 2021). V duasledku toho maji tyto bakterie ristovou vyhodu a dafi se jim.
Ostatni bakterie, které OMM nedokazou vyuzit, jsou v nevyhod¢ a nerostou tak dobie nebo
vibec (Bode 2015).

Mnoho virovych, bakteridlnich ¢i protozoarnich paraziti se potiebuje prichytit
na povrch epitelialnich bun€k, aby se mohli mnozit, napadnout hostitele a zpiisobovat
onemocnéni. Casto dochdzi k po¢ateénimu navazani na sacharidy (glykany) na povrchu
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epitelovych bunék, znamé také jako glykokalyx. Zatimco tyto glykany jsou konjugovany
s bilkovinami nebo lipidy, OMM se podobaji n¢kterym glykanovym strukturam a slouzi jako
lakajici receptory, které blokuji vazbu patogenti na epitelialni buiiky. Nevdzané patogeny se
jiz nemohou navazat na povrch bunék a jsou vyplavovany, aniz by zpusobily onemocnéni
(Bode 2015). OMM maji nejen silny vliv na mikroby, ale také mohou pifimo ovliviiovat
stievni epitelialni buiiky (Cheng et al. 2021). Studie in vitro, kterou provedl Kuntz et al.
(2008), ukazala, ze kyselé i neutralni oligosacharidy izolované z mateiského mléka maji
za homeostatickych podminek inhibi¢ni Gi€inky na proliferaci stfevnich bunék.

Ackoli OMM mohou nepfimo ovliviiovat imunitni systém kojence zménou slozeni
sttevni mikrobioty, mohou také pifimo modulovat imunitni reakce ovlivnénim rdznych
bunécnych populaci nebo regulaci exprese zanétlivych genti (Li et al. 2021). Nekrotizujici
enterokolitida (NEC) je jednim znejéastéjSich onemocnéni u piedCasné narozenych
novorozencl a jeji incidence se u kojenct s velmi nizkou porodni hmotnosti (méné nez
1500 g) pohybuje mezi 5 a 10 %, pficemZ tmrtnost se pohybuje mezi 20 a 30 %. Kojenci,
ktefi toto onemocnéni pteziji se Casto potykaji s dlouhodobymi neurologickymi potizemi.
Dle Bode (2018) maji pted¢asné narozeni kojenci krmeni matefskym mlékem misto nahradni
mlécné vyzivy, 6 az 10krat nizs$i pravdépodobnost, ze se u nich rozvine toto onemocnéni.
Ackoliv je patogeneze NEC nedostate¢né¢ prozkoumana, souvisi s nezralym stfevem
pfedcasné narozenych novorozenct, krmenim nahradnimi mlécnymi vyzivami, abnormalni
kolonizaci stievni mikrobioty, hypoxicko-ischemickym poskozenim stfevniho epitelu a s nim
souvisejicim poskozenim stfevnich bunék (Li et al. 2021). Dle Bode (2018) kombinované
udaje z modeld tkanovych kultur in vitro, preklinickych studii in vivo na zvifecich modelech
a také kohortové studie matek a kojencii, podporuji hypotézu, Ze OMM pfispivaji k pfiznivym
ucinkiim matetského mléka proti NEC.

Primarni funkci gastrointestindlniho traktu je traveni a vstfebavani Zivin, ale zaroven
musi plnit funkci bariéry a chranit pred toxickymi latkami a potencidlnimi patogeny. Strevni
trakt novorozencti je vSak pfi narozeni nezraly, nicméné¢ OMM podporuji funkci stfevni
bariéry, jak nepfimo ovliviiovanim sloZeni mikrobioty, tak pfimo modulaci stfevnich bun¢k
(Cheng et al. 2021).

Také se zdd, ze existuje souvislost mezi kojenim a vyvojem mozku a kognitivnich
funkci kojence (Li et al. 2021). Dle Hobbs et al. (2021) jsou sialylované OMM jednou
ze zékladnich bioaktivnich sloZek pro vyvoj mozku a kognitivnich funkci novorozenct.

3.3.3 Mikrobiota mateiského mléka a jeji sloZeni

Matefské mléko bylo piivodné povazovano za sterilni tekutinu (Selma-Royo et al. 2021)
a bakterie obsazené v matefském mléce byly povazovany za kontaminanty ¢i patogeny, které
byly pfi¢inou mastitid (Kim & Yi 2020). Nicméné v poslednich letech se objevuji zpravy
0 pfitomnosti zivotaschopnych bakterii v matefském mléce zdravych zen (Mantziari &
Rautava 2021).

Ptitomnost bakterii v matefském mléce byla zkouméana v tadé studii s vyuzitim
kultivacné zavislych 1 kultivacné nezdvislych technik. Kultivaéné zavislé metody sice
umoziuji identifikaci Zivotaschopnych a kultivovatelnych bakterii v matefském mléce, ale
zaroven vedou k podhodnoceni celkového poctu bakterii, protoze nekultivovatelné mikroby
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zustavaji nezjistény. K pfekondni tohoto omezeni jsou pouzivany kultivaéné nezavislé
metody, jako jsou kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qQPCR) a sekvenovéani nové
generace (NGS). Srozvojem a pouzivanim téchto technik byla potvrzena pfitomnost
mikrobidlni DNA a existence bohaté a rozmanité mikrobidlni komunity matefského mléka
(Gomez-Gallego et al. 2016; Mantziari & Rautava 2021).

Martin et al. (2003) zkoumali pfitomnost bakterii mlécného kvaseni v matetském mléce
zdravych zen a uvedli, ze kojeni muze byt vyznamnym zdrojem téchto bakterii pro stfevo
kojence. Jost et al. (2013) zkoumali bakterialni diverzitu v matefském mléce odebraném
od sedmi matek ve 3 Casovych usecich laktace, tedy mezi 3. a 6. dnem, mezi 9. a 14. dnem
amezi 25. a 30. dnem po porodu. Tyto vzorky byly analyzoviany kombinovanymi metodami,
tedy kultivacné zavislymi a nejmodernéj§imi kultivaéné nezavislymi metodami. Kromé
pfevazujicich  fakultativnich  anaerobti, jako jsou Staphylococcus, Streptococcus
a Propionibacterium, byly pomoci sekvenovani detekovany populace obligatnich anaerob,
véetné rodu Bifidobacterium a Veillonella, které byly potvrzeny izolaci zivotaschopnych
kment. Sekvenovani také odhalilo pfitomnost DNA nékolika hlavnich obligatnich anaerobii
spojenych se stfevem, jako jsou Bacteroides a také nékolik ¢lent klostridii, véetné producentti
butyratu jako jsou rody Faecalibacterium a Roseburia, které jsou dilezité pro zdravi tlustého
stieva. Dle Jost et al. (2013) tedy mize byt matetské mléko vyznamnym zdrojem bakterialni
diverzity pro stfevo novorozence, vetné obligatnich anaerobli asociovanych se stievem,
a mize tak vyznamné ovliviiovat kolonizaci stieva a zrani imunitniho systému. Collado et al.
(2009) analyzovali 50 vzorkli matetského mléka pomoci qPCR za ucelem posouzeni
ptitomnosti ruznych bakterialnich rodt a klastri, véetné Bifidobacterium, Lactobacillus,
Staphylococcus, Bacteroides, Enterococcus, Streptococcus a klostridialnich klastrt IV, XIVa
a XIVb. Staphylococcus, Streptococcus, Bifidobacterium a Lactobacillus byly ve vzorcich
matefského mléka prevladajicimi rody a byly zjistény ve vSech vzorcich (50/50), ve vétSiné
vzorcich byly zjistény i klostridialni klastry XIVa-XIVb (48/50) a Enterococcus (38/50),
zatimco v mensich poétech vzorku byly zjistény rod Bacteroides (20/50) a klostridialni klastr
IV (2/50). Dle Collado et al. (2009) kvantitativni real-time PCR umoznila ve vzorcich
matefského mléka detekovat bakteridlni DNA streptokokd, stafylokokt, bakterii mlééného
kvaSeni a bifidobakterii, coz potvrzuje, ze matetfské¢ mléko miize byt vyznamnym zdrojem
bakterii a bakterialni DNA pro stievo kojence.

Bylo tedy prokdzano, ze matefské mléko je trvalym zdrojem komenzalnich,
mutualistickych a/nebo probiotickych bakterii pro stfevo kojence, vcetné stafylokok,
streptokoktl, bifidobakterii a bakterii mlécného kvaSeni (Collado et al. 2009). Tyto bakterie
také mohou hrat diilezitou roli pfi snizovani vyskytu a zdvaznosti infekci u kojeného kojence.
Neékteré kmeny bakterii mlécného kvaseni izolované z matetského mléka maji totiz schopnost
inhibovat rast Sirokého spektra patogennich bakterii kompetitivnim vylouenim a/nebo
produkci antimikrobialnich sloucenin, jako jsou bakteriociny, organické kyseliny ¢i peroxid
vodiku (Collado et al. 2009).

V soucasné dobé tedy matetfské mléko predstavuje jeden z hlavnich a nejvyznamnéjSich
zdroju bakterii pro stfevo kojeného kojence a hraje dulezitou roli v kolonizaci kojence béhem
prvnich mésicu jeho zivota (Khodayar-Pardo et al. 2014). Kojenec zkonzumuje pfiblizné
800 ml mateiského mléka denné, pficemz zaroven pfijme piiblizné 1x10° az 1x107 bakterii
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zaden. Pfi tomto mnozstvi je tak kojenec vystaven obrovské denni koncentraci a kojenci
ziskavaji 27,7 % jejich bakterii z matefského mléka (Selma-Royo et al. 2021).

Matetské mléko je tedy v soucasné dobé povazovano za trvaly zdroj mikrobu, pfic¢emz
bylo identifikovano vice nez 820 raznych bakteridlnich druhi a vétSina znich patii
ke kmenim Proteobacteria a Firmicutes (Selma-Royo et al. 2021). PtisluSnici rodi
Staphylococcus, Streptococcus a Propionibacterium jsou opakované identifikovani jako
hlavni zastupci mikrobiomu matefského mléka jak pomoci kultivacné zavislych metod, tak
metod kultivaéné nezavislych. Zastupci rodi Bifidobacterium, Lactobacillus, Veillonella
a Rothia jsou v matetském mléce také Siroce zastoupeni, avSak v niz§im mnozstvi. Mezi dalsi
bézn¢ identifikované rody patii Bacteroides, Pseudomonas, Clostridium, Enterococcus,
Escherichia/Shigella, Corynebacterium, Ralstonia, Acinetobacter, Acidovorax a Gemella
(Stinson et al. 2021). I kdyz je o jejich pfitomnosti v matefském mléce a jejich potencialnich
biologickych tcincich zndmo jen malo, byly v matetském mléce nalezeny i dalsi organismy,
tedy mikroskopické houby a kvasinky, viry, fagy i Archaea (Selma-Royo et al. 2021).

Ve viromu kojence v raném véku dominuji zejména bakteriofagy (az 95 % vsech vird).
Mezi nejhojnéjsi patii zastupci z ¢eledi Myoviridae, Siphoviridae a Podoviridae z tadu
Caudovirales, které maji pievazné lyticky zpusob Zivota (Mohandas & Pannaraj 2020).
Z eukaryotickych virti identifikovanych v matefském mléce byly nejCastéji zastoupené viry
z Celedi Herpesviridae, Poxviridae, Mimiviridae a Iridoviridae. Dle Boix-Amorods et al.
(2017) se v matefském mléce vyskytuje fada rodt hub, pti¢emz nejhojnéji zastoupenymi jsou
rody Malassezia, Candida a Saccharomyces. Jiménez et al. (2015) identifikovali u8 z 10
vzorkd mléka od zdravych matek archealni DNA halofilnich archea Haloarcula marismortui,
Halorhabdus utahensis a Halomicrobium mukohataei, av$ak tato archea nebyla
identifikovana u zaddného ze vzorkli matefského mléka od matky s mastitidou. Nicméné
halofilni archea vyzaduji ke svému preziti vysoké koncentrace soli, takze jejich pfitomnost
v mateiském mléce je spornd. Avsak jejich nepfitomnost u vzorkd od Zen s mastitidou mtze
naznacovat ochrannou roli téchto mikroorganismu (Stinson et al. 2021).

3.3.3.1 Zdroj mikrobioty matefského mléka

Ackoli pfesny mechanismus vzniku mikrobioty neni doposud znam, jsou dvé hlavni
hypotézy, tedy entero-mamarni cesta a retrogradni tok (Notarbartolo et al. 2022). Retrogradni
tok je ptenos z kojence na matku, pfi kterém se mikroby pienaseji kuzi a slinami z dutiny
ustni kojence do mlékovodu béhem sani. To by mohlo vysvétlit, jak se bakterie bézn¢ se
vyskytujici v dutiné¢ ustni kojencti (napiiklad bakterie rodu Veillonella, Leptotrichia
a Prevotella) nebo bakterie bézné se vyskytujici v pochvé (napiiklad Lactobacillus) nékdy
nachazeji v matetském mléce. Vaginalni bakterie mohly byt kojencem ziskany pfi vaginalnim
porodu a nasledné byt pieneseny do matetského mléka zpétnym tokem (Lopez Leyva et al.
2021).

Jako dal$i mozna cesta, kterou se stfevni mikrobiota matky mtze dostat do matetského
mléka a obohatit ho, se nabizi entero-mamarni cesta. Tato cesta predpoklada, ze mateiské
sttevni bakterie jsou pienaSeny pies stfevni epitelidlni bariéru prostfednictvim dendritickych
bunék, které prekracuji paracelularni prostor stievniho epitelu a odebiraji bakterie
ze sttevniho lumen. Cirkulace lymfy ve slizni¢ni pfidruzené lymfatické tkdni by pak mohla
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umoznit, aby se mikrobiota z gastrointestinalniho traktu matky dostala do vzdalenych mist,
jako je napiiklad mlécna zlaza (Lopez Leyva et al. 2021).

3.3.3.2 Faktory ovliviiujici mikrobiotu matefského mléka

Je znamo, ze fada faktora jako je vyziva matky, denni doba a stadium laktace, genetické
faktory, zpisob porodu a zemépisna oblast ovliviiuji slozeni matefského mléka a byly
zaznamenany i zna¢né interindividualni rozdily. Stejné tak vSechny faktory, které by mohly
ovliviiovat jak mikrobiotu matky (tedy kozni mikrobiotu, mikrobiotu dutiny ustni, vaginalni
mikrobiotu 1 stfevni mikrobiotu), tak mikrobiotu kojence, jsou potencidln¢ schopny
modulovat mikrobiotu matefského mléka. Proto tedy stddium laktace, zpusob porodu,
gestacni vek, strava a zivotni styl matky, zemépisna poloha ¢i uzivani antibiotik a jinych 1€ki
mohou mit vliv na slozeni mateiského mléka (Gomez-Gallego et al. 2016).

Dle Cabrera-Rubio et al. (2012) se mikrobiota matefského mléka v priubéhu laktace
meéni. Mikrobiota kolostra se vyznacuje zvySenou bakteridlni diverzitou a ptevladajicimi
bakteriemi jsou bakterie patiici do rodt Weisella a Leuconostoc (obé jsou bakterie mlécného
kvaSeni ztadu Lactobacillales), nasledované rody Staphylococcus, Streptococcus
a Lactococcus. Prestoze rody bakterii mlééného kvaseni stale patiily k hojné se vyskytujicim
I ve vzorcich mléka starého 1 a 6 mésict, pocet typickych zastupct dutiny ustni (zastupci
zroda Veillonella, Leptotrichia a Prevotella) v téchto vzorcich vyrazné vzrostl (Cabrera-
Rubio et al. 2012). Dle Khodayar-Pardo et al. (2014) s postupem laktace roste celkova
koncentrace bakterii, zatimco bakteridlni diverzita klesd, a zaroven roste pocet zastupct rodu
Bifidobacterium a Enterococcus. Dle Khodayar-Pardo et al. (2014) byl pocet Bifidobacterium
spp. vV matefském mléce matek, které porodily v terminu vyssi ve vSech fazich laktace, oproti
tém, které porodily pred¢asné. Nicméné, Urbaniak et al. (2016) nepozorovali vliv gesta¢niho
véku na slozeni mikrobioty matefského mléka. Khodayar-Pardo et al. (2014) také zjistili vyssi
celkové koncentrace bakterii jak v kolostru, tak pfechodném mléce u zZen, které rodily
cisafskym fezem ve srovnani s t€émi, které rodily vaginalné, avSak ve zralém mléce byly
koncentrace podobné u obou zpiisobil porodu.

Dle Cabrera-Rubio et al. (2012) BMI matky ovlivnilo sloZeni mikrobiomu matetského
mléka, pficemZ vzorky obéznich Zen mély homogennéjsi bakterialni sloZzeni ve srovnani se
vzorky mléka od Zen s normalni hmotnosti, které byly vice rGznorodé¢, coz naznacuje, Ze
bakterialni slozeni mohlo byt ovlivnéno télesnou hmotnosti. Vyssi BMI u matky souviselo
s vyS§$im poctem Lactobacillus spp. v kolostru a s vyS$§imi poéty Staphylococcus spp.
aniz§imi pocty Bifidobacterium spp. v matetském mléce ziskaném 6 mésicti po porodu.
Cabrera-Rubio et al. (2012) detekovali vyssi poCty bakterii, vyssi pocty roda Staphylococcus
a Lactobacillus anizsi pocty Bifidobacterium spp. ve vzorcich od obéznich Zen, ziskanych
béhem prvnich 6 mésicti kojeni. Pfijem vlakniny a rostlinnych i Zivocisnych proteint se dle
Cortes-Macias et al. (2021) podili na ovliviiovani mikrobioty matetského mléka. Stravu
matek Cortes-Macias et al. (2021) rozdélili do dvou skupin, na stravu bohatou na rostlinné
bilkoviny, vlakninu a sacharidy a stravu bohatou na zivocéisné bilkoviny a lipidy.
Rody Staphylococcus a Bifidobacterium byly spojeny s piijmem sacharidi, zatimco
Streptococcus byl spojen s piijmem omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin
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(eikosapentaecnové a dokosapentaenové kyseliny). Niz§i zastoupeni rodt Lactobacillus
a Bacteroides bylo pozorovano u skupiny se stravou bohatou na Zivo¢isné bilkoviny a lipidy.

Lackey et al. (2019) zkoumali mikrobiotu matefského mléka od Zen zijicich v riznych
mezinarodnich lokalitach a porovnavali je s fekalnimi mikrobiomy jejich kojenct. Jejich
vysledky poskytuji dikazy o rozdilech v ramci populace a mezi populacemi v rozmanitosti
bakterialnich spoleCenstev a podporuji vztah mezi bakteridlnimi spoleCenstvy v mléce
a ve stolici kojence. Vzorky matefského mléka od matek z venkovskych lokalit nebo
rozvojovych zemi mély vyssi diverzitu bakterii nez vzorky od matek z mést ¢i rozvinutych
lokalit. Soto et al. (2014) zkoumali vliv terapie antibiotiky na populaci laktobacilt
a bifidobakterii v matefském mléce a jejich vysledky naznacuji, ze ptitomnost laktobacild
a/nebo bifidobakterii mize predstavovat dobré markery mikrobioty matetského mléka, ktera
nebyla ovlivnéna pouzivanim antibiotik.

3.4 Schopnost Clostridiaceae utilizovat mateiské mléko

Matetské mléko je bohatym zdrojem Zivin (Zimmermann & Curtis 2020). Rada z nich,
které se v proximalnim travicim traktu ¢lovéka nevstieba, prochazi nestravena do distalnich
¢asti, kde muze byt vyuzita stfevni mikrobiotou (Morowitz et al. 2011). Kromé zékladnich
zivin obsahuje matefské mléko také bioaktivni latky a antimikrobidlni faktory (napf.
lysozym), které potlacuji patogeny (Thai & Gregory 2020; Zimmermann & Curtis 2020).

Ve stievé kojence se vyskytuje fada bakterialnich druht (Bezirtzoglou 1997), pii¢emz
bifidobakterie a klostridie patii mezi ty hojné se vyskytujici. U vaginaln€ porozenych déti
jsou bifidobakterie nejhojnéjSimi stfevnimi bakteriemi, zatimco u déti porozenych cisatskym
fezem jsou dominantni skupinou klostridie (Musilova et al. 2017).

Vétsina kojeneckych bifidobakterialnich druhd, jako je B. bifidum, B. breve a B. longum
subsp. infantis, jsou schopné utilizace matetského mléka a né¢které z nich dokonce i jeho
komponent jako jsou OMM (loannou et al. 2021). Rockova et al. (2011b) zjistovali, zda jsou
bifidobakterie (B. bifidum a B. longum) a klostridie (C. butyricum) schopny rist na OMM
a dalSich zdrojich uhliku — laktéze (ktera je univerzalnim zdrojem uhliku jak pro
bifidobakterie, tak i klostridie), kravském mléce a lidském mléce. Jak bifidobakterie, tak
Klostridie rostly na laktéze a produkovaly kyseliny. Oba tyto bakterialni druhy rostly také
Vv kravském mléce.

Zda se, Ze lysozym, ktery je obsazeny v matefském mléce, potlauje patogeny (Thai &
Gregory 2020) a muze dle Rada et al. (2010) a Rockova et al. (2011a) také ovlivnit kolonizaci
sttevniho traktu novorozence specifickymi kmeny bifidobakterii. Kmeny bifidobakterii, které
byly rezistentni k lysozymu (B. bifidum, B. longum), totiz hojné rostly v matefském mléce.
Nicmén¢ kmeny B. animalis, které byly citlivé k lysozymu, byly po inkubaci v matefském
mléce inhibovany a vykazovaly niz§i pocty Zivotaschopnych jedincti nez ptfed inkubaci.
faktory ovlivilyjici riist bifidobakterii v matetském mléce. VétSina kment lidského plvodu
bylo rezistentni vici lysozymu a vyuzivalo OMM (Rada et al. 2010; Rockova et al. 2011a).

Matetské mléko dle Rockova et al. (2011b) podobné podporovalo rist bifidobakterii,
ale ne klostridii. Zatimco oba kmeny bifidobakterii byly rezistentni viici lysozymu, ktery je
obsaZzen v mateiském mléce, 4 z 5 kment klostridii byly na lysozym citlivé. Bifidobakterie
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rostly v matetském mléce i na OMM, ale 3 z5 kmend klostridii nebyly schopny rastu
v mateiském mléce a zadny kmen klostridii nebyl schopen utilizovat OMM. Zda se tedy, ze
OMM spolu s lysozymem mohou putisobit jako prebioticko-bifidogenni slouceniny inhibujici
stievni klostridie (Rockova et al. 2011b).

Prebiotika selektivné stimuluji riist a/nebo aktivitu probiotickych stfevnich bakterii,
pficemz cilovou skupinou jsou zejména bifidobakterie. FOS a GOS jsou nejCasteji
pouzivanymi prebiotiky v kojenecké vyzivé (Rockova et al. 2011b). Dle Rada et al. (2008)
komeréné dostupna prebiotika vSak nejsou zcela selektivni, jelikoz FOS, GOS, rafinoza,
stachydza a inulin byly vyuZzivany také klostridiemi izolovanymi ze stolice kojence.
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4 Metodika

puvodu.

4.1 Priprava kultur pro testovani

a pH papirki (Macherey-Nagel, Némecko).

Tabulka 7: Seznam testovanych kment bakterii

V ramci této diplomové prace byla testovana schopnost utilizace matetského mléka
a nahradnich mléénych kojeneckych vyziv variabilnimi kmeny klostridii kojeneckého

Kultury vybrané pro testovani (Tabulka 7) byly asepticky zaockovany po 0,3 ml
do anaerobnich zkumavek s 9 ml WSP bujonu. Zkumavky se zaockovanymi kulturami byly
kultivovany anaerobné, pii teplot¢ 37 °C po dobu 24 hodin. Poté byla pfed samotnym
testovanim vzdy zkontrolovana Cistota kultur v mikroskopu s fazovym kontrastem (Eclipse
E200, Nikon, Japonsko) a zméfena opticka denzita pomoci densilametru (McFarland
Densitometer DEN-1, Biosan, Litva). Dale bylo u kultur zméfeno pH pomoci reflektokvantu
(RQflex 10, Merck Millipore, USA), pH Checkeru (Hanna Instruments, Ceska republika)

Bakterialni druh/

¢. Kod ID MALDI-TOE MS Pivod

1 D10 CMM 3593  CI. difficile stolice kojence

2 EBR344 A28 Cl. difficile stolice kojence

3 A6 LA4 C. butyricum stolice kojence

4 A24 Cl2 C. butyricum stolice kojence

5 EBR416 EBR416 C. paraputrificum stolice kojence

6 Al30 FW2 C. perfringens stolice kojence

7  Al41 T2 C. perfringens stolice kojence

8 EBR323 EBR323 C. perfringens stolice kojence

9 Al19 DSMZ 2485  C. tertium stolice kojence
10 EBR315 C71 C. tertium stolice kojence
11 EBR325 SA62 Paeniclostridium sordellii stolice kojence
12 EBR339 EBR339 Paraclostridium bifermentans stolice kojence
K1 DSM 20088 (T) DSM 20088  B. longum subsp. infantis stolice kojence
K2 BRS 8-2 BRS 8-2 B. longum subsp. infantis stolice kojence
K4 Nestlé(48) Nestlé(48) B. animalis subsp. lactis kojenecka vyziva
K6 DSM 20016 DSM 20016  Limosilactobacillus reuteri sttevo dospélého ¢lovéka

4.2 Testované mateiské mléko a mlé¢né kojenecké vyzivy

4.2.1 Materské mléko

(2023) a rozdéleni laktace, 1ze testované mléko oznacit jako zralé.
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Pro testovani schopnosti riistu klostridii v matefském mléce byl vytvoren jeho smésny
vzorek od darkyné (matetské mléko bylo vzorkovano v dobé stafi kojence 4-5 mésict, vek
matky 37 let, prvni t€hotenstvi, porod vaginaln¢, kojené od narozeni). Dle Damaceno et al.



Z péti sterilnich sackti matetského mléka ze dnti od 9. do 16.3.2023 byl pfipraven
smésny vzorek, ktery byl rozdélen do sterilnich zkumavek. Zkumavky s matetskym mlékem
byly pasterovany pfti teplot¢ 62,5 °C po dobu 30 minut. Poté¢ byly zkumavky zchlazeny,
oznaCeny aulozeny do mrazdku. Tyto podminky jsou doporucovany pro tepelné oSetfeni
matefského mléka s jeho néaslednym zchlazenim na 10 °C, nejlépe vSak az na 4 °C, pied
pfenesenim do mrazaku (Weaver et al. 2019). Pro kazdé testovani byla vzdy pouzita nova
zkumavka se vzorkem matefského mléka pro zachovani stejnych podminek testovaného
vzorku.

4.2.2 Milééné kojenecké vyzivy

Pro testovani schopnosti ristu klostridii v ndhradnich mléénych vyzivach byly vybrany
3 vyrobky — Beba Comfort 1 HM-O (Ptiloha 1), Hipp Bio Combiotik Anfangsmilch (Piiloha
2) a Babybio (Ptiloha 3). Jednotlivé vyzivy byly rozdéleny po 4 ml do sterilnich Eppendorf
zkumavek (Eppendorf, Némecko), oznafeny nazvem vyzivy a byly ulozeny do mrazaku.
Pro kazdé¢ testovani byly vzdy pouzity nové zkumavky se vzorky mlécnych vyziv, aby byly
zachované stejné podminky testovanych vzorkii.

4.3 Priprava kultivacnich a Fedicich médii

Pro kultivaci bakteridlnich kultur byly pouzity zkumavky s9 ml Wilkins bujonu
se sojovym peptonem (Tabulka 8), pro mikrobiologicky rozbor v 0 hodin a sériové fedéni
penicilinky s9 ml fyziologického roztoku (Tabulka 9) a pro rozbor 24 hodin zkumavky
$9,9 ml fyziologického roztoku (Tabulka 9) a penicilinky s9 ml ftediciho roztoku
(Tabulka 10). Vsechna tekuta média byla oSetfena metodou roll-tube technique (Hungate
1969) pro zajisténi anaerobnich podminek.

Navazené latky jednotlivych médii byly rozpuStény v odméteném mnozstvi destilované
vody. Vzniklé roztoky byly pipetovany do zkumavek a penicilinek. Naplnéné zkumavky
a penicilinky byly vloZeny do vodni lazné vytemperované na 99 °C po dobu 10-15 minut.
Po vyjmuti zkumavek a penicilinek z vodni 14zné byly probublavany CO2 prochazejicim
kolonou se zredukovanou médi, ¢imZz bylo ve zkumavkach a penicilinkdch vytvoreno
anaerobni prostfedi. Zkumavky byly nasledné zavickovany, vloZzeny do autoklavu (2840EL,
Tuttnauer, Izrael) a vysterilovany na program Liquid a teplotu 121 °C.

Tabulka 8: Slozeni Wilkins bujonu se sgjovym peptonem (WSP bujon)

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Wilkins Broth (Oxoid, UK) 339
L-Cysteine hydrocholride monohydrate (Sigma- | 0,59
Aldrich, USA)

Tween — Polysorbate 80 (Sigma-Aldrich) 1ml
Soéjovy pepton (Veggietones GMO-free Soya | 59
Peptone; Oxoid)
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Tabulka 9: Slozeni fyziologického roztoku

Latka Mnozstvi
Destilovana voda 1000 ml
Chlorid sodny (NaCl) 859

Tabulka 10: SloZeni fedicich roztoka (roztok fedicich fad)

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Trypton (Oxoid, UK) 50
Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 59

Yeast Extract (Oxoid) 259
L-Cysteine hydrocholride monohydrate (Sigma- | 0,25 g
Aldrich, USA)

Tween (Sigma-Aldrich) 0,5 ml

Pro stanoveni celkového pocétu bakterii deskovou metodou bylo poté pripraveno
kultivacni médium Wilkins-Chalgren agar se sdjovym peptonem (WSP agar) (Tabulka 11).
V Erlenmayerovych bankdch s odméfenym mnozstvim destilované vody byly rozpustény
jednotlivé odvazené slozZky WSP agaru. Poté byly Erlenmayerovy banky piekryty alobalem,
nadepsany, vlozeny do hrnce a sterilovany po dobu 60 minut. Po prob&hlé sterilaci poté byly
vlozeny do vodni 1azné vytemperované na 50 °C a byly pfipraveny k pouZiti.

Tabulka 11: Slozeni Wilkins-Chalgren agaru se sGjovym peptonem

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar (Oxoid) 43 g
Séjovy pepton (Oxoid) 5¢
L-cystein (Sigma-Aldrich) 0549
Tween (Sigma-Aldrich) 1ml

4.4 In vitro testovani schopnosti utilizace matei'ského mléka

4.4.1 Rozbor 0 hodin, rozbor z kultur; zaloZeni desti¢ky pro rozbor 24 hodin

Ze zkumavky s Cerstvé narostlou kulturou (Tabulka 7) byl sterilni stiikackou pfenesen
1 ml inokula do penicilinky (1. fedéni) s 9 ml fyziologického roztoku. Penicilinka byla
promichéna a byl zni asepticky odebran 1 ml a pfenesen do dalsi penicilinky (2. fedéni)
s fyziologickym roztokem. Penicilinka (2. fedéni) byla promichana a byl zni asepticky
odebran 1 ml a pfenesen do dalsi penicilinky (3. fedéni). Takto byla vytvotena fedici fada az
pro osmé fedéni pro jednu kulturu.

Z penicilinky pro 8. fedéni bylo odebrano 0,5 ml inokula a naneseno na malou Petriho
misku o priméru 60 mm (VWR, USA). Z penicilinky pro 7. fedéni bylo odebrano 0,5 ml
inokula a naneseno na malou Petriho misku. Obdobné u 6., 5., 4. a 3. fedéni. ZaoCkované
Petriho misky byly zality WSP agarem a krouzivym pohybem zamichdny. Agarem zalité
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Petriho misky byly naskladany do anaerostatu (Oxoid, UK) s vysusenym katalyzatorem
a pomoci Gassing systému (Whitley Jar Gassing System, Don Whitley Scientific, UK) byly
vytvofeny anaerobni podminky. Kultivace poté vzdy probihala pti 37 °C po dobu 72 hodin.

Bezprostifedné po rozboru z kultury byla zaloZena mikrotitracni desti¢ka pro testovani
schopnosti klostrididlnich kment utilizace matetského mléka a umélych kojeneckych vyziv.
Na kultiva¢ni desti¢ku (Thermo Fisher Scientific, USA) bylo asepticky naneseno do jamek
po 900 ul média (matefské mléko (MM); mlééné kojenecké vyzivy: Beba Comfort (1vz),
Hipp Bio Combiotik (2vz), Babybio (3vz); roztoky fedici fady (RR) a WSP bujon (WSP)).
Poté bylo do jamek s médii napipetovano 100 pl kultury z penicilinky pro 5. fedéni. Pro
ovéfeni vlivu vyssi inokulaéni davky toto poté bylo analogicky provedeno u vybranych
kmenta také ze 3. fedéni. Desticka byla kultivovana anaerobné v sacku s katalyzatorem
Genbag Anaer (BioMérieux, Francie) pro vytvofeni anaerobnich podminek pfi teploté 37 °C
po dobu 24 hodin.

Obrazek 7 znazornuje mikrotitracni desticku s napipetovanymi médii (MM, 1vz, 2vz,
3vz, RR, WSP) a kulturami (foceno po kultivaci pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin).

J — - > - ——

Obrazek 7: Mikrotitraéni desticka s napipetovanymi médii a kulturami (A. Cerna)

4.4.2 Rozbor 24 hodin

Po 24 hodindch kultivace zaockovanych kmenti klostridii v matefském mléce
anahradnich mléénych vyzivach byla jamka s MM a kulturou v mikrotitra¢ni desti¢ce
(0. fedéni) pipetou dikladné promichana a bylo odebrano 100 pl, které byly asepticky
inokulovany do zkumavky s 9,9 ml fyziologického roztoku (oznacen¢ MM, typem kultury,
2. fedéni). Zkumavka byla promichdna na vortexu. Ze zkumavky byl asepticky odebran 1 ml
a prenesen do penicilinky s fedicim roztokem (3. fedéni). Penicilinka byla promichana a byl
Z ni asepticky odebran 1 ml a pfenesen do dal$i penicilinky (4. fedéni) s fedicim roztokem.
Takto byla vytvorena fedici fada pro médium MM a kulturu az po 7. fedéni. Stejny postup byl
proveden i pro ostatni testované varianty (1vz, 2vz, 3vz, RR, WSP) u téze kultury.

Z penicilinky pro 7. fedéni (MM, typ kultury) bylo odebrano 0,5 ml inokula a naneseno
na malou Petritho misku oznacenou typem média, typem kultury a Cislem fedéni (MM, typ
kultury, 7. fedéni). Z penicilinky pro 6. fedéni (MM, typ kultury) bylo odebrano 0,5 ml
inokula a naneseno na malou Petriho misku (MM, typ kultury, 6. fedéni). Obdobn¢ u 5.,
4. a3. fedéni. Ze zkumavky pro 2. fedéni (MM, typ kultury) bylo odebrano 0,5 ml inokula
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a naneseno na malou Petriho misku (MM, typ kultury, 2. fedéni). Zaockované Petriho misky
byly zality WSP agarem a krouzivym pohybem zamichany. Agarem zalité Petriho misky byly
nasklddany do anaerostatu s vysuSenym katalyzatorem a pomoci Gassing systému byly
vytvoieny anaerobni podminky. Kultivace poté probihala pti 37 °C po dobu 48 hodin. Stejny
postup byl proveden i s ostatnimi testovanymi variantami (1vz, 2vz, 3vz, RR, WSP) u téze
kultury. Pro vSechny analyzované kultury (Tabulka 7) byl dodrZen stejny postup.

Ve vSech jamkach mikrotitra¢ni desti¢ky S napipetovanymi médii a kulturami bylo poté
zmé&feno pH tfemi riznymi metodami — pomoci reflektokvantu, pH Checkeru a pH papirki.

4.4.3 Vyhodnoceni rozboru 0 a 24 hodin

Po probéhlé dobé kultivace byly Petriho misky vyjmuty z anaerostatl, sefazeny
arozdéleny podle druhu vzorkd. Byly spocitany narostlé kolonie. Vysledny pocet byl
vynasoben dvéma, protoZze na malé Petriho misky bylo ockovano 0,5 ml, ale jednotka
(KTJ/ml) je na 1 ml. Pocet bakterii v KTJ/ml byl spocten dle vzorce: P=[(P1+P2)/11]xF,
pripadné P=[(P1+P2+P3)/111]xF, kde P1, P2 a P3 je pocet kolonii na dvou/tfech po sobé
jdoucich pocitatelnych miskach a F je pfevracena hodnota vyssiho fedéni. Dale byl vypocitan
dekadicky logaritmus (log KTJ/ml) a byla stanovena inokula¢ni dévka klostridialni kultury
zaoCkované do mikrotitraéni desticky. Inokula¢ni davka byla spoctena z dekadického
logaritmu poétu KTJ/ml. Napt. pokud byla koncentrace v 0 hodin 7,37 log KTJ/ml v piipadé
pipetovani 100 ul do desti¢ky s 900 pl média z penicilinky 3. fedéni, inokula¢ni davka byla
3,37 log KTJ/ml. Analogicky pokud bylo do 900 pl média pipetovano 100 pl kultury
Z penicilinky 5. fedéni: pokud koncentrace v 0 hodin byla 9,22 log KTJ/ml, inokula¢ni davka
je 3,22 KTJ/ml. U namé&fenych hodnot pH byly spocteny primérné hodnoty a smérodatné
odchylky. Dale byl spoéten rozdil naristu v log KTJ/ml a inokulaéni davky (ID)
v log KTJ/ml. Dle ziskané hodnoty v log KTJ/ml bylo uréeno, zda kmen nepieziva (<0);
pieziva, ale neroste (0-0,5); mirn¢ roste (0,5-1); roste (1-3) ¢i extra roste (<3).
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5 Vysledky

V ramci této diplomové prace byla testovana schopnost 7 druht klostridii vyuzivat
matefské mléko a tfi nahradni mlécné vyzivy. Celkem bylo otestovano 12 rtiznych
klostridialnich kment, které originalné pochazely ze stolice kojenct. Ziskané vysledky
naznacuji, ze schopnost utilizace mateiského mléka a riznych variant mlénych vyziv je
druhov¢ specificka. Dale byly detekovany také kmenové specifické vlastnosti. Vzhledem
ke striktné anaerobnimu metabolismu bylo zjisténo, Ze pro tato forma testovani neni vhodna
pro druh C. paraputrificum, ktery nebyl schopen nariistu na pozitivni kontrole (tedy
na WSP bujonu) obsahujici vSechny potiebné substraty k rastu. U zbylych 11 kment byla
zaClenénim tohoto média, tedy pozitivni kontroly, potvrzena vhodnost této in vitro metody
pro dané testovani. Vysledky pro jednotlivé druhy klostridii jsou detailnéji rozebrany
Vv nésledujicich podkapitolach.

5.1 Kmeny Clostridium perfringens

Tabulka 12: Clostridium perfringens — kmeny A141, A130 a EBR323
Kmen A141 -T2 | KTJ/ml KT'%?mI pH Nariist — 1D Poznimky
0 hodin | 3,12x108 8,49 6,64+0,13 | *ID=2,49 | Interpretace | OD=9,71MFc
24 MM 2,40x10° 5,38 6,59+0,02 2,89 ++
hodin 1vz 8,00x10° 3,90 6,71+£0,28 1,41 +
2Vvz 8,14x107 7,91 5,41+0,01 5,42 +++
3vz 4,40x108 8,64 5,04+0,17 6,15 +++
RR 4,00x108 6,60 6,48+0,11 4,11 +++
WSP 2,00x108 6,30 6,80+0,10 3,81 +++
KmegV’C‘ZlSO | KTImI K'II'(.)JE/;mI pH Nariist — 1D Poznimky
0 hodin | 2,87x10’ 7,46 6,39+0,30 | *ID=3,46 | Interpretace | OD=8,13MFc
24 MM 1,20x107 7,08 6,10+0,28 3,62 +++
hodin lvz 3,45%10* 454 6,20+0,57 1,08 +
2Vvz 1,39x108 8,14 4,454+0,07 4,68 +++
3vz 6,86x107 7,84 4,79+0,25 4,38 +++
RR 1,16x107 7,06 6,57+0,05 3,60 +++
WSP 2,05%108 8,31 6,82+0,11 4,85 +++
Kmen EBR323 | KTJ/ml KT'%?mI pH Nariist — 1D Poznimky
0 hodin | 2,33x10’ 71,37 6,43+0,15 | *ID=3,37 | Interpretace | OD=6,72MFc
24 MM 2,10x10° 5,32 5,224+0,20 1,95 ++
hodin | 1vz 1,44x106 6,16 5,94+0,13 2,79 ++
2Vz 1,67x108 8,22 4,40+0,00 4,85 +++
3vz 3,92x107 7,59 6,36+0,10 4,22 +++
RR 1,42x107 7,15 6,74+0,15 3,78 +++
WSP 1,33x10’ 7,12 6,86+0,05 3,75 +++

Pozn.: Preziti a rust kmene

bylo hodnoceno jako rozdil narustu (log KTJ/ml) a inokulaéni
davky (log KTJ/ml) nasledujicim zptisobem: -, kmen nepieziva (<0); 0, kmen preziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirné roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
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(>3); MM = mateiské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

VSechny testované kmeny C. perfringens vykazovaly narust v matefském mléce,
u kmene A130-FW?2 byl dokonce pozorovan extra narust skoro o tii fady. V mlécné vyziveé
Beba Comfort kmen EBR323 vykazoval nartst, zatimco kmeny A130-FW2 a A141-T2 rostly
vV této vyzivé méné. V mlécnych vyzivach Hipp Bio Combiotik a Babybio vykazovaly
vSechny 3 kmeny extra naruast. Extra nartist vSech tfech kment byl pozorovan také v negativni
(nutri¢né chudé fedici médium) a pozitivni (WSP bujon) kontrole.

5.2 Kmeny Clostridioides difficile

Tabulka 13: Clostridioides difficile — kmeny EBR344 a D10

Kmen EBR344 | KTJ/ml KT'%?mI pH Niriist — 1D Poznamky
0 hodin 1,71x108 6,23 5,64+0,08 | *ID=2,23 | Interpretace | OD=8,32MFc
24 MM <10t <1,00 | 5,90+0,14 -1,23 -
hodin 1vz <10t <1,00 | 6,21+0,27 -1,23 -
2 vz <10! <1,00 | 6,58+0,04 -1,23 -
3vz <10t <1,00 | 6,71+0,15 -1,23 -
RR <10t <1,00 | 6,67+0,09 -1,23 -
WSP 1,62x10° 6,21 6,30+0,00 3,98 +++
Kmen D10 KTJ/ml KT";?mI pH Nérist — 1D Poznimky
0 hodin | 2,16x10° 5,33 5,87+0,25 | *ID=1,33 | Interpretace | OD=8,46MFc
24 MM <10! <1,00 | 6,22+0,23 -0,33 -
hodin 1vz <10* <1,00 5,75+0,21 -0,33 -
2 vz <10t <1,00 | 6,13+022 -0,33 -
3vz <10! <1,00 | 6,63+0,20 -0,33 -
RR <10t <1,00 | 6,20+0,28 -0,33 -
WSP 4,84x10% 4,68 6,26+0,15 3,35 +4++

Pozn.: Preziti a rGst kmene bylo hodnoceno jako rozdil naristu (log KTJ/ml) a inokulaéni
davky (log KTJ/ml) nasledujicim zptisobem: -, kmen nepteziva (<0); 0, kmen pieziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirné roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
(>3); MM = mateiské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

Ani jeden z kmena CI. difficile nerostl ani nepfezival v matetském mléce. Tyto kmeny
nerostly ani nepiezivaly v zadné ndhradni mlééné vyzivé, ani v fedicim nutricné chudém
médiu. Poskytnuté substraty obsaZené v matetském mléce a ndhradnich mléénych vyzivach
tedy nebyly timto druhem vyuzity. Nicméné jejich extra narGst byl pozorovan
ve WSP bujonu, ktery obsahoval vSechny potfebné substraty k jejich rustu. V negativni
(nutri¢né chudé fedici médium) kontrole tyto kmeny nepiezivaly.
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5.3 Kmeny Clostridium tertium

Tabulka 14: Clostridium tertium — kmeny A19 a EBR315

Kmen A19 KTJ/ml KT"?]?mI pH Niriist — 1D Poznamky
0 hodin | 3,37x10° 5,53 5,19+0,12 | *ID=1,53 | Interpretace | OD=8,66MFc
24 MM <10t <1,00 | 6,17+0,16 -0,53 -
hodin 1vz 1,15x108 6,06 5,65+0,07 4,53 +++
2 vz 1,19x108 8,08 4,60+0,14 6,55 +++
3vz 8,16x10* 4,91 6,08+0,14 3,38 +++
RR 5,96x10° 6,78 6,10+0,14 5,25 +++
WSP 8,04x10° 6,91 5,37+0,21 5,38 +++
Kmen EBR315 | KTJ/ml KT'%?mI pH Niriist — 1D Poznamky
0 hodin | 7,60x10° 5,88 5,59+0,02 | *ID=1,88 | Interpretace | OD=6,20MFc
24 MM <10t <1,00 | 6,10+0,14 -0,88 -
hodin 1vz 1,29x10° 5,11 6,44+0,20 3,23 +++
2 vz 1,15x108 6,06 6,33+0,04 4,18 +++
3vz 1,92x108 6,28 6,69+0,13 4,40 +4+4+
RR 1,20%x107 7,08 6,24+0,34 5,20 +++
WSP 1,33x108 8,12 5,05+0,07 6,24 F++

Pozn.: Pfeziti a rast kmene

bylo hodnoceno jako rozdil nartstu (log KTJ/ml) a inokula¢ni

davky (log KTJ/ml) nasledujicim zptisobem: -, kmen nepieziva (<0); 0, kmen pieziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirn¢ roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
(>3); MM = mateiské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

Ani jeden z kmend C. tertium nerostl ani nepfezival v matefském mléce. Avsak
ve vSech tfech testovanych mléénych vyzivach byl pozorovan extra nartst obou kment, stejné

jako v pozitivni a negativni (nutri¢né chudé) kontrole.

5.4 Kmeny Clostridium butyricum

Tabulka 15: Clostridium butyricum — kmeny A24 a A6

log

Kmen A24 KTJ/ml KTI/ml pH Narist — ID Poznamky
0 hodin 1,78x10° 5,25 5,2740,05 | *ID=1,25 | Interpretace | OD=10,6MFc
24 MM <10! <1,00 6,15+0,21 -0,25 -
hodin 1lvz <10* <1,00 6,09+0,34 -0,25 -
2Vz <10* <1,00 6,67+0,09 -0,25 -
3vz <10* <1,00 6,86+0,06 -0,25 -
RR <101 <1,00 | 6,730,18 -0,25 -
WSP 7,84x10* 4,89 6,62+0,03 3,64 +++
Kmen A6 KTJ/ml KT'%?mI pH Narist — 1D Poznimky
0 hodin | 5,17x10° 571 5,15+£0,15 | *ID=1,71 | Interpretace | OD=114MFc
24 MM <10! <1,00 6,22+0,21 -0,71 -
hodin lvz <10* <1,00 6,29+0,26 -0,71 -
2Vz <10* <1,00 6,00+0,00 -0,71 -
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3vz <10t <1,00 | 6,40+0,00 -0,71 -
RR <10t <1,00 | 6,40+0,00 -0,71 -
WSP 9,09x10% 4,96 6,50+0,10 3,25 +++

Pozn.: Preziti a rist kmene bylo hodnoceno jako rozdil nartstu (log KTJ/ml) a inokula¢ni
davky (log KTJ/ml) nasledujicim zplisobem: -, kmen nepteziva (<0); 0, kmen pieziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirné roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
(>3); MM = mateiské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

Ani jeden z kmenu C. butyricum nerostl ani nepfezival v matefském mléce a kmeny
nerostly ani neptezivaly v zadné z testovanych nahradnich mléénych vyziv, ani v negativni
nutri¢né chudé kontrole. Nicméné v pozitivni kontrole byl pozorovan jejich extra narust.

5.5 Ostatni kmeny klostridii

Tabulka 16:

a Paeniclostridium sordellii EBR325
Clostridium paraputrificum

Kmeny C. paraputrificum EBR416, Paraclostridium bifermentans EBR339

log

Kmen EBR416 KTJ/ml KTI/ml pH Narust — 1D Poznamky
0 hodin | 9,94x10° 6,00 5,44+0,07 | *ID=2,00 | Interpretace | OD=4,40MFc
24 MM <10! <1,00 6,29+0,01 -1,00 -
hodin 1vz <10* <1,00 6,61+0,01 -1,00 -
2Vz <10! <1,00 6,64+0,06 -1,00 -
3vz <10! <1,00 6,89+0,02 -1,00 -
RR <10! <1,00 | 6,830,11 -1,00 -
WSP <10! <1,00 6,69+0,10 -1,00 -
Paraclostridium bifermentans
Kmen EBR339 | KTJ/ml KT";?mI pH Nariist — 1D Poznimky
0 hodin 1,64x107 7,21 6,56+0,06 | *ID=3,21 | Interpretace | OD=7,04MFc
24 MM 1,45x10° 3,16 6,61+0,01 -0,05 0
hodin 1vz 3,45%x10° 3,54 6,54+0,09 0,33 0
2Vvz 1,69x10° 5,23 6,68+0,11 2,02 ++
3vz 1,21x108 6,08 6,59+0,18 2,87 ++
RR 6,54x10° 6,82 7,11+0,18 3,61 +++
WSP 4,02x108 8,60 6,95+0,05 5,39 +++
Paeniclostridium sordellii
Kmen EBR325 | KTJ/ml KT'%?mI pH Nriist — 1D Poznimky
0 hodin 1,98x108 6,30 6,63+£0,04 | *ID=2,30 | Interpretace | OD=6,55MFc
24 MM <10! <1,00 5,95+0,07 -1,30 -
hodin | 1vz <101 <1,00 | 6,78+0,25 -1,30 -
2Vz <10! <1,00 6,66+0,08 -1,30 -
3vz <10! <1,00 6,54+0,13 -1,30 -
RR 1,79x10’ 7,25 6,83+0,11 4,95 +++
WSP 1,18x107 7,07 5,80+0,28 4,77 +++
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Pozn.: Pteziti a rist kmene bylo hodnoceno jako rozdil naristu (log KTJ/ml) a inokula¢ni
davky (log KTJ/ml) nasledujicim zptisobem: -, kmen nepfeziva (<0); 0, kmen pieziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirné roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
(>3); MM = matetské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

Kmen C. paraputrificum EBR416 nerostl, ani nepiezival v matefském mléce, ani
v zadné z testovanych ndhradnich mlécnych vyziv. Nerostl ani nepfezival V negativni
kontrole. Stejny trend vykazoval také ve WSP bujonu, ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola
obsahujici vSechny substraty potfebné k rustu. Bylo tedy zjisténo, ze tento typ in vitro
testovani neni vhodny pro druh C. paraputrificum.

Kmen P. bifermentans EBR339 v matefském mléce a v mlééné nahradni vyzivé Beba
Comfort piezival, ale nerostl (tzn., ze pofty KTJ/ml byly takika stejné jako samotna
inokula¢ni davka). Naopak v mlécnych vyzivach Hipp Bio Combiotik a Babybio kmen
vykazoval narist. Kmen extra rostl jak na negativni, tak na pozitivni kontrole.

Kmen P. sordellii EBR325 nerostl, ani nepfezival v matefském mléce a stejné tak ani
V zadné z testovanych ndhradnich mlé¢nych vyziv. Tento kmen extra rostl jak na negativni,
tak na pozitivni kontrole.

5.6 Kontrolni kmeny

Pro hodnoceni schopnosti divokych kment klostridii riist a prezivat v matetském mléce
a ndhradnich mlé¢nych kojeneckych vyzivach byly do testovani zafazeny také pozitivni
kontroly kmenti bifidobakterii a laktobacila, u kterych byly jiz dfive popsany jejich
schopnosti v utilizaci téchto substrata.

Tabulka 17: Kmeny B. longum subsp. infantis DSM 20088 a BRS8-2, B. animalis subsp. lactis
Nestlé(48) a L. reuteri DSM 20016
Bifidobacterium longum subsp. infantis

Kmen oo | KT/ KT'%E/’mI pH Nériist — 1D Pozndmky
0 hodin 1,66x10° 9,22 4,62+0,14 | *ID=3,22 | Interpretace | OD=9,22MFc
24 MM 2,56x10° 5,41 6,00+0,14 2,19 ++
hodin 1vz 2,36x10% 4,37 5,95+0,21 1,15 ++
2Vz 3,00x10* 4,48 5,80+0,28 1,26 ++
3vz 1,09x10° 5,04 6,62+0,17 1,82 ++
RR <10! <1,00 | 6,20+0,14 2,22 -
WSP 1,91x10° 5,28 6,46+0,05 2,06 ++
Bifidobacterium longum subsp. infantis
Kmen BRS8-2 | KTJ/ml KT'%?mI pH Narist — 1D Poznimky
0 hodin | 2,14x10° 6,33 5,79+0,26 | *ID=2,33 | Interpretace | OD=10,7MFc
24 MM 1,27x10° 3,10 6,10+0,28 0,77 +
hodin lvz 7,27x102 2,86 6,00+0,42 0,53 +
2Vvz 2,23x104 4,35 6,05+0,35 2,02 ++
3vz 5,12x10* 4,71 6,30+0,42 2,38 ++
RR 2,35%10° 6,37 6,59+0,02 4,04 +++
WSP 2,99x107 7,48 4,65+0,07 5,15 +++
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis

Kmen Nestlé(48) | KTJ/ml K'II%?mI pH Narust— 1D Poznamky
0 hodin | 7,75x108 8,89 4,63+0,06 | *ID=4,89 | Interpretace | OD=10,5MFc
24 MM <10! <1,00 6,00+0,14 -3,89 -
hodin 1vz 1,01x10° 5,00 6,08+0,18 0,11 0
2VzZ 1,40x108 8,15 3,85+0,25 3,26 +++
3vz 8,00x10* 4,90 6,30+0,28 0,01 0
RR 8,27x10° 5,15 6,05+0,07 0,26 0
WSP 2,95x107 1,47 4,47+0,12 2,58 ++
Limosilactobacillus reuteri
Kmen oM | kTt | J9 | pH Nériist - 1D Poznamky
0 hodin 1,54x108 8,19 6,08+0,11 | *ID=4,19 | Interpretace | OD=9,63MFc
24 MM 1,64x108 6,21 6,05+0,07 2,02 ++
hodin 1vz 6,19x10° 6,79 5,70+0,14 2,60 ++
2Vz 9,86x108 6,99 5,65+0,07 2,80 ++
3vz 1,51x108 6,18 6,20+0,14 1,99 ++
RR 8,80x10° 6,94 6,52+0,37 2,75 ++
WSP 1,13x108 8,05 6,49+0,09 3,86 +++

Pozn.: Preziti a rGst kmene bylo hodnoceno jako rozdil nartstu (log KTJ/ml) a inokula¢ni
davky (log KTJ/ml) nasledujicim zptisobem: -, kmen nepieziva (<0); 0, kmen pieziva, ale
neroste (0-0,5); +, kmen mirné roste (0,5-1); ++, kmen roste (1-3); +++, kmen extra roste
(>3); MM = mateiské mléko; 1 vz = Beba Comfort; 2 vz = Hipp Bio Combiotik; 3 vz =
Babybio; RR = fedici fada; WSP = WSP bujon.

Oba kontrolni kmeny B. longum subsp. infantis vykazovaly nartst v matetském mléce,
konkrétné¢ kmen DSM 20088 vykazoval nariist, zatimco kmen BRS8-2 pouze mirny nardst.
Kmen DSM 20088 vykazoval také narist v mlééné vyzivé Beba Comfort, zatimco kmen
BRS8-2 v této vyzivé vykazoval pouze mirny nartist. Oba kmeny rostly také v mlécnych
vyzivach Hipp Bio Combiotik a Babybio. V negativni kontrole kmen DSM 20088 nerostl, ani
nepiezival, zatimco kmen BRS8-2 extra rostl. V pozitivni kontrole rostly oba kmeny, kmen
DSM 20088 vykazoval nartst, kmen BRS8-2 extra nartst.

Kmen B. animalis subsp. lactis Nestlé¢(48) v matetském mléce nerostl, ani neptezival,
zatimco v mlécéné vyzivé Hipp Bio Combiotik vykazoval extra narlst a v mléénych vyzivach
Beba Comfort a Babybio piezival, ale nerostl. V negativni kontrole kmen piezival, ale nerostl
a v pozitivni kontrole kmen rostl.

Kmen L. reuteri DSM 20016 vykazoval nartst jak v matefském mléce, tak ve vSech
nahradnich mléénych vyzivach. V negativni kontrole vykazoval nartst, v pozitivni kontrole
extra nardst.
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6 Diskuze

Ziskani stievni mikrobioty kojence je klicové pro vytvoreni symbidzy mezi hostitelem
a mikrobiotou. Tato symbidza je mutualisticka, tedy hostitel poskytuje ziviny a niku
pro mikrobialni spolecenstvo, zatimco mikrobialni spoleCenstvo piispiva k traveni zivin
a ziskavani energie, podporuje rozvoj imunitniho systému a poskytuje obranu proti stfevnim
infekcim. Tato vzajemnd interakce je klicova béhem prvniho roku zivota, kdy se rychle vyviji
imunitni systém a stfevni mikrobiota (Appert et al. 2020). Pravé kojeni, tedy konzumace
matefského mléka, podporuje kolonizaci bakteriemi z ¢eledi Bifidobacteriaceae. Pocate¢ni
kolonizace a spotfebovani kysliku Vv travicim traktu poté umoznuje rust dalSich striktné
anaerobnich  bakterii, napifiklad ¢eledi  Clostridiaceae,  Peptostreptococcaceae,
Ruminococcaceae a Lachnospiraceae (Appert et al. 2020).

Bifidobakterie ve stfevé kojenci b&hem prvnich 12 mésici dominuji (Riviere et al.
2016), nicméné klostridie jsou také velmi vyznamnou skupinou bakterii. Casné kolonizuji
sttevo a mohou byt detekovany ve stolici jiz béhem prvniho tydne po narozeni. Nejcasteji se
jedna o C. butyricum, C. paraputrificum a CI. difficile (Guo et al. 2020). N¢které klostridialni
druhy maji dokonce mnoho blahodarnych ucinkt na stfevni homeostazu a jsou znamy jako
jeji nepostradatelné regulatory (Guo et al. 2020). N¢které kmeny C. butyricum jsou dokonce
V Asii vyuzivany jako probiotikum (Grenda et al. 2022). Druhy rodu Clostridium mohou
vyuzivat velké mnozstvi zivin, které hostitel nemuze stravit, pficemz ve stfevé Cloveka
vyuzivaji predevsim nestravitelné polysacharidy a vétSina metabolitl, které produkuji, pfinasi
mnoho vyhod pro zdravi stfev. Produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem (napf. butyrat),
které hraji vyznamnou roli ve stfevni homeostaze, slouzi jako zdroj energie pro epitelové
buriky tlustého stieva a maji protizanétlivé G¢inky ¢i brani invazi patogenti (Guo et al. 2020).

Ackoli komenzalni klostridie se podileji na regulaci a udrzovani vSech stfevnich funkci,
nekteré klostridie jsou spojovany také S patogennimi procesy. Je zajimavé, ze nékteré kmeny
C. butyricum zjisténé ve vzorcich stolice byly spojeny se zavaznymi onemocnénimi jako je
kojenecky botulismus a nekrotizujici enterokolitida u pred¢asné narozenych kojenct (Grenda
et al. 2022). Dale tada anaerobnich infekci byla vyvolana druhy klostridii, jako je C.
perfringens, Cl. difficile, C. botulinum ¢i C. tetani. Nicméné je dulezité si uvédomit, ze
vétsina klostridii ma komenzalni vztah s hostitelem (Lopetuso et al. 2013; Guo et al. 2020).

Matetské mléko je komplexni biologicka tekutina, ktera poskytuje vyzivné, ochranné
a vyvojové funkce a je pfizpisobend potiebam vyvijejiciho se novorozence. Diky tomu je
matefské mléko jednoznacné zlatym standardem pro ranou vyzivu, s nimZ dosud nemuze
soupefit zadna nahradni mlééna vyziva. Je také povazovano za vyznamny zdroj
zivotaschopnych komenzalnich matetskych bakterii schopnych kolonizovat novorozenecké
stievo, véetné obligatnich anaerobu jako je Bifidobacterium spp. a také obsahuje strukturné
rozmanité nestravitelné OMM, které mohou zvysit rist specifickych stfevnich bakteridlnich
populaci, zejména Bifidobacterium spp. a Bacteroides spp. (Jost et al. 2015).

V ramci této diplomové prace byla testovana schopnost vyuzivat matetfské mléko
a vybrané nahradni mlé¢né vyzivy divokymi kmeny klostridii, které byly originalné izolovany
z fekalnich vzorkt kojencti bez zdravotnich obtizi. Bylo zjisténo, ze druh C. perfringens
dokaze matetské mléko vyuzivat a ze druh P. bifermentans v ném dokaze piezivat, ale
neroste. Schopnost ristu C. perfringens v matetském mléce naznacuji také vysledky Shaw et
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al. (2020), kteti zkoumali rust izolatu C. perfringens ziskaného od kojence s NEC. Izolat byl
kultivovan bud’ v médiu bohatém na ziviny nebo v matefském mléce, a to bud jako
monokultura nebo v kokultufe s bakterii B. longum subsp. infantis, ktera byla vybrana jako
typicky konkurenc¢ni sttevni druh, ktery roste na OMM. Oba druhy rostly v obou substratech
a za obou kultiva¢nich podminek, pticemz kazdy z nich rostl vyznamné 1épe v médiu bohatém
na ziviny a v monokultuie nez v matefském mléce. Oba druhy v nutricné bohatém médiu
nevykazovaly vyznamné rozdily v ristu, nicméné v matefském mléce rostlo C. perfringens
vyznamné niz$i rychlosti nez B. longum subsp. infantis v monokultuie i kokultute (Shaw et al.
2020). Prestoze se predpoklada, ze bioaktivni slozky matefského mléka (imunoglobuliny,
lysozym, laktoferrin, OMM) ptisobi inhibi¢né proti fadé patogend, v¢etné klostridii (Goldman
1993; Liu & Newburg 2013), v ramci této diplomové prace byl zjistén opak a rust druhu C.
perfringens jimi nebyl ovlivnén. V jinych studiich jsou piipady inhibice naptiklad spojovany
se sekrecnim IgA obsazenym V matefském mléce, kde potlacuje bézné mikrobialni patogeny
(Matsumura et al. 2007, Rolfe & Song 1995), stejné¢ tak s OMM (Lin et al. 2017) ¢i
laktoferinem (Bullen et al. 1972). Nase vysledky naznacuji, Ze matefskym mlékem nedochazi
K potlaceni rustu ani u druhu P. bifermentans, ktery byl v podminkach testovani schopen
piezivat v nezménénych kultiva¢nich poctech. Schopnost vyuzivat matetské mléko se tedy
navic jevi jako druhové specificka. Konkrétné¢ pro druh C. perfringens, jelikoz ostatni
testované klostrididlni druhy matetské mléko nevyuzivaly.

B. longum subsp. infantis je specialné uzpuisobeno na efektivni metabolismus OMM
a naslednou produkci kyselin (Sela et al. 2008). Vysledky Shaw et al. (2020) ukazaly, ze B.
longum subsp. infantis vyznamné piekonava C. perfringens, pokud je kultivovana
v monokultufe a kokultufe v matefském mléce. Kdyz byly oba druhy kultivovany spolecné,
nebyl pozorovan zadny dikaz ptimého inhibi¢niho Gc¢inku. Toto srovnani vS§ak mohlo byt dle
Shaw et al. (2020) ovlivnéno fadou faktorti jako je potencialni konkurence organismi
s nizkym vyskytem pochazejicich z matefského mléka, vliv toxint C. perfringens na rist
bifidobakterii a ucinek potencialni expozice kysliku, ktera by ovlivnila C. perfringens.
Ackoliv fada stievnich komenzalnich bakterii, véetné klostridii, nemuze metabolizovat OMM
(Yu et al. 2013), zda se, ze druh C. perfringens by mohl byt schopny mirné utilizace OMM.
Marcobal et al. (2010) testovali rast bakterialnich druhi, véetné C. perfringens a Cl. difficile
na OMM. C. perfringens vykazovalo slaby, ale znatelny rist, zatimco druh CI. difficile
V tomto substratu nerostl viibec. Také Salli et al. (2021) testovali uc¢inky 3 OMM (2'-
fukosyllaktozy, 3-fukosyllaktézy a difukosyllaktézy) na rist riznych bakteridlnich druht,
véetné béznych kojeneckych patogenti jako jsou C. perfringens. Kromé¢ OMM byly jako
zdroje uhliku pro testované bakterialni kmeny hodnoceny i probiotické GOS, laktoza, fukoza
a glukoza. Kmen C. perfringens utilizoval fukézu a dobfe rostl na GOS, laktoze a glukoze.
OMM 2’-fukosyllaktéoza a difukosyllaktoza nepodporovaly rist zadné =z testovanych
potencialn¢ patogennich bakterii, avSak byl pozorovan slaby rast C. perfringens na 3-
fukosyllaktoze. Nicméné rast byl pozorovan na zacatku experimentu a postupné klesal,
pfi¢emZ po 24 hodinach nevykazoval témét zddny rozdil ve srovnani s kontrolnim médiem,
coz dle Salli et al. (2021) mohlo byt ovlivnéno malym mnozstvim zbytkové laktozy
a galaktozy v pouzitém produktu 3-fukosyllaktozy. Ackoliv Marcobal et al. (2010) a Salli et
al. (2021) pozorovali slaby narast C. perfringens na OMM, tento nartst byl mnohem slabsi
nez u bifidobakterii utilizujicich OMM. Schopnost C. perfringens vyuzivat OMM musi byt
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vSak déle testovana, jelikoz je pouze malo studii zabyvajicich se ristem tohoto druhu
na OMM a na zdkladé naSich vysledkl je zde patrny jeho potencidl. Také prezivani a rast
druha C. perfringens a P. bifermentans v matefském mléce nebylo dal§imi studiemi potvrzeno
ani vyvraceno. Pro potvrzeni nebo vyvraceni této schopnosti u téchto klostridialnich druhi je
tedy tfeba dalSiho testovani.

Dale byly testovany také druhy Cl. difficile, C. tertium, C. butyricum, C. paraputrificum
a P. sordellii, které ale v matefském mléce nerostly, ani nepfezivaly. Schopnost ristu
klostridii v matefském mléce zkoumali také Rockova et al. (2011b), a to konkrétné u druhu C.
butyricum. Tfi z péti kment nebyly schopny ristu na matefském mléce, coz bylo v souladu
s nasimi vysledky, kdy C. butyricum v matefském mléce nerostlo. Dle Rockova et al. (2011b)
bylo také 4 z5 testovanych kmenu citlivé na lysozym, coz je enzym s antibakterialnimi
ucinky (Thai & Gregory 2020). Je tedy mozné, Ze lysozym obsazeny v mateiském mléce by
mohl potlacovat rast C. butyricum. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni neschopnosti ristu téchto
klostridialnich druhu (CI. difficile, C. tertium, C. butyricum, C. paraputrificum, P. sordelli)
vSak neni dostatek studii a je tieba dalSiho testovani.

V ramci nasich vysledkt bylo dale zjisténo, ze pro druh C. paraputrificum tato forma in
vitro testovani neni vhodna, jelikoZ nebyl schopen nartistu na pozitivni kontrole obsahujici
vSechny potiebné substraty k rustu, tedy WSP bujonu. Obecné jsou klostridie velmi citlivé
na kyslik a rostou pouze za anaerobnich podminek. Nicméné nékteré druhy toleruji nizké
koncentrace kysliku, zatimco pro ostatni druhy klostridii je kyslik vysoce toxicky (Johnson
2009). C. paraputrificum je striktné anaerobni bakterie (Evvyernie et al. 2000). Je tedy
mozné, ze druh C. paraputrificum byl na mozné vystaveni kysliku mnohem citlivéjsi nez
ostatni testované druhy a neptezival, jelikoZ u ostatnich testovanych anaerobnich druhii byla
potvrzena vhodnost této formy testovani.

Zjis5ténd schopnost nékterych klostridii vyuZivat matetské mléko a nahradni kojenecké
vyzivy by mohla byt spojena také s obsahem prebiotickych slozek. Prebiotika selektivné
stimuluji rast a aktivitu prospé$nych stievnich bakterii, pficemz jejich cilovou skupinou jsou
zejména bifidobakterie. NejCastéji pouzivanymi prebiotiky v kojeneckych nahradnich
mléénych vyzivach jsou FOS a GOS (Rockova et al. 2011b). Dle Rada et al. (2008) komeréné
dostupnd prebiotika vSak nejsou zcela selektivni, jelikoz FOS, GOS, rafindza, stachydza
ainulin byly vyuzivany také klostridiemi izolovanymi ze stolice kojence. Je tedy
pravdépodobné, Ze i z tohoto diivodu klostridie na umélych vyzivach hojné rostou. OMM jsou
povazovany také za prebiotika, protoze podporuji riist prospesSnych bakterii ve stfeveé kojence.
Dominantni zastupci stievni mikrobioty, Bifidobacterium spp. a Bacteroidetes spp., maji
schopnost travit a vyuzivat OMM prostiednictvim specifickych glykosidaz (Li et al. 2021).
Ackoliv jsou OMM 2’-fukosyllaktoza a lakto-N-neotetradza ptidavany do ndhradnich
mléénych vyziv (Li et al. 2021), existuje vice nez 200 strukturné odlisnych OMM
vyskytujicich se v matefském mléce (Masi & Stewart 2022). Kolostrum obsahuje piiblizné
20-23 g/l, poté se jejich koncentrace s dozravanim mléka snizuje (Wicinski et al. 2020).
Kazda zena produkuje pouze ¢ast moznych struktur OMM a ma tak specifické slozeni OMM
(Zhang et al. 2021). Lze tedy konstatovat, ze koncentrace OMM v matefském mléce se méni
v ramci laktace a jsou strukturné bohatsi nez OMM piidavané do ndhradnich mlécnych vyziv.
Na nahradni mlé¢né vyzivé Beba Comfort, ktera obsahuje OMM 2’fukosyllaktosu, alespon
mirn¢ rostly druhy C. perfringens a C. tertium. Druh P. bifermentans ptezival, ale nerostl.
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Na nahradni mlééné vyzivé Hipp Bio Combiotik, ktera obsahovala GOS, alespon mirn¢ rostly
druhy C. perfringens, C. tertium a P. bifermentans. Na nahradni mlécné vyzivé Babybio,
ktera neobsahovala ani OMM, ani GOS, rostly druhy C. perfringens, C. tertium a P.
bifermentans. Ani na jedné z testovanych nahradnich vyziv nerostly druhy CI. difficile, C.
butyricum a P. sordellii. Lze tedy konstatovat, ze C. perfringens rostlo jak na matefském
mléce, tak na vSech testovanych vyzivach. Jeho kojenecké kmeny jsou tedy pravdépodobné
metabolicky specializovany na tento typ substrati. Jako méné k utilizaci kompetentni, ale
velmi odolny druh, byl poté identifikovan druh P. bifermentans, ktery v matefském mléce
ptezival, a dokonce rostl v nahradnich mléénych vyzivach. Na mléénych vyzivach byl
schopny zna¢ného nartistu i druh C. tertium, ktery vSak nebyl schopen rist na matefském
mléce.

Pro potvrzeni ¢i vyvraceni prezivani a rustu nékterych klostrididlnich druhi
v mateiském mléce i na jeho oligosacharidech je vSak tfeba dal$iho testovani s vétSim poctem
kment v ramci kazdého druhu. Studii, které se této problematice vénovaly neni dostatek a pro
vétsinu testovanych druhd, respektive kmenu kojeneckého ptvodu, tedy informace o jejich
schopnosti ristu v matefském mléce a nahradnich mléénych vyzivach chybi.

63



[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vytvofeni literarni reSerSe na zakladé aktudlnich
védeckych poznatkli o zastupcich celedi Clostridiaceae vyskytujicich se v travicim traktu
kojencu. Dalsim cilem bylo in vitro testovani schopnosti ristu vybranych zastupct ¢eledi
Clostridiaceae v mateiském mléce a nahradnich mléénych vyzivach. VSechny cile této
diplomov¢ prace byly splnény.

Hypotézou této prace byl piedpoklad, Ze bakterie ¢eledi Costridiaceae budou utilizovat
matefské mléko a ze tato schopnost bude rodové specifickd. Byla otestovana schopnost
celkem 12 klostrididlnich kment patficich do 7 druht klostridii z ¢eledi Clostridiaceae
a Peptostreptococcaceae utilizovat matetské mléko a ndhradni mlécné vyzivy. Obé tyto celedi
patii k fadu Clostridiales. Z celedi Clostridiaceae bylo testovano 5 klostridialnich druht (C.
butyricum, C. paraputificum, C. perfringens, C. tertium, P. bifermentans) a z ¢eledi
Peptostreptococcaceae 2 klostridialni druhy (ClI. difficile, P. sordellii). Bylo zjisténo, ze druh
C. perfringens dokaze vyuzivat mateiské mléko a Ze druh P. bifermentans v ném dokaze
ptezivat, ale nedokaze v ném rust. Ostatni testované druhy (Cl. difficile, C. tertium, C.
butyricum a Paeniclostridium sordellii) v matetském mléce nerostly, ani nepiezivaly. Dale
bylo zjisténo, ze druh C. paraputrificum nebyl vhodny pro tuto formu in vitro testovani,
jelikoz nebyl schopen ristu na pozitivni kontrole. Hypotéza tedy byla potvrzena pouze
Castecn¢. Prestoze skoro vSechny testované druhy klostridii matefské mléko vyuzivat
nedokazaly, coz naznaCuje rodovou vlastnost klostridii, tato schopnost utilizace byla
detekovana pro druh C. perfringens. Pro ovéfeni, zda se jedna o druhové specifickou
schopnost, je nicméné nezbytné ji ovéfit na vétsim poctu kmenti v ramci tohoto druhu. P.
bifermentans se poté projevil jako odolny druh, ktery dokazal v matefském mléce piezivat,
nicméné nedoslo k jeho pomnoZeni. Pfi hodnoceni schopnosti utilizace nahradnich mlé¢nych
vyziv bylo zjisténo, Ze klostridialni druhy C. perfringens a C. tertium jsou schopny je
vyuzivat, vzhledem k poskytnutym substratim. Také P. bifermentans byl schopen dv¢ ze tii
vyziv vyuzit avjedné znich pouze prezival. Zadny z dalsich testovanych druhi nebyl
schopen ristu v téchto nahradnich vyzivach.
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9 Samostatné prilohy

9.1 Priloha 1: Mlé¢na kojenecka vyziva Beba Comfort 1 HM-O (Nestlé)
(1vz)

SloZeni: Pitnd voda, odtu¢néné mléko 15 %, laktéza, rostlinné oleje (slunecnicovy
s vysokym obsahem kyseliny olejové, tepkovy nizkoerukovy, slunecnicovy), suSena
syrovatka, mineralni latky (vadpenaté soli kyseliny citronové, citronan draselny, chlorid
draselny, chlorid hotecnaty, chlorid sodny, vapenaté soli kyseliny fosforecné, siran Zeleznaty,
siran zineCnaty, siran médnaty, siran manganaty, jodid draselny, selenan sodny), 2’-
fukosyllaktosa, emulgator (s6jovy lecitin), rybi olej, olej z Mortierella alpina, cholin bitartat,
L-fenylalanin, vitaminy (L-askorbat sodny, DL-alfa-tokoferyl-acetat, nikotinamid, D-
pantothenat vapenaty, retinyl-acetat, thiamin-mononitrat, pyridoxin-hydrochlorid, riboflavin,
kyselina listova, fyllochinon, cholekalcierol, D-biotin, kyanokobalamin), taurin, inositol, L-
histidin, nukleotidy (kyselina cytidin-5’-fosfore¢na (CMP), sodné soli kyseliny uridin-5'-
fosfore¢né¢ (UMP), kyselina adenosin-5"-fosfore¢na (AMP), sodné soli kyseliny guanosin-5'-
fosfore¢né (GMP), L-karnitin.

Vyzivové iidaje na 100 ml vyzivy: energie 280 kJ/67 kcal; tuky 3,6 g, z toho: nasycené
mastné kyseliny 0,3 g, mononenasycené mastné kyseliny 2,2 g, polynenasycené mastné
kyseliny 0,7 g, kyselina linolovad 556 mg, kyselina a-linolenova 46 mg, kyselina arachidonova
17 mg, kyselina dokosahexaenova 17 mg; sacharidy 7,5 g, z toho: cukry 7,3 g, z toho: laktoza
7,3 g; vladknina 0,1 g; bilkoviny 1,2 g; stl 0,05 g; minerdlni latky: sodik 21 mg, draslik
77,1 mg, vapnik 42,6 mg, fosfor 23,6 mg, hoicik 5,68 mg, mangan 0,02 mg, selen 3,6 ng,
zelezo 0,31 mg, jod 14,9 pg, méd’ 0,05 mg, zinek 0,48 mg, chloridy 50,4 mg, fluoridy < 0,01
mg; vitaminy: vitamin A 60,1 pg, vitamin D 1,5 pg, vitamin E 1,5 mg, vitamin K 4,2 ug,
vitamin C 10 mg, thiamin/vitamin B1 0,06 mg, riboflavin/vitamin B2 0,20 mg, niacin 0,51
mg, vitamin B6 0,04 mg, kyselina listova 13,3 pg, kyselina pantothenova 0,52 mg, vitamin
B12 0,20 pg; ostatni latky: biotin 1,4 pg, cholin 22 mg, inositol 9,0 mg, taurin 4,0 mg,
karnitin 1,1 mg, nukleotidy 2,1 mg, 2'-fukosyllaktosa 0,1 g

9.2 Piiloha 2: Milééna kojenecka vyziva Hipp Bio Combiotik
Anfangsmilch (2vz)

SloZeni: mlécna syrovatka, odtuénéné mléko, smetana, laktoza (z mléka), rostlinné oleje
(slunecnicovy, tepkovy), galaktooligosacharidy z laktozy (z mléka), emulgator lecitin, rybi
olej, olej z Mortierella alpina, vapenaté soli kyseliny citronové, cholin, draselné soli kyseliny
citronové, chlorid vapenaty, vapenaté soli kyseliny ortofosforec¢né, L-fenylalanin, chlorid
draselny, L-askorbat sodny + askorbyl-L-palmitan (vitamin C), chlorid sodny, hydroxid
draselny, citronan sodny, L-tryptofan, L-histidin, siran zine¢naty, siran Zeleznaty, hydroxid
hofe¢naty, nikotinamid, DL-alfa-tokoferyl acetat (vitamin E), siran méd’naty, D-pantothenat
vapenaty, thiamin hydrochlorid (vitamin B1), retinyl acetat (vitamin A), hydrochlorid
pyridoxinu (vitamin B6), jodi¢nan draselny, Metafolin ® (L-methylfolat vépenaty),



seleni¢itan sodny, fytomenadion (vitamin K), siran manganaty, cholekalciferol (vitamin D),
D-biotin, kyanokobalamin (vitamin B12)

Vyzivové tdaje/100 ml: energetickd hodnota 278 kJ/67 kcal; tuky 3,6 g, z toho
nasycen¢ mastné kyseliny 1,6 g, mononenasycené mastné kyseliny 1,5 g, polynenasycené
mastné kyseliny 0,5 g (z toho AA kyselina arachidonovda 13,4 mg, DHA kyselina
dokosahexaenova 13,4 mg); sacharidy 7,1 g, z toho cukry 7,1 g (laktéza 7,1 g, inositol 5,8
mg); vlaknina 0,3 g, ztoho GOS galaktooligosacharidy 0,3 g; bilkoviny 1,3 g, z toho L-
karnitin 1,2 mg; minerdlni latky: sodik 20 mg, draslik 67 mg, chlorid 52 mg, vapnik 52 mg,
fosfor 30 mg, hotcik 4,5 mg, zelezo 0,60 mg, zinek 0,50 mg, méd’ 0,054 mg, mangan 0,0050
mg, fluoridy < 0,0050 mg, selen 3,9 pg, jod 15 pg; vitaminy: vitamin A 55 pg, vitamin D 1,5
pg, vitamin E 0,70 mg, vitamin K 5,2 pg, vitamin C 8,9 mg, vitamin B1 0,050 mg, vitamin B2
0,20 mg, niacin 0,34 mg, vitamin B6 0,029 mg, kyselina listova (folat)* 10 ug (16,6 pg),
vitamin B12 0,10 pg, biotin 1,5 pg, kyselina pantothenova 0,34 mg, cholin 26 mg. Hodnoty
podléhaji vykyvim typické pro piirodni suroviny. *Metafolin® je registrovana ochranna
znamka spolecnosti Merck KGaA, Darmstadt, SRN.

9.3 Priloha 3: Mlécna kojenecka vyziva Babybio (3vz)

SloZeni: castecné odstiedéné mléko, voda, kukuficné maltodextriny, laktéza, fepkovy
a slune¢nicovy olej, mineralni latky (citrat sodny, citrdt hotecnaty, chlorid draselny,
bikarbonat sodny, siran Zeleznaty, hydroxid draselny, sirany zinku, médi a manganu, jodid
draselny, seleni¢itan sodny), emulgator sluneénicovy lecitin, olej z Crypthecodinium cohnii,
vitaminy (C, E, B3, B5, B1, B6, B2, A, B9, K, B8, D, B12), antioxidant: extrakt bohaty na
tokoferoly

Vyzivové tdaje na 100 ml: energetickd hodnota 281 kJ/67 kcal; tuky 3 g, z toho:
nasycen¢ mastné kyseliny 0,9 g, kyselina linolovd 407 mg, kyselina alfa-linolenova 57 mg,
kyselina dokosahexaenovd DHA 17 mg; sacharidy 8,4 g, z toho cukry 5 g (z toho laktoza
5 g); bilkoviny 1,6 g; vitaminy: A 60 pg, D 1,6 pg, E 1 mg a-tokoferol, K 4,2 g, C 7,5 mg,
thiamin 90 pg, riboflavin 120 pg, niacin 0,7 mg, B6 66 pg, kyselina listova 17 pg-EFA, B12
0,2 pg, biotin 1,9 pg, kyselina pantothenova 0,3 mg; mineralni soli: sodik 29 mg, draslik 82
mg, chlorid 54 mg, vapnik 55 mg, fosfor 44 mg, hot¢ik 6 mg, zelezo 1,2 mg, zinek 0,5 mg,
méd’ 50 pg, jod 15 pg, selen 3 pg, mangan 3 pg, fluor <15 pg.



