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Vliv materského mléka pred a po pasterizaci na stfrevni
mikrobiotu

Souhrn

Matetské mléko je nejvhodnéjsi stravou pro kojence, dodava mu vyvazeny pomér zivin
a je lehce stravitelné. Je zdrojem mnoha vyznamnych latek, které vedou ke spravnému rastu a
vyvoji ditéte. Tyto latky napomahaji mimo jiné rozvoji stievni mikrobioty a podporuji jeho
imunitni systém.

Cilem této prace bylo otestovat vliv nepasterizovaného a pasterizovaného mateiského
mléka na stfevni mikrobiotu kojence u déti porozenych pfirozené a cisaiskym fezem. A dale
pak zjisténi bakteridlniho slozeni pasterizovanych a nepasterizovanych mlék. V praci je také
popsano slozeni stievni mikrobioty kojence a jeji postupny vyvoj.

Mateiské mléko bylo rozdéleno na dvé ¢asti. Jedna byla ponechana nepasterizovana a
druha byla pasterizovana pii teploté 62,5 °C po dobu 30 min. Na mikrotitra¢ni desti¢ku se
naneslo pasterizované i nepasterizované mateiské mléko a byl pfidan inokulat kojenecké
stolice. Nasledovala anaerobni kultivace pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po kultivaci se
stanovovaly tyto bakterie: celkové pocty, bakterie rodu Bifidobacterium, Lactobacillus, E. coli,
Enterococcus a Gram (-) bakterie. SloZeni stfevni mikrobioty kultivované v nepasterizovaném
| V pasterizovaném matefském mléce se statisticky vyznamné nelisilo (P < 0,05).

Dale pak bylo zjistovano bakterialni slozeni matefskych mlék, u nichz se stanovovaly
celkové pocty bakterii, bakterie rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a aerobni bakterie. Ty byly
nasledné izolovany a identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Zde byly
identifikovany zejména bakterie druhu Propionibacterium acnes, které se bézné vyskytuji na
kazi ¢loveka, ale i bakterie rodu Lactobacillus a to konkrétné Lactobacillus paracasei a

Lactobacillus plantarum.

Klic¢ova slova: matetské mléko, pasterizace, mikrobiota mléka, stievni mikrobiota



Influence of human milk on the intestinal microbiota
before and after pasteurization

Summary

Human milk is the best food for infants, it is a source of important components for the
infant growth and a development as well. Human milk is also a good source of energy and
nutrients for the bacteria in the intestinal tract of the infant.

The aim of this thesis was to test the impact of unpasteurized and pasteurized human
milk to the intestinal tract of the infants. And then to determine the bacterial composition of
pasteurized and unpasteurized human milk. The thesis is also focused on the composition of the
intestinal tract of the infant and its development.

Human milk was divided into two portions. The first was unpasteurized and second was
pasteurization for 62,5 °C/30 minutes. Both milks were inoculated in to the microtitre plate with
the baby stool and incubated in 37 °C for 24 hours. After the cultivation, it was determined the
total count of bacteria, bifidobacteria, lactobacilli, E. coli, enterococci and gram-negative
bacteria. There were no significant differences (P < 0,05) between pasteurized and
unpasteurized human milk.

We also determined the bacterial composition of human milk. Total counts of bacteria,
bifidobacteria, lactobacilli and aerobic bacteria were analysed was and subsequently isolated
and identified by MALDI-TOF mass spectrometry. Most frequently identified bacterialy strain
was Propionibacterium acnes, which is found on human skin, but we found also bacteria of the

genus Lactobacillus, namely Lactobacillus paracasei and Lactobacillus plantarum.

Keywords: human milk, pasteurization, microbiota of milk, gut microbiota
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1 Uvod

Mateiské mléko je prirozenou a vyvazenou stravou pro kojence. Obsahuje spravny pomér Zivin
v pribéhu celé laktace a je pro kojence lehce stravitelné. Je zdrojem mnoha vyznamnych latek,
které¢ pfispivaji ke zdravému ristu a vyvoji ditéte. Mezi tyto latky patfi naptiklad
oligosacharidy, vitaminy, mineraly a déle také bioaktivni komponenty matefského mléka.
Vsechny tyto latky napoméhaji rozvoji stfevni mikrobioty a tim podporuji rozvoj imunitniho
systému ditéte nebo jeho mentalni vyvoj.

Ovsem ne vSechny matky mohou pIn¢ kojit, a proto existuje n€kolik alternativ. Jednou z nich
je mléko z mléénych bank. V Ceské Republice se nachazi celkem pét bank mateiského mléka,
ato v Praze, Ceské Lipé, Ceskych Bud&jovicich, Hradci Kralové a Mosté. 1 kdyZ se mize zdat,
ze bank je dostatek ani zdaleka nepokryvaji poptavku.

Pted darovanim matefského mléka musi darkyné projit nezbytnym vySetfenim. Musi mit
potvrzeni od obvodniho ¢i zdvodniho lékate, byt vySetiena na HIV, hepatitidu B a dalsi
pienositelné onemocnéni. I pfes vSechna tato opatieni se mléko po odbéru pasterizuje, a to pii
teploté 62,5 °C po dobu 30 min. Pti tomto postupu se inaktivuji mozné viry, ale také se ovliviiuji
nutriéni a imunologické vlastnosti mléka. Proto 1ze pfedpokladat, ze takto pasterizované mléko
bude mit urcity vliv na stfevni mikrobiotu kojence.

Tato prace se zabyva moznym vlivem nepasterizovaného a pasterizovaného mateiského mléka
na stfevni mikrobiotu kojence u déti porozenych ptirozené a cisaiskym fezem a dale pak
samotnym bakteridlnim sloZenim téchto mlék.

Dale je zde popséano slozeni stfevni mikrobioty kojence a jeji vyvoj v prubéhu prvnich let zivota

ditéte.



2 Cil prace

Cilem prace bylo otestovat vliv nepasterizovaného a pasterizovaného mateiského mléka na
stitevni mikrobiotu kojence u déti porozenych pfirozené a cisarskym fezem. A dale pak zjiSténi

bakterialniho slozeni pasterizovanych a nepasterizovanych mlék.
2.1 Hypotéza

Pasterizaci budou inaktivovany nékteré antimikrobialni latky mateiského mléka, a proto po
inokulaci kojenecké stolice na ném poroste veEtSi mnozstvi bakterii nez v mléce

nepasterizovaném.



3 Prehled literatury
3.1 Materské mléko

Matetské mléko je ¢asto nazyvano ,,zlatym standardem® pro vyzivu kojence v prvnich mésicich
jeho zivota (Bode, 2009). Je zdrojem bioaktivnich latek pro zdravy riist a vyvoj kojence (Jeong
mu spravny pomér zivin a je lehce stravitelné (Bode, 2009).

Mléko je slozeno z ruznorodych latek, jako jsou sacharidy (zejména oligosacharidy),
aminokyseliny, vitaminy a mineraly, které podporuji rozvoj sttevni mikrobioty béhem raného
détstvi (McVea et al., 2000; Kramer et al., 2008; Reilly et al., 2005). Podle obdobi laktace
muzeme matefské mléko rozdélit na kolostrum, které je produkovéano prvni dny po porodu a na

mléko zralé (Kulski and Hartmann, 1981).
3.1.1 Slozeni materského mléka

Mateiské mléko je odlisné od mlék jinych savcl. Jeho sloZeni je ptizpisobené pro spravny rist
a vyvoj kojence. Slozeni je jedine¢né v zavislosti na matce, jeji straveé a obdobi laktace (WHO,
1979).

Hlavni slozky matefského mléka jsou: voda, proteiny, tuk, sacharidy (zejména laktosa a

oligosacharidy), mineraly a vitaminy (WHO, 1979).

(Obr. 1) SloZeni matefského mléka

Ostatni slozky

Mlécny cukr Tuk / .
7% I 4% 0%
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88%



Dané schéma (Obr. 1) nam ukazuje, ze ve slozeni matetského mléka pievlada voda (88,17 %),
dale pak mlécny cukr (6,7 %), tuk (3,7 %), proteiny (1,2 %). Ostatni slozky matetského mléka
jsou pouze Vv zastoupeni 0,23 % a v8ak i tyto slozky jsou nepostradatelné pro spravny vyvoj
kojence (WHO, 1979; Havlik and Marounek, 2013).

Matetské mléko mizeme rozdélit podle obdobi laktace na kolostrum neboli mlezivo a zralé
matetfské mléko. Jejich slozeni se méni v pribéhu laktace v zavislosti na potiebach kojence

(Tab. 1.).

(Tab. 1) Srovnani slozeni zralého matefského mléka a kolostra

Obsah g/l Zralé mateiské mléko Kolostrum
Proteiny 12 20
Tuk 40 20
Laktosa 68 55
Oligosacharidy 15 24

(Havlik and Marounek, 2013; modifikovano)

Makronutrienty

Matetské mléko je sloZzeno ze 4 hlavnich slozek: proteinti, tuki, laktosy a oligosacharidu. Jejich
zastoupeni je patrné v Obr. 1. SloZeni makronutrientid se 1i$i v zavislosti na obdobi laktace. Je
vyrazny rozdil v obsahu Zivin u kolostra a zralého mléka. Od ctvrtého mésice po porodu je
slozeni matetského mléka jesté vice zavislé na matce, a to zejména na jeji t€lesné hmotnosti,
pfijmu bilkovin, navratu menstruace a frekvenci kojeni. Ve studii bylo také prokazéano, Ze u
matek, které produkuji vice mléka, je koncentrace tukii a bilkovin niZs8i a koncentrace laktosy

vysSi (Nommsen et al., 1991).

Mikronutrienty

VétSina stopovych prvkl matefského mléka je zavisla na stravé matky a jeji télesné konstituci.
V matefském mléce je obecné vSak velmi nizka koncentrace vitaminu D a K, u nichz je
doporuceno, aby se piidavaly do matciny stravy (Greer, 2001; Allen, 2012). Dalsi mozZnosti,
jak détem doplnit vitamin D, je formou peroralnich kapek. Jednou z variant mliZe byt pfipravek
Vigantol. Ten je pfedepisovan Ceskymi pediatry jako prevence a lécba chorobnych stavi
zptisobenym nedostatkem vitaminu D. Pfipravek Vigantol obsahuje cholekalciferol (vitamin

D3), ktery se v téle méni na aktivni latku dihydrocholekalciferol, jez ovliviiuje metabolismus



vapniku v organismu. Tento pfipravek je mozné podavat kojencti od druhého tydne zivota a

doporudena doba 1é¢by je jeden rok (SUKL, 2015).

Bioaktivni komponenty

(Obr. 2) Schéma ukazujici hlavni bioaktivni komponenty v matei'ské mléce (Park, 2009)

Tuky
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,»Bloaktivni komponenty matefského mléka predstavuji spojeni nutri¢nich a imunologickych
vlastnosti, které¢ se uplatiiuji paralelné. To znamena, ze kromé& energetického zisku jsou
vyznamné svou ochrannou funkci (Frithauf, 2009). Novorozenec se rodi s téméf nevyvinutym
imunitnim systémem, a reflexy poznavat své okoli pomoci ohmatavani a vkladani cizich
pfedméti do tust. Tento fakt mé za nasledek, Ze matefské mléko je bohatym zdrojem
bioaktivnich a imunologickych sloucenin s vyraznymi antimikrobidlnimi G¢inky. Bioaktivita
matefského mléka muize ovlivnit zdravi kojence mnoha riznymi zplisoby, véetné piimé
inhibice patogenil, nebo jejich navazani, neutralizaci mikrobidlnich toxinii nebo modifikaci
sttevni mikrobioty (Newburg and Walker 2007).

Bioaktivni komponenty v matefském mléce pochédzeji z raznych zdrojii. Neékteré jsou
produkovany a vyluCovany z prsniho epitelu, jiné zase z matefského séra (Garofalo, 2010).
Piikladem bioaktivnich komponenti mutze byt imunoglobulin A (IgA) nebo vaskularni
endotelialni rastovy faktor (VEGF-A a VEGF-B) (Van de Perre, 2003). Dalsi bioaktivni slozky

matetfského mléka jsou uvedeny v Tab. 2.



Bakterie v mateifském mléce

Diive bylo matefské mléko povazovano za zcela sterilni tekutinu, ovSem v dneSni dobég se
objevuji nazory a studie, ze bakterie obsahuje (Gueimonde et al., 2007). Nékteré studie
prokazaly, ze mateiské mléko zdravych Zen obsahuje az 10° KTJ/ml bakterii (Martin et al.,
2003). Na bakterialnim slozeni matetského mléka se podili mnoho faktori. Muze to byt
naptiklad BMI matky, zptisob porodu nebo faze laktace (Cabrera-Rubio et al., 2012; Khodayar-
Pardo et al., 2014). Zptisob, jakym se dostavaji bakteric do mléka se nazyva aktivni migrace a
vsak pfesny mechanismus nebyl zatim objasnén. Piedpoklada se ale, Ze diilezitou roli zde hraji
dendritické bunky a makrofagy (Rescigno et al., 2001).

V mateiském mléce jsou nejéastéji stanoveny a izolovany bakterie téchto rodu: Staphylococcus,
Streptococcus, Lactobacillus a Bifidobacterium. Otazkou vsak zlstava, jedna-li se pouze o
primarni mikrobiotu, protoZe neni uplné jasné, zda lze matetské mléko odebrat zcela asepticky.
Matetské mléko vsak diky tomu lze pokladat i za probiotickou stravou novorozenct v prvnich

tydnech jejich zivota (Gueimonde et al., 2007).

3.1.1.1 Kolostrum

Kolostrum neboli mlezivo (také nékdy nazyvano jako prvni mléko) je husta smetanovo-zluta
tekutina, ktera je produkovana v prvnich dnech po porodu.

Je bohaté na imunologické komponenty, jako jsou imunoglobulin A (IgA), laktoferin,
leukocyty a také na rustové faktory jako je naptiklad epidermalni ristovy faktor (Castellote et
al., 2011; Pang and Hartmann, 2007; Kulski and Hartmann, 1981). Kolostrum se od zralého
mléka lisi zejména v mnozstvi bilkovin a sacharidi. Obsah bilkovin je vyrazné vyssi a obsah
sacharidl je vyrazné niz8i (Jenness, 1979). Rozdily jsou patrné i v odliSném obsahu mineralnich
latek. Hladiny chloridu sodného a hot¢iku jsou vyssi a hladiny drasliku a vapniku niZsi nez ve
zralém mléku (Pang and Hartmann, 2007; Kulski and Hartmann, 1981). Ve chvili, kdy se za¢ne
ménit pomér drasliku a vépniku, tedy dochdzi k poklesu koncentrace drasliku a zvysSeni
koncentrace vapniku, dochézi k aktivaci a sekreci pfechodného mléka. K tomu obvykle dochazi
béhem nékolika prvnich dnt. Opozdény nastup piechodného mléka je bran po 72 hodinach po
porodu a Castéji se vyskytuje u obéznich matek nebo u pred€asnych porodii (Henderson et al.,

2008; Nommsen-Rivers et al., 2012).



3.1.1.2 Zralé matefské mléko

Od 5. dne do 2 tydnti po porodu je jiz mateiské mléko z velké ¢asti zralé a v obdobi 4 az 6 tydni
po porodu je jiz zcela zralé. Tyto rychlé zmény ve sloZzeni mléka jsou dilezité a kopiruji potieby
rychle rostouciho kojence (Kulski and Hartmann, 1981). Zralé matefské mléko obsahuje
3 -5 % tuku, 0,8 —0,9 % bilkovin, 6,9 — 7,2 % sacharidti a 0,2 % mineralnich latek. Energeticka
hodnota mateiského mléka je 65 — 75 kcal na 100 ml (Jenness, 1979).

V priibé¢hu laktace se obsah tuku nijak vyrazné nemeéni, ale zmeény v jeho obsahu kolisaji béhem

dne (Jenness, 1979).
3.1.2 Vliv materského mléka na zdravi kojence

Existuje vazba mezi matetskym mlékem a vyvojem, ristem a zdravim kojence. Matetské mléko
proslo 200 miliony let vyvoje az do soucasné podoby. Jeho sloZeni neni dileZité pouze pro
vyzivu kojence, poskytuje také nescetné bioaktivni slouceniny, které ovliviuji rust, stimulaci a
modulaci imunitniho systému, kognitivni vyvoj, ochranu pfed toxiny a patogennim
onemocnénim (Daniels and Adair, 2005; German et al., 2002; Harmsen et al., 2000).

Matetské mléko obsahuje také rizné druhy latek, mezi jejichz funkce patii chranit prsni zlazy
matky pted zanéty a poskytovat ochranu kojenci v dobé¢, kdy jeho imunitni systém je stale jeste
nevyvinuty (Brandtzaeg, 2003; Hanson et al., 2003; Lonnerdal, 2003). Tabulka 2 uvadi
bioaktivni slozky mléka, které maji vliv na zdravi kojence.

Bylo prokazano, Ze matef'ské mléko sniZzuje umrtnost pfed¢asné narozenych déti s velmi nizkou
a extrémné nizkou porodni hmotnosti (Lucas and Cole, 1990; Schanler et al. 2005) a dale jim
poskytuje vyhody v podobé zlepSeni obranyschopnosti imunitniho systému, lepsiho vyvoje

nervové soustavy a gastrointestinalniho traktu (Morales and Schanler, 2007).

(Tab. 2) Bioaktivni slozky mléka

Adiponektin Kk-Kasein
Antisekreéni lektiny Lactadherin
Askorbat Laktoferin
a-Laktoglobulin Laktoperoxidaza
o-Tokoferol Leptin

B-buiiky Leukocyty
Bifidogenni peptidy Lysozym




Bifidogenni faktor

B-Defenzin-1

[3-Karoteny

Bombesin

Cystein

Epidermalni rastové faktory (EGF, HB-EGF)
Erytropoetin

Estrogen, progesteron

Faktor nddorové nekrézy (TNF-a)
Fibroblastovy rustovy faktor
Gangliosidy

Gastrin

Ghrelin

Glutathionperoxidaza
Gonadotropin

Haptokorin

Hormony hypotalamu

Hormony §titné zlazy
Choriogonadotropin

Inhibitor proteazy

Inzulinu podobné rustové faktory (IGF-I, 1)
Interlektiny

Inzulin

Katalaza

Kortisol

Krevni desticky aktivujici faktor acetylhydrolazy

Makrofagy

Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
Mastné kyseliny se stfednim fetézcem
Muciny

N-Acetyl-glukosamin

Nervové rustové faktory

Neurotensin

Neurotropsin

Nukleotidy

Oligosacharidy

Osteoprotegerin (OPG)

Peptidy YY

Prebiotika

Prolaktin

Protilatky nukleotidové hydrolyzy
RANTES

Rustové faktory granulocytil
Rustové faktory hepatocytii
Somatostatin

T-bunky

TLRs (Toll-like receptory)
Transformujici rustovy faktory (TGF-a., )
Vasoaktivni intestinalni peptid
Volny sekrec¢ni protein

Zalude¢ni inhibi¢ni polypeptid (GIP)

(Ewaschuk et al., 2011)

3.1.3 Nahrazky matei'ského mléka

Naéhrazky matefského mléka jsou produkty na bazi kravského mléka nebo mlék jinych savcet,

které se ukazaly byt vhodné pro vyzivu kojenct. Kojenecka vyziva musi podporovat normalni

rust a vyvoj déti a jeji energeticka hodnota by méla byt v rozmezi 60 — 75 kcal na 100 ml (Life
Sciences Research Office 1988; Scientific Committee on Food, 2003).




Ptedlohou pro vyrobu nahrazek matefského mléka je zralé matetské mléko. Prestoze uméla
kojenecka vyziva se podoba vlastnimu matefské mléku, stale existuje mnoho rozdilti v obsahu
zivin, a to zejména v oblasti energetické hodnoty, mnozstvi proteind, lipida a Zeleza (Wells,
1996).

Nekteré latky se vsak synteticky vyrobit nemohou. Jsou to zejména bioaktivni komponenty a
matefské protilatky, které chrani kojence pfed onemocnénim a infekcemi (Cleary, 2004).
Umélad kojenecka vyziva muze mit odliSny ucinek na kognitivni vyvoj ditéte. Faktory
(cholesterol, dlouh¢ fetézce polynenasycenych mastnych kyselin, ristové faktory, hormony,
vitaminy, mineralni latky), které podporuji rozvoj centralniho nervového systému, bud’ chybi,
nebo se v téchto ndhrazkach vyskytuji ve vyrazné niz§im mnozstvi nez u matetského mléka
(Banapurmath et al., 1996).

Rozdil mezi mlé¢nou nahrazkou a kojenim neni pouze ve sloZeni, ale také naptiklad v cené.
Pokud se matka rozhodne pro umélou kojeneckou vyzivu, mize ji to mési¢né stat az o vice jak
2000 K¢&. V cené neni pouze samotna mlé¢na ndhrazka, ale také vSe potiebné pro jeji pripravu

a uchovani (Labusova, 2008).

(Tab. 3) Rozdil mezi vlastnostmi matefského mléka a jeho nahrazkami

Matefské mléko Nahrazka materského mléka

Nesterilni, proménné v obsahu a chuti Sterilni, neproménné v obsahu a chuti

Obsahuje neesencidlni mastné kyseliny: | AZ do nedadvné doby obsahovala pouze
kyselinu arachidonovou, kyselinu | esencialni mastné kyseliny

dekosahexaenovou

Vysoky obsah cholesterolu (110 — 140 mg/l) | Nizky obsah cholesterolu (az 3x méng)

Faktory podporujici rozvoj nervového systému | Zadné hormony nebo riistové faktory
(hormony  &titné  zlazy, oligosacharidy,

stimulujici hormony, riistové faktory, ...)

Zivé buiiky a proteiny s imunoprotektivni | Nevrozené imunoprotektivni vlastnosti
funkci: protilatky, imunoglobuliny, lysozym,
laktoferin, peroxidasy

Obsahuje vitaminy a mineraly Obsahuje stejné vitaminy a mineraly, ¢asto i ve

vyssich koncentracich

Obsahuje necistoty z potravy od matky Z4dné nedistoty, neménné sloZeni

(Baker et al., 1998; Scariati et al., 1997)



V soucasné dobé mezi alternativy matetského mléka nepatii pouze kojenecka vyziva ve formé
nahrazek matefského mléka, ale také mateiské mléko z mlécnych bank. Tyto alternativy jsou

vhodné pro matky, které¢ nechtéji nebo nemohou kojit.

3.1.3.1 Mateiské mléko z mléénych bank

Jak jiz bylo feceno, matetské mléko je jedinou fyziologickou potravou pro novorozence a
kojence a je doporucené jako vyziva pro vSechny déti vcetné téch predCasné narozenych
(Mydlilova, 2006). Nicméné matky piedCasné narozenych déti nejsou cEasto schopny
poskytovat dostate¢né mnozstvi mléka. Ve studii Schanler et al., 2005 uvadi, ze pouze 27 %
matek je schopnych poskytnout dostatecné mnozstvi mléka predCasné narozenym détem.
Problémy s kojenim vSak nemaji pouze matky pred¢asné narozenych déti, ale i ostatni. Divoda,
které zabranuji kojent je celd fada. Mezi nej€astéjsi problémy patii rizné druhy infekei a zanéti
mlécnych z1az, ucpany mlékovod, slaby vypuzovaci reflex, nedostatek mléka, bolestivé naliti
prst, nebo i lenost kojence (Mydlilova, 2006).

JestliZze dit€ nemiiZe byt z jakychkoli diivodi kojeno, méla by mu byt poskytnuta plnohodnotna
nahrada. Z tohoto diivodu zacaly po celém svété vznikat banky matefského mléka (Mydlilova,
2006).

Prvni mlé¢nd banka byla zaloZena ve Vidni jiz roku 1907 (Mydlilova, 2006). Od té doby se
jejich pocet rozrostl a tim se zvysila i moznost nakupu matefského mléka. Naptiklad ve Velké
Britanii je 17 bank, které dodavaji matefské mléko (Wight, 2001). V Ceské republice se nachazi
celkem pét bank matefského mléka, a to v Praze, Ceské Lipé, Ceskych Budgjovicich, Hradci
Kralové a Mosté. Nejstarsi bankou v CR je banka v Hradci Kralové, ktera byla zaloZena roku
1958 (Mydlilova, 2006).

Darcovské matefské mléko je alternativni forma mléka, pokud matka nemé svoje mléko k
dispozici nebo ho ma nedostatek (Wight, 2001). Nazory na vyzivu darcovskym matefskym
mlékem se 1i§i po celém svété. Z tady svétovych publikaci a zkuSenosti svétovych bank
matefského mléka (Kanada, USA, Anglie, Francie, Austréalie) vyplyva, Ze pouzivani mléka z
bank hraje diilezitou roli v redukci mortality a morbidity u kriticky nemocnych a nedonosenych
déti (Mydlilova, 2006).

Provoz bank je finan¢né€ velmi ndro¢ny, a to hlavné diky narocnému oSetfeni mléka a také
nezbytnému vySetfeni darcovskych matek. Darkyné musi byt zdrava (potvrzeni od obvodniho
¢i zavodniho lékafe) a vySetfena na HIV, HBsAg (proteinovy antigen znalici probihajici

hepatitidu B), BWR (sérologickd reakce pouzivana ke screeningu syfilis), AST, ALT
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(specifické testy pro stanoveni poskozeni jaternich bun¢k), vytéry — krk, stolice, vySetieni moce
(Rothova, 2012; Mydlilova, 2006).

Vykupni cena mléka je 200 K¢&/1 a prodejni az 900 K¢/l (Rothova, 2012). Zatimco napiiklad ve
Francii je ¢innost mlééné banky dotovana statem, VZP produkty mlé¢nych bank ze seznamu
hrazené¢ho biologického materidlu v roce 2007 vypustila. Mateiské mléko z banky sice mtize
ditéti predepsat jeho obvodni 1ékat, ale protoze by ho musel hradit ze svého pausalu, tak k tomu
v praxi nedochazi (Vokurkova, 2013).

Prioritu v odbéru mléka maji novorozenecka odd¢leni, ale v ptipad¢, ze je mléka dostatek je
mozné prodavat mléko matkdm domt (Rothové, 2012). Bohuzel poptavka po matetském mléku
znaén¢ prevysuje nabidku, a proto se casto mléko z banky dostane jen détem v nemocnici.
Potadnik déti je nasledujici: pfednost maji déti nedonoSené a nemocné na jednotce resuscitani
péce, pak déti na jednotce intenzivni péce, odrlstajici nedonoSené déti, déti na oddéleni
fyziologickych novorozencii a teprve poté je mléko k dispozici k prodeji matkdm. Zajem o
koupi matetského mléka je veliky, déti je hodn€ a mlécnych bank je pouze pét (Vokurkova,
2013).

V disledku velké poptavky vznikl dokonce i1 ¢erny trh s matefskym mlékem, v takovémto
ptipadé, Zeny nabizeji pfes internet vlastni mléko, které ale nemusi byt oSetfeno a mize byt
zdrojem i potencionaln¢ patogennich bakterii a vird. NeoSetfené darcovské mléko muize pro
kojence predstavovat i fatalni zdravotni komplikace (Conley, 2010).

Od roku 1987 je v CR zakézano dle doporuéeni WHO (Svétova zdravotnicka organizace) kojit
dité¢ cizi matkou ¢i krmit dit€ cizim neoSetifenym matefskym mlékem a prodej matetrského
mléka na &erném trhu se tak v Ceské Republice stava nelegalni (Mydlilova, 2006). Situace s
prodejem, poptipadé darovanim matetského mléka ve svété je velmi riizna. Napftiklad v jinych
pfipadech velmi striktni a piisné Spojené staty americké prodej, darovéani, popiipadé
nakupovani matefského mléka nijak nereguluji. Matetské mléko se zde nepovazuje za ,,t€lni
tekutinu® (jako u nés), ale za ,,potravu®, a proto pro n&j plati jina pravidla nez pro krev nebo
lidské organy (Méchurova, 2015). V USA je sdileni matefského mléka béznou a dobie
zavedenou praxi. V roce 2010 byla v USA zalozena webova stranka Eats on Feets slouzici pravé
ke sdileni matetského mléka mezi matkami (Conley, 2010). V roce 2012 existovalo na socialni
siti Facebook vice nez 170 skupin v 50 statech zabyvajicich se praveé nabidkou a poptavkou po
matefském mléce (Gribble, 2014).

Problematika manipulace s kojeneckou vyZzivou a odstiikanym mateiskym mlékem je v Ceské

Republice pravné ukotvena vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi CR & 137/2004 Sb.:
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Vyhléaska o hygienickych pozadavcich na stravovaci sluzby a o zasadach osobni a provozni

hygieny pfi ¢innostech epidemiologicky zavaznych, § 46 a 47.

3.1.3.1.1 Duvody pasterizace matefského mléka

Vsechny banky matefského mléka jsou povinny darované matefské mléko pasterizovat.
Pasteriza¢ni teplota byla stanovena na prvnim celosvétovém kongresu s nazvem ,,Human Milk
Banking* v Hradci kralové v roce 1981 na 62,5 °C po dobu 30 min (Mydlilova, 2006; Orloff et
al., 1993; McDougal et al., 1985). Tato teplota bezpecn¢ inaktivuje HIV, CMV. Virus HIV je
termolabilni s inaktivaci 56 °C za 10 min (Eglin and Wilkinson, 1987). To vsak plati pro virus,
ktery je volné pfitomny v extraceluldrni fazi mléka. Pro virus zabudovany intraceluldrné se
doporucuje Casovy interval prodlouzit na 30 min a pouzit teplotu 62,5 °C (Silvestre, et al.,
2008). Kromé¢ toho tato teplota nici i jiné termolabilni viry. Po pasterizaci se mléko zchladi na
teplotu 4 °C nebo se zmrazi na teplotu — 18 °C. Pokud je mléko pouze zchlazeno, pouZitelnost
je 24 hodin, pti zmrazeni se prodluzuje na 3 mésice. Tento postup inaktivuje mozné viry, ale
také ovliviiuje nutricni a imunologické vlastnosti matefského mléka. Napiiklad se odhaduje, ze
se pfi tomto procesu zni¢i 34 % imunoglobulinu G (IgG). Nelze predpokladat, ze darované
matefské mléko, které je takto upravené, bude mit stejné vlastnosti, a hlavné uc¢inek jako vlastni

matetské mléko (Wight, 2001).

3.1.3.1.2 Vliv pasterizace na matefské mléko

Pasterizace matetského mléka neni bez vedlejsich ucinki. Je vSeobecné znamo, Ze zpiisobuje
kvalitativni i kvantitativni zmény ve slozeni mléka, a to zejména v jeho obsahu bilkovin (Peila

et al., 2016).

VIiv pasterizace na nebioaktivni slozky mléka

Mnozstvi makronutrientd v pasterizovaném mléce se vyrazné neméni (Braga and Palhares,
2007; Goes et al., 2002), dokonce bylo zjisténo, ze obsah volnych mastnych kyselin se
V pasterizovaném mléku zdvojnasobil v porovnani s mlékem nepasterizovanym (Lepri et al.,
1997).

Mineraly a vitaminy obecné piezivaji pasterizacni teploty bez zmény, s vyjimkou Vitaminu Bio,
jehoZ obsah se sniZuje az o 48 % a vitaminu D, jehoZ ztraty jsou po pasterizaci 10 az 20 %.
Zinek, zelezo a méd’ zistadvaji po pasterizaci v podobném mnoZzstvi jako pfed pasterizaci

(Silvestre et al., 2008a, Gomes et al., 2016).
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VIliv pasterizace na bioaktivni slozky mléka

Zatimco U neimunitnich slozek matetského mléka nejsou prokdzany vyrazné zmeény zptisobené
pasterizacni teplotou, u imunitnich slozek je tomu naopak. Oficialni pasterizacni teplota
(62,5 °C, 30 min) plné deaktivuje vSechny buné¢né slozky mléka, véetné T-bunék, B-bunék,
makrofagli a neutrofilt (Bjorkstén et al., 1980; Lawrence, 1999; Liebhaber et al., 1977).
K vyraznému snizeni doSlo i u imunoglobulini IgA a IgG, laktoferinu, lysozymu a
erythropoietinu (Czank et al., 2009; Koenig et al., 2005, Untalan et al., 2009).

Pasterizace vSak neovlivituje mnoZzstvi oligosacharidi matetského mléka. Ty jsou zodpovédné
za bifidogenni u¢inky mléka (Bertino et al., 2008).

I ptes snizeni nebo uplné zni¢eni neékterych bioaktivnich komponent mléka ma pasterizované
mléko vyrazné ucinky. Udrzuje si schopnost indukovat proliferaci T-bun¢k a poskytovat

inhibici rastu bakterii E. coli (Silvestre et al., 2008b; Untalan et al., 2009).

(Tab. 4) Efekt pasterizace na slozky matefského mléka

Slozky matetského mléka Naésledek pasterizace
Amylaza Snizeni aktivity o 15 %
B-bunky, T-bunky Zniceni

Stl Zlucove kyseliny zavislé na lipaze Zniceni

Tuk Zadny efekt

Vapnik Zadny efekt

Med Snizeni o 8 %
Inhibitor E. coli SniZeni 0 26 %
Epidermalni ristovy faktor Zadny efekt
Erytropoetin Vyrazné snizeni
Volné mastné kyseliny 80 % nartst

Imunoglobuliny:

IgA, slgA Snizeni 0 0 — 48 %
IgG Snizeni o 34 %
IgM Zniceni

Inzulinu podobné rustové faktory (IGF- I, II)  SniZeni o 7 — 39 %
Interleukin (IL-10) Vyrazné snizeni
Zelezo Snizeni o 15 %
Laktat Snizeni o 7 %
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Slozky matetského mléka Nasledek pasterizace

Laktosa Zadny efekt
Lipoprotein lipasa Zniceni

Lysin Vyrazné snizeni
Lysozym Snizeni o 24 — 60 %
Lymfocyty Zniceni

Hor¢ik Zadny efekt
Oligosacharidy Zadny efekt
Fosfor Zadny efekt
Draslik Z4dny efekt
Proteiny Zadny efekt
Sodik Zadny efekt
Transformujici rastové f. (TGF-a, TGF-p) Zadny efekt
Vitamin A Zadny efekt
Zinek Snizeni o 3 %

(Ewaschuk et al., 2011)

3.1.3.2 Porovnani mateiského mléka s mléky ostatnich savcu

Matetské mléko obsahuje jedine¢nou kombinaci latek, ktera se 1iSi od mlék jinych savct
(Tab. 5). Spole¢né s mléky ostatnich primati ma nizkou energetickou a vyzivou hodnotu v
porovnani s jinymi mléky (Gallagher, 1992).

Matetské mléko je na rozdil od mlék ostatnich savcli bohatym zdrojem bioaktivnich latek

véetné oligosacharidi (Hickey, 2012).

(Tab. 5) Srovnani mléka matefského s kravskym

Matetské mléko Kravské mléko

SloZeni

Susina (%) 12,3 13,0
Proteiny (%) 1,2 3,5
Tuk (%) 3,7 4,0
Sacharidy (%) 6,7 4,7
Mineralni latky (%) 0,23 0,77
Ca (g/l) 0,34 1,3
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Matetské mléko Kravské mléko
Fe (g/l) 1,2 6,2
Porovnéni
Proteiny Kaseiny:laktaloumin = 0,6:1 Kaseiny:syrovatka = 4:1
Tuk Vétsina VMK nenasycenych ~ VétSina VKM nenasycenych
3 —4 % esencialni VMK 1 % esencialnich VKM
Sacharidy 67 729/l 45 - 50 g/l
Z toho oligosacharidy 15-2049/l 0,03 -0,06 g/l
Vitaminy Vice vitaminu A, C, E Vice vitaminu B, D
Bifidogenni faktor Pfitomen Nepfiitomen

(Havlik and Marounek, 2013; modifikovano)

3.1.3.2.1 Vliv pasterizace na mléko ostatnich savcu

Jak uZ jsem zmifovala, bylo prokdzano, Ze bilkoviny obsazené v mléce jsou velmi citlivé na
zpracovani. Proto byla provedena studie, ktera si kladla za cil zkoumat zmény stavt bilkovin
v mléce skotu, velbloudii a koz po zmrazeni, suseni a pasterizaci (62 °C, 30 min).

Obsah proteind se v séru vyznamné snizil u vSe tfech zpracovani. Nekteré proteiny byly
extrémng citlivé na teplo napf. laktoferin nebo lactadherin. Jejich ztrata byla po pasterizaci 25
az 85 %. Zména obsahu mlécnych bilkovin byla jednak v jejich koncentraci po zpracovani, tak

1 mezi riznymi druhy (Zhang et al., 2016).
3.2 Strevni mikrobiota

Stfevni mikrobiota je slozity komplexni ekosystém scitajici nékolik stovek rlznych
bakterialnich druhd. Tato mikrobiota hraje dulezitou roli v lidském zdravi a vyzivé (Guarner
and Malagelada, 2003; Kirjavainen et al., 2002). Mezi hlavni funkce stfevni mikrobioty patii
metabolické aktivity, které pomahaji s travenim nékterych slozek potravin a napomahaji
lepSimu vstfebavani Zivin. Ma dualezité ucinky na imunitu ¢loveéka a stfevni epitel. Zabraiiuje
kolonizaci nezddoucimi bakteriemi a nardstu poctu jiz pfitomnych patogent (Guarner and
Malagelada, 2003). Dale se také piedpoklada, ze mikrobiota gastrointestinalniho traktu je
spojena s cCetnymi nemocemi dospélych i déti veetné rakoviny zaludku, zanétlivého
onemocnéni stfev nebo nekrotizujici enterokolitidou (Parsonnet et al., 1991; Lecuit et al., 2004,
Ott et al., 2004, Seksik et al., 2003; Fell, 2005).
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3.2.1 SlozZeni stievni mikrobioty

Sttevni mikrobiota ¢lovéka obsahuje vice nez 500 bakteridlnich druhéi. M4 vice nez 10
bakterialnich bunék (Obr. 3), toto ¢islo je az 10x vétsi, nez je poet somatickych bunék a jeji

hmotnost ¢ini cca 1,5 — 2 kg (Konturek et al., 2015).

(Obr. 3) Sttevni mikrobiota (Konturek et al., 2015)

vice nez 500 bakteridlnich druhu
10" mikroorganismu

Jatra Lactobacillus 102 az 103
Zaludek l
Streptococcus
Flu&nik Lactobacillus 104-5
uUchiK
.
Dvandctnik ™
Enterobacter
Enterococcus »
Bacteroides 10° az 107
Bifidobacterium
R Peptococcus
Tlusté 4 Peptostreptococcus
3 L. : v
strevo Ruminococcus
' Clostridium 10° a2z 1012

Slepé stfrevo Lactobacillus

Schéma (Obr. 3) nam ukazuje rozlozeni stfevni mikrobioty v celé délce traviciho traktu vcetné
poctu mikroorganismtl.

Lidska stfevni mikrobiota je pozoruhodné riiznoroda. Kolonizace stfeva mikroorganizmy
zacina uz pfi porodu a prostiedi, ve kterém zije dit€¢ v raném stadiu Zivota, hraje klicovou roli
V rozvoji zdravé mikrobioty. Jakmile je pln€ vyvinutd poskytuje mnoho dulezitych funkci.
V soucasné dob¢ rozeznavame 4 ruzné fylogenetické skupiny (Bacteroidetes, Actinobacteria,
Firmicutes a Proteobacteria) (Obr. 4). Tyto skupiny se skladaji ptevazné z anaerobnich druhi.
Pocet genll mikrobioty ptevysuje az 100x lidské geny (Power et al., 2014).

Z klinického hlediska nejvice mikrobidlnich druhtt mize byt identifikovano nezavislymi
metodami, jako je 16S ribozomalni RNA sekvencni metoda. Dilezité ptfitom je, ze kazdy
jedinec mé jedinec¢nou skladbu stfevni mikrobioty, coz znamena, Ze mize fungovat jako ,,otisk
prstu®. SloZeni zGstava relativné stabilni od pozdniho détstvi az do stéfi, kdy dojde ke zménam
v disledku starnuti (Petschow et al., 2013; Sun and Chang, 2014). Starnuti je spojeno se

zménami v rozmanitost druht. Pievazuje rod Bacteroides, méni se mnozstvi bakterii rodu
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Clostridium, zvySuje se enterobakterialni populace a snizuje se pocet bakterii rodu
Bifidobacterium (Arumugam et al., 2011; Claesson et al., 2011).

Slozeni stfevni mikrobioty ovliviiuje strava, zivotni styl, l€kafské zakroky vcetné
farmakologické 1é¢by, uzivani antibiotik. Porucha homeostazy miize mit za nasledek poruchu
obranyschopnosti proti patogenim a metabolitim (Goulet, 2015). Mikrobialni rozmanitost je
charakteristickd zvySenim metabolismu, odolnosti vici infekcim a zanétim, odolnosti proti
rakovin¢ stfeva. Stfevni mikrobiota ovliviiuje 1 funkce stievni bariéry, zejména jeji
propustnosti, jakoZz i bunécné proliferace a produkce imunoglobulinu IgA a defensinii (Bercik

etal., 2012).

3.2.1.1 Slozeni stievni mikrobioty kojence

V déloze je travici trakt kojence sterilni, ovS§em okamzit¢ béhem porodu je kolonizovan
nescetnym mnozstvim vaginalnich, fekalnich a dalSich bakterii vyskytujicich se v okolnim
prostfedi kojence. Prvnich par tydni po porodu jsou stieva kolonizovana. Bakterialni
kolonizace gastrointestinalniho traktu je ovlivnéna fadou faktorti jako naptiklad stravou (u
kojenct zejména mateiskym mlékem), Zivotnim prostfedim, antibiotickou l1é¢bou, zranim a
stafim sliznice stfeva (Hooper et al., 2004).

Vzhledem k mnozstvi kysliku nachazejicimu se v kojenecké stravé predstavuji prvni
kolonizatofi traviciho tratu hlavné fakultativné aerobni bakterie (Obr. 4). Zejména se tedy jedna
0 Enterobacteriaceae, Enterococcus a Streptococcus. Nejvice jsou zastoupeny Escherichia
coli, Enterococcus fecalis a Enterococus faecium, dale pak Klebsiella a Enterobacter. Velmi
vzacné jsou v travicim traktu novorozence zastoupeny bakterie rodtit Aeromonas, Pseudomonas
a Acinetobacter. Jejich expanze vede ke spotfebé kysliku a tim se podporuje mnozeni obligatné
anaerobnich bakterii s dominanci roda Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium, Veillonella,
Eubacterium a Ruminococcus (Penders et al., 2006; Adlerberth a Wold, 2009; Vael a Desager,
2009).

Strevni mikrobiota kojence je slozena z bakterii, které jsou ze tfi hlavnich zdroji: od matky,
predevs§im vagindlni a stfevni mikrobiota, z matefského mléka (u kojenych déti) a z okolniho
prosttedi, ve kterém se dité nachazi. Faktory ovliviiujici mikrobiédlni kolonizaci 1ze rozdélit do
dvou hlavnich kategorii. Prvni je vné&jsi, které zahrnuji geografickou oblast, bakterie z okolniho
prosttedi, zptsob porodu, hygienické a stravovaci navyky. A druhé je vnitini, mezi néz patii
genetika novorozence, stfevni pH a sekrety, peristaltika a imunitni reakce (Mackie et al., 1999;

Penders et al., 2006; Adlerberth a Wold, 2009; Fallani et al., 2010).
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(Obr. 4) Vyvoj stfevni mikrobioty u kojence
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(Grenham et al., 2011)

Kolonizace traviciho traktu za¢ina béhem porodu, a to pfevazné fakultativné aerobnimi
bakteriemi (modrd), az pozdé&ji probihda kolonizace anaerobnimi bakteriemi (oranzova).
Ptiblizné od prvniho roku Zivota je sloZeni mikrobioty stabilni a podobné jako v dospélosti

(Grenham et al., 2011).

Ovlivnéni stfevni mikrobioty kojence cisaiskym fezem

Cisafsky fez byl znam uz ve stiedovéku. Zminky o ném jsou zaznamenany v textech
Z Mezopotamie i Egypta. V novovéku jsou zminky o cisatském fezu od 16. stoleti. NejcastejSim
divodem pro provedeni zakroku byla zzend panev, kdy nebylo mozné plod vytdhnout.
Vysledky tohoto zakroku vSak byly velmi $patné, umiralo 60 — 90 % matek. Objev antibiotik
po druhé svétové vélce omezil fadu infek¢nich onemocnénich spojenych s timto zakrokem, a
proto doslo z vyraznému nértstu porodl touto cestou. V soucasnosti je frekvence cisarskych
feztl v USA nad 30 % a u nas to bylo v roce 2011 téméi 25 %. Cast&jsi porody cisafskym fezem
jsou spjaty s vyssim vékem rodicek a s rozvinutou neonatologickou pé¢i, ktera umoznuje pieziti

i velmi nedonosenych déti (Gregora, 2013; Roztocil, 2008).
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Probiha mnoho studii, které se zabyvaji vlivem cisafského fezu na kojence at’ uz z pohledu jeho
zdravotniho stavu, obezity nebo rozvoje stfevni mikrobioty. Ve studii, kterd porovnavala obsah
bifidobakterii a laktobacill ve stolici kojenych déti narozenych pfirozené a cisafskym fezem
byly v prvnich dnech po porodu zjistény vyssi hladiny bifidobakterii u déti porozenych
prirozenou cestou nez ve skuping déti narozenych cisaiskym fezem. Zatimco rist bifidobakterii
byl porodem cisaiskym fezem ovlivnén negativné, rozvoj laktobacilli byl zfejmé vlivem kojeni
na stejné urovni jako u déti porozenych piirozené (Chen et al., 2007; Gregora, 2013; Musilova
etal., 2015).

3.2.2 Funkce stfevni mikrobioty

Stfevni mikrobiota je nezbytné dulezita pro spravny vyvoj stieva, homeostazi a ochranu proti
patogenim, a proto je nékdy pravem oznacovana za dalsi organ lidského téla (Konturek et al.,
2015).

(Obr. 5) Funkce stfevni mikrobioty

Metabolicka:

- produkce vitamino
- fermentace nestravitelnych
sloZek potravy
- produkce SCFAs
- biotransformace Zluéovych

kyselin
- syntéza vitamind

Kompetice o
Ziviny a misto

" iéfrukiurélni:

- produkce sigA
- slizni€ni vrstva
- stfevni klky
-Ts

(Grenham et al., 2011)
(SCFA =, short chain fatty acids* - mastné kyseliny s kratkym fetézcem, TJS =,,tight junctions*
— té€sné spoje epitelu stieva tvorené specifickymi proteiny)
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Metabolické funkce

Bakterie traviciho traktu hraji velmi vyznamnou roli v metabolismu nékterych slozek potravin
zejména vlakniny, biotransformace zlucovych kyselin, degradace oxalatovych komplexi a
syntéza vitamini Bi» a K. Dale také reguluji metabolismus cholesterolu, detoxikuji jedy a

pomahaji udrzovat normalni hodnotu pH zaludku (Cebra, 1999; Nicholson et al., 2005).

Role mikrobioty na zdravi ¢lovéka

Z imunologického hlediska jsou mikroorganizmy povazovany za patogeny a imunitni systém
Cloveéka je rozpoznava a eliminuje. Nicméné vétSina stievnich bakterii je nepatogennich a ziji
spole¢n¢ s enterocyty v symbidze. Mikroorganizmy pomahaji v metabolismu 1é¢iv, zabranuji
kolonizaci patogennimi mikroorganizmy a hraji dilezitou roli ve funkci stievni bariéry
(Konturek et al., 2015). Naruseni stability mikrobioty muze byt spojovano s nékolika
klinickymi stavy (Obr. 6), jako jsou nozokomialni infekce, nekrotizujici enterokolitida u
pfedcasné narozenych déti, zanétlivé onemocnéni stfev, autoimunitni choroby nebo alergie

(Goulet, 2015).

(Obr. 6) Ilustrace mozného ovlivnéni sttevni mikrobioty a jeji nasledny dopad na zdravi clovéka
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- metabolivké onemocnéni

(diabetes, obezita)

(Goulet, 2005)
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(Obr. 7) Fylogenetické skupiny stifevnich bakterii, které ovliviiuji imunitu ¢lovéka a jejich

odolnost stfevnim patogeniim
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(Buffie and Pamer, 2013)

Jednotlivé druhy bakterii, které ovliviiuji imunitni reakci ¢loveka, byly rozdé€leny mezi Ctyfi

hlavni fylogenetické skupiny, které tvofi vétSinu stievni mikrobioty. Fylogeneticky riznoroda

skupina komensalnich bakterii mize potlacit imunitni odpovédi (modré), coz Casto usnadnuje
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kolonizaci stfevnich klkli a nékdy 1 zmirnuje zanétlivé infekce, jako je kolitida (modré burky).
Vyrazné plsobi na aktivaci slizni¢ni imunitni odpovédi i fylogeneticky pfibuzné skupiny
symbiotickych bakterii (Cervené). Podskupina téchto prozanétlivych bakterii je spojovana
s rozvojem kolitidy (Gervené buriky), v kombinaci s nékterymi bakteriemi vSak posiluji imunitu
vuci stievnim patogeniim (zluté bunky). Ostatni komensalni bakterie vylucuji antimikrobialni
faktory, nebo jinak narusuji rist a rozvoj stievnich patogenu (in vitro), coz naznacuje, Ze tyto
komensalni bakterie piimo antagonizuji patogeny (zelené buiiky). Dalsi komensalni bakterie
inhibuji infekce s patogeny (in vivo), ale zavislost této inhibice na imunité nebo jinych faktorech
jenejasny (fialové bunky). Referencni ¢isla jsou uvedena v bunkach tabulky (Buffie and Pamer,
2013).

3.2.3 Vliv matei'ského mléka a jeho nahrazek na mikrobiotu kojence

Mikrobiota traviciho traktu kojence je velmi proménné oproti mikrobioté dospélého ¢loveka.
Meéni se jeji slozeni mikroorganizmt i stabilita v zavislosti na ¢ase. V prvnim roce zivota je
travici trakt ditéte postupné osidlovan od témér uplné sterility az po extrémné husté osidleni,
které je v podstaté velmi podobné tomu, které nalézame u dospélych jedinct (Stark and Lee,
1982).

Jednim velmi dtlezity faktorem ovliviiujicim stfevni mikrobiotu kojence je strava. Matetské
mléko predstavuje komplexni potravu pro dité¢. Mléko ovliviiuje mikrobiotu pfimo tim, ze
poskytuje substraty pro bakteridlni profilace a funkce a také je zdrojem kontaminace. Neptimo
tim, ze moduluje morfologie bunék, sloZeni a fyziologii sliznice stfev a ovliviiuje pankreatické
funkce (Mackie et al., 1999; Le Huérou-Luron et al., 2010).

V poslednich dvou desetiletich byly provedeny studie u novorozenct ve véku ¢tyi tydnt a
starSich s pouZzitim kultivacnich 1 molekularnich metod. Ve véts$iné ptipadi nebyly zjistény
zadné vyznamné rozdily ve sloZeni mikrobioty déti kojenych matefskym mlékem a u déti
krmenych umélou vyZzivou. Naopak bylo pozorovano az zdvojnasobeni poctu bakterialnich
bunék u kojenych déti ve srovnani s détmi na umélé vyzivé (Mackie et al., 1999; Penders et al.,
2006).
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4 Material a metody

4.1 Kaultivace stievni mikrobioty kojence v mateiském mléce

4.1.1 Priprava vzorki mateiského mléka

Kmé diplomové praci bylo pouzito 9 vzorkii matetského mléka, které byly odebrany
v mnozstvi pfiblizné 10 ml do sterilnich zkumavek. Nasledné jsem kazdy vzorek rozdélila na
dv¢ casti. Jedna ¢ast byla ponechana v nepasterizovaném stavu a druha byla pasterizovana ve

vodni lazni (Medingen WBT 6, LaboMS spol. s. r. 0.) pfi teploté 62,5 °C po dobu 30 min.

4.1.2 Odbér a priprava vzorki kojenecké stolice

Vzorky kojenecké stolice byly odebirany od déti ve veku 4 tydny az 6 mésict, které byly plné
kojeny bez ptikrmii, probiotik a bez antibiotické 1é¢by. Vzorek byl odebiran sterilni 1zickou do
zkumavky s bujonem (Wilkins-Chalgren anaerobe broth + Soya Peptone + Glycerol), obsah
zkumavky byl probublan CO3, aby bylo vytvoteno vhodné prostfedi pro anaerobni bakterie.
Postup odbéru vzorku viz Ptiloha 1. Zkumavka s bujonem byla zvazena pted odebranim a po
odebrani vzorku, aby bylo zjiSténo pfesné¢ mnozstvi kojenecké stolice. Vzorek byl pred dalSimi
postupy homogenizovan pomoci vortexu (Yellowline TTS 2, IKA).

Ptfesné mnozstvi vzorku, které se pouzilo do prvniho fedéni se spocitalo podle vzorce:

Hmotnost zkumavky se vzorkem — hmotnost zkumavky bez vzorku = X

1/X = mnozstvi v ml, které se da do 2. fedéni

Nasledné¢ se odebiralo z kazdého fedéni po 1 ml a to az do 9. fedéni.

4.1.3 Rozbor stirevni mikrobioty kojence bez kultivace (0 hodin)

V samotném vzorku kojenecké stolice byly stanoveny: Celkové pocty, E. coli, Enterococcus,
Bifidobacterium, Lactobacillus a Gram (-) bakterie.

Do malych ozna€enych Petriho misek bylo vzdy odebirano 0,5 ml vzorku z ptislusného fedéni.
A dale byl vzorek zalit spravnym kultivacnim médiem. Bakterie rodu Lactobacillus byly po
zatuhnuti kultivacniho média zality znovu pro zajisténi nizs$i koncentrace kysliku.

V piipadé bakterii rodu Enterococcus a E. coli bylo odebirano 0,1 ml vzorku z ptislusného
fedéni a nasledné byl rozetten klickou jiz na zatuhlém kultivacnim médiu ve velkych Petriho

miskach.
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(Tab. 6) Druhy pouzitych kultiva¢nich médii pro stfevni mikrobiotu kojence

Bakterie Kultiva¢ni média

Celkové pocty Wilkins-Chalgren agar se sdjovym peptonem

E. coli TBX agar (Tryptone bile X-glucuronide medium, Oxoid)
Enterococcus Slanetz-Bartley medium (Oxoid)

Bifidobacterium, Wilkins-Chalgren agar se séjovym peptonem, mupirocinem a
Clostridium kyselinou octovou

Bifidobacterium Wilkins-Chalgren agar se séjovym peptonem, mupirocinem a

norfloxacinem

Lactobacillus Rogosa agar (Oxoid)

Gram (-) bakterie Wilkins-Chalgren agar se sojovym peptonem, krvi a G-

suplementem

Popis piipravy jednotlivych kultiva¢nich médii je uveden v ptiloze.

Kultivace bakterii rodu Enterococcus, E. coli a Lactobacillus probihala za aerobnich podminek
Vv termostatu pii teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Celkové pocty, Bifidobacterium a Gram (-)
bakterie byly kultivovany za anaerobnich podminek v anaerostatu s vyvijeCem anaerobni
atmosféry (AnaeroGen'™3,5L, Thermo Scientific) a to po dobu 48 hodin a teploté 37 °C
V termostatu.

Po kultivaci byly spocitany pocty bakterii a zkontrolovany pod mikroskopem (Eclipse E200,
Nikon).

4.1.4 Rozbor stirevni mikrobioty kojence po kultivaci v matefském mléku

Mikrobiota kojence byla kultivovana na mikrotitratni desti¢ce za anaerobnich podminek v
pasterizovaném a nepasterizovaném mateiském mléce v termostatu po dobu 24 hodin pfi
teploté 37 °C (Obr. 8). Z kazdého dilku mikrotitracni desticky (pasterizované MM + vzorek,
nepasterizované MM + vzorek, pasterizované MM, nepasterizované MM) bylo odebrano 10 pl
do 3. fedéni. DalSich fedéni probihalo standardné po 1 ml. Déle jiZ probihal rozbor obdobné

jako v 0 hodin. Byly stanoveny stejné rody bakterii za pouziti stejnych kultiva¢nich médii.
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(Obr. 8) Kultivace stfevni mikrobioty kojence na mikrotitraéni desticce
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4.2 Rozbor materského mléka

Bylo testovano 9 vzorkli matetskych mlék, které byly pouzity pro kultivaci stfevni mikrobioty
kojence. Jednotlivé vzorky byly rozd€leny do tii skupin: pasterizované MM, nepasterizované

MM, nepasterizované MM s mupirocinem.

4.2.1 Priprava vzorki mateiského mléka

Jeden ml mateifského mléka byl zao¢kovan do 9 ml bujonu (Wilkins-Chalgren anaerobe broth
+ Soya Peptone) a ponechan 24 hodin pfi teplot¢ 37 °C. V ptipadé tieti skupiny
(nepasterizované MM s mupirocinem), k 9 ml bujonu byl pfidan mupirocin o koncentraci 100
mg/l (Ptiloha 2).

4.2.2 Rozbor vzorku materského mléka

Ve vsech tfech skupinach byly stanoveny tyto bakterie: Celkové pocty, Bifidobacterium,

Lactobacillus a aerobni bakterie stanovitelné na CHROMagaru™Orientation.
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Do malych oznacenych Petriho misek bylo vzdy odebirano 0,5 ml vzorku z ptislusného fedéni.
A dale byl vzorek zalit spravnym kultivaénim médiem. Bakterie rodu Lactobacillus byly po

zatuhnuti kultiva¢niho média zality znovu pro zajisténi nizsi koncentrace kysliku.

(Tab. 8) Druhy pouzitych kultiva¢nich médii pro bakterie pfitomné v matetském mléce

Bakterie Kultiva¢ni média
Celkové pocty Wilkins-Chalgren agar se sd6jovym peptonem
Bifidobacterium Wilkins-Chalgren agar se séjovym peptonem, mupirocinem a

kyselinou octovou

Lactobacillus Rogosa agar (Oxoid)

Aerobni bakterie CHROMagar ™Orientation se suplementem

Popis ptipravy jednotlivych kultiva¢nich médii je uveden v piiloze.

Kultivace celkovych poctt a bakterii rodu Bifidobacterium probihala za anaerobnich podminek
V anaerostatu s vyvije¢em anaerobni atmosféry (AnaeroGen™3,5L, Thermo Scientific) a to po
dobu 48 hodin a teploté 37 °C v termostatu. Bakterie rodu Lactobacillus a aerobni bakterie byly
kultivovany 24 hodin pfi teploté 37 °C v termostatu za aerobnich podminek.

Po kultivaci byly spocitany pocty bakterii a zkontrolovany pod mikroskopem (Eclipse E200,
Nikon). Bakterie dale byly izolovany k dalsi identifikaci.

(Tab. 9) Interpretace barev CHROMagar ™Orientation

Mikroorganismus Typicky vzhled kolonii
Gram (-)
Escherichia coli tmaveé razové az naéervenalé

Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, = metalicky modré (+/- nacervenalé halo)
Serratia

Proteus, Morganella, Providencia hnédé halo

Proteus vulgaris modré s hnédym halo

Pseudomonas prasvitné (+/- ptirodni pigmentace krémoveé
zelené)

Acinetobacter Krémové

Stenotrophomonas bezbarvé
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Mikroorganismus Typicky vzhled kolonii

Gram (+)

Enterococcus tyrkysoveé modré
Staphylococcus aureus zlaté, neprihledné, malé
Staphylococcus epidermidis smetanové, bodové kolonie
Staphylococcus saprophyticus razové, nepruhledné malé
StrepB svétle modré

Kvasinky

Candida albicans krémové, nepruhledné kolonie

4.2.3 Identifikace bakterii matefského mléka pomoci MALDI

Identifikace bakterii byla rovnéz provedena pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie na
ptistroji Autoflex speed (Bruker daltonik GmbH) v linedrnim pozitivnim modu. Bakterialni
suspenze byla nejprve precisténa 70 % ethanolem od péstebniho média a pelet byl suspendovan
v 70 % kyselin¢ mravenci a acetonitrilu (1:1). Pro analyzu byl pouzit supernatant, ktery byl
nanesen na MALDI desticku a po zaschnuti pifekryt MALDI matrici = HCCA (kyselina
o—kyano-4-hydroxyskoticova) v podobé kyseliny skoficové. Pii ozafeni laserem v pfistroji je
vzorek ionizovan a na zakladé doby letu ionizovanych proteint jsou pak bakterialni kmeny
identifikovany pomoci databaze mikroorganismii. K hodnoceni ptesnosti identifikace slouzi
tzv. skore od 0 do 3: 0,000 - 1, 699 je nespolehliva identifikace; 1,7000 - 1,999 je
pravdépodobnd identifikace na troven rodu; 2,000 - 2,299 je jista identifikace na uroven rodu
a pravdépodobna identifikace na uroven druhu a 2,300 - 3,000 znaci velice pravdépodobnou

identifikaci na aroven druhu.

4.3 Vyhodnoceni vysledku

Vysledky byly vyhodnoceny na hladiné vyznamnosti o = 0,05 pomoci T-testu v Microsoft
Excel a také v programu Statgraphics Centurion XV.II (Manugistics, Rockville, MD, USA)
pomoci ANOVY.
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S5 Vysledky

5.1 Rozbor stievni mikrobioty kojence

Rozbor vzorkt kojenecké stolice probihal do 2 dnii od jejich odebrani a stanovovaly Se u nich

tyto bakterie: celkové pocty, Bifidobacteriu, Lactobacillus, Gram (-) bakterie, E. coli a

Enterococcus. V tabulce (Tab. 10) jsou uvedeny pocty stanovenych skupin bakterii pomoci

selektivnich médii ve stolicich kojenct. Hodnoty jsou uvedeny v logaritmech KTJ (kolonie

tvofici jednotky) v1 g stolice. Dle téchto vysledki u celkovych poctd, bakterii rodu

Bifidobacterium, E. coli, Enterococcus, Gram (-) bakterii a koliformnich bakterii nebyly

zjistény statisticky vyznamné rozdily. Pouze pocty rodu Lactobacillus se statisticky vyznamné

lisily ve stolici déti porozenych cisafskym fezem od stolic déti porozenych pfirozene.

Statistické vyhodnoceni se provadélo pomoci T-testu, kde byly porovnany dvé skupiny a to

»Prirozeny porod a ,,Cisafsky fez*.

(Tab. 10) Vyhodnoceni rozbort stfevni mikrobioty deviti kojencti v log KTJ/g + SD

Ptirozeny porod

Sakterle 3 C D E CH_ | Primér+SD
CP |920+0,18 |10,18 +0,16|10,46 + 0,01|{10,51 +0,02| 10,31+ 0,01 | 10,13 + 0,54 2
Bif/Cl | 8,74 + 0,02 10,04 + 0,02|10,25 + 0,04|10,24 + 0,26| 10,10+ 0,03 | 9,87 + 0,64 °
Bif |8,76+0,07 |819+0,03|10,08+0,10{10,21 +0,27| 9,94+0,04 | 944 +0,912
Lb |3,85+0,05] 3,90+ 0,00 0,00 0,00 0,00 155+2,12°
G- |[527+0,03|5,78+0,00|8,02+0,14|8,02+052| 969+0,03 | 736+1,81°
ENT [581+0,17 (759+0,25|6,97+0,02|6,77+0,06 | 7,77+0,00 | 698 +0,78°
E.coli [594+0,46 | 9,20+0,09 | 8,28 +0,17 0,00 7,40+0,69 | 6,16 +3,65°
Kol |6,09+0,33|7,38+0,33 0,00 858+0,37 | 847+0,14 | 6,10+3,56°
Bakierie Cisafsky fez Vsechny vzorky
A F G H Prumér + SD | Prumér + SD
CP 10,27 +0,01/10,37 +£0,05| 9,61 + 0,01 |10,36 + 0,02|10,15 + 0,36 | 10,14 + 0,44
Bif/Cl | 9,82+0,23 | 9,98+ 0,04 | 8,19+0,04 | 992+0,14 | 948+0,86°%| 9,70+0,73
Bif (10,01 +0,09(10,04 + 0,03 0,00 991+013|749+499°| 857+329
Lb |739+0,29|290+0,00 |459+0,01|762+0,37 |563+228"| 3,36+297
G- ]9,98+0,08 0,00 5,51+0,11 {10,21 +0,00| 6,43 +4,80°| 6,94 +3,24
ENT |9,82+0,08 0,00 894+0,01935+0,30|703+470%| 7,00+293
E. coli 0,00 7,27+0,32 | 9,27 £ 0,20 0,00 414+484°%| 5,26 +4,07
Kol |7,33+0,04 6,16 +0,12 0,00 530+£0,00 | 470+324°| 538+3,29

(CP = celkové pocty, Bif = Bifidobacterium, Cl = Clostridium, Lb = Lactobacillus, G- = Gram
(-) bakterie, ENT = Enterococcus, Kol. = Koliformni bakterie)

28




5.2 Rozbor stirevni mikrobioty kojence po kultivaci v matei'ském mléku

Stolice kojenct byly kultivovany v matefském mléce na mikrotitraénich desti¢kach po dobu
24 h/37 °C. Nasledné byly stanoveny stejné skupiny bakterii jako u rozboru stolic 5.1.
Testovani probihalo ve ctyfech skupinach (Pasterizované MM + stolice kojence,
Nepasterizované MM + stolice kojence, Pasterizované MM — kontrola a Nepasterizované MM
— kontrola).

V prvnich dvou skupinach, tedy mateiské mléko se stolici kojence, rostly bakterie ve vysokych
poctech. Ve tfeti skupin€ nebyl zZadny nartst bakterii, zejména z diivodu nizkého detekéniho
limitu 103 bakterii v 1 ml (g) vzorku. Ve &tvrté skupiné byl narGst bakterii vyrazné nizsi nez u
prvnich dvou skupin.

Po kultivaci nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti o = 0,05 mezi
vzorky stolic kultivovanymi v pasterizovaném a nepasterizovaném mléce.

Statistické vyhodnoceni se provadélo pomoci ANOVY, kde byl stanoven statisticky vyznamny
rozdil mezi matefskym mlékem se stolici kojence a kontrolou (nepasterizovanym matetskym
mlékem) a nasledné T-testem, kde byly porovnany dvé skupiny, které mizeme vidét v tabulce

(Tab. 11).

(Tab. 11) Vyhodnoceni rozboru stievni mikrobioty kojence po kultivaci v matefském mléce
Vv log KTJ/ml + SD

Pasterizované MM + stolice kojence | Nepasterizované MM + stolice kojence
Bakterie Primér + SD Primér + SD
Prirozeny porod
CP 8,85+0,11 8,70 + 0,41
Bif/ClI 7,50 + 1,42 797 +1,11
Bif 6,56 + 2,31 6,07 + 3,52
Lb 0,66 + 1,48 0,66 + 1,48
G- 5,45 + 3,39 6,71 + 1,49
ENT 6,17 + 3,51 6,24 + 3,55
E. coli 6,70 + 3,80 6,48 + 3,65
Kol 5,17 + 4,72 5,02 + 4,59
Cisarsky rez

CP 9,05+ 0,39 ° 8,96 + 0,44
Bif/Cl 8,61+0,89° 7,98 + 1,82
Bif 6,45 + 4,412 6,35 + 4,33
Lb 3,56 + 3,612 3,61+4,16
G- 5,37 +3,98°% 5,53 + 3,98
ENT 6,18 +0,77 ° 6,60 + 0,80
E. coli 341+4,16°% 3,78 +4,42
Kol 5,81 +3,97° 5,50 + 3,98
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5.3 Rozbor materského mléka

Bylo testovano 9 vzorka matefskych mlék, které byly pouzity pro kultivaci stfevni mikrobioty
kojence. Jednotlivé vzorky byly rozdéleny do tii skupin: pasterizované MM, nepasterizované
MM, nepasterizované MM s mupirocinem. Do treti skupiny byl ke vzorku mléka piidan
mupirocin o0 koncentraci 100 mg/l, aby doslo k selektivnimu stanoveni bakterii rodu
Bifidobacterium ve vzorcich. U téchto tii skupin byly zjistovany bakterie rostouci na ¢tyfech
typech kultiva¢nich medii (Wilkins-Chalgren agar se sdéjovym peptonem, Wilkins-Chalgren
agar se soOjovym peptonem, mupirocinem a Kkyselinou octovou, Rogosa agar,
CHROMagar™Orientation se suplementem).

Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 12), poéty bakterii jsou vyjadieny v logaritmech KTJ
(kolonie tvofici jednotky) v 1 ml mléka se smérodatnou odchylkou. Statisticky vyznamné
rozdily mizeme vidét v prvnich dvou sloupeccich, tedy u media Wilkins-Chalgren agar se
s6jovym peptonem (CP) a u media Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem, mupirocinem
a kyselinou octovou (Bif). Bakterie rodu Lactobacillus, rostouci na Rogosa agaru, se vyskytly
pouze u jednoho z deviti vzorki matefského mléka.

U bakterii rostoucich na Wilkins-Chalgren agaru se sojovym peptonem vidime, Ze se na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamné lisi 2. skupina (nepasterizované MM) od 1. a 3.
skupiny (pasterizované MM a nepasterizované MM s mupirocinem). 1. a 3. skupina se na
hladin€ vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamné nelisi.

U bakterii rostoucich na Wilkins-Chalgren agaru se sdjovym peptonem, mupirocinem a
kyselinou octovou byly zjistény statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti o = 0,05
u vSech tii skupin.

U bakterii rostoucich na Rogosa agaru a bakterii rostoucich na chromogennim médiu nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily (oo = 0,05) az na CH (B, kde se statisticky vyznamné liSila
3. skupina od 1. a 2. skupiny. Dtlezité je i to, Zze u vSech téchto bakterii v mnoha piipadech

nedoslo k zadnému nardstu a byly detekovany pouze v nékterych mlékach.
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(Tab. 12) Vyhodnoceni rozboru matefského mléka, hodnoty uvedeny v log KTJ/ml + SD
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5.4 Identifikace bakterii materského mléka pomoci MALDI

Bakterie, které byly stanoveny v matetskych mlékach, byly izolovany a nasledné
identifikovany na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.

V tabulce (Tab. 14) mizeme vidét jednotlivé identifikované druhy bakterii, jedna se zejména 0
Propionibacterium acnes, které se vyskytuji bézn¢ na kizi ¢lovéka. Dale byly identifikovany i
dva druhy bakterii rodu Lactobacillus, a to Lactobacillus paracasei a Lactobacillus plantarum,

bakterie rodu Enterococcus, Streptococcus a Staphylococcus.

(Tab. 13) Barevné rozliSeni chromogenniho média

CHROMagar ™Orientation (barevné rozlieni)
CHROMagar ™Orientation Barva
T tyrkysova Enterococcus
B bézova Pseudomonas
R razova Staphylococcus saprophyticus
F fialova E. coli
M modra Enterobacter

Toto médium bylo pouzito k izolaci kolonii, které byly nasledné identifikovany pomoci

MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

32



(Tab. 14) Identifikované bakterie VvV matefském mléce pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie

MM Identifikované bakterie MM Identifikované bakterie
Propionibacterium acnes NEIDENTIFIKOVANO
1/A Streptococcus cristatus 6B Enterococcus faecalis
NEIDENTIFIKOVANO Enterococcus faecalis
Propionibacterium acnes 6C NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes Propionibacterium acnes
Propionibacterium acnes NEIDENTIFIKOVANO
NEIDENTIFIKOVANO NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes 7/B Enterococcus faecalis
NEIDENTIFIKOVANO 7/B Enterococcus faecalis
NEIDENTIFIKOVANO NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes Pediococcus acidilactici
NEIDENTIFIKOVANO 71C Stenotrophomonas maltophilia
NEIDENTIFIKOVANO Stenotrophomonas maltophilia
Propionibacterium acnes 71C Staphylococcus warneri
Propionibacterium granulosum NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes Staphylococcus epidermidis
Propionibacterium acnes 8/B NEIDENTIFIKOVANO
NEIDENTIFIKOVANO 8/B NEIDENTIFIKOVANO
NEIDENTIFIKOVANO 8/B NEIDENTIFIKOVANO
Propionibacterium acnes 8/B NEIDENTIFIKOVANO
NEIDENTIFIKOVANO Enterococcus faecalis
4/A NEIDENTIFIKOVANO Propionibacterium acnes
NEIDENTIFIKOVANO 9A Enterococcus faecalis
Staphylococcus warneri 9A Enterococcus faecalis
Propionibacterium acnes 9B LB mal¢ |Lactobacillus paracasei
5/B NEIDENTIFIKOVANO 9B LB velké |[Lactobacillus plantarum
Propionibacterium acnes 9B LB velké |[Lactobacillus plantarum
5/B NEIDENTIFIKOVANO Enterococcus faecalis
NEIDENTIFIKOVANO Enterococcus faecalis
NEIDENTIFIKOVANO Enterococcus faecalis
Legenda
Ozna¢eni MM Barva izolované kolonie
‘., v\, Wilkins-Chalgen agar se
Cisla (1 -9) |Cislo vzorku o
sojovym peptonem,
A Pasterizované MM . mumrocmemekys_eImOl_J
cerna CHROMagar " Orientation (M
. Nepasterizované MM Cerveni  |CHROMagar "' Orientation (R
zeleni  |CHROMagar' " Orientation (T
C Nepasterizované MM + Seda CHROMagar " Orientation (F
mupirocin CHROMagar " Orientation (B
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6 Diskuse

6.1 Stievni mikrobiota u kojencii porozenych prirozené a cisaiskym rFezem

Mikroorganizmy zacinaji kolonizovat travici trakt ditéte jiz v prvnich hodinach po porodu.
V zivoté Cloveéka zastavaji hned nékolik funkci, napiiklad predstavuji pfirozenou bariéru, ktera
zabranuje kolonizaci stfeva patogeny a cizimi mikroby. Mezi prospésné bakterie v zazivacim
traktu patii rod Bifidobacterium a Lactobacillus (Salminem et al., 2004).

Podle studie Grolund et al., 1999 se pocty bakterii rodu Bifidobacterium vyrazn¢ lisily mezi
détmi porozenymi pfirozené a détmi porozenymi cisatskym fezem. Pokud v8ak maji jedinci
porozeni cisafskym fezem bakterie rodu Bifidobacterium, mnozstvi stievnich bakterii je
obvykle stejné jako u jedinct porozenych ptirozené (Musilova et al., 2015). Dale také Musilova
et al., 2015 uvadi, Ze bakterie rodu Clostridium byly Casté&ji objeveny u déti s absenci bakterii
rodu Bifidobacterium.

Mikrobiota kojenct je, jak uz bylo feceno, vyrazné ovlivnéna zpisobem, jakym jsou déti
porozeny. Rozdil je patrny zejména v prvnich dnech zivota. Rozdilné slozeni mikrobioty se
vSak postupné s vékem vyrovnava a je i vyznamné ovlivnéno kojenim (Palmer et al., 2007).

V kazdém z deviti vzorkd kojenecké stolice jsem stanovila stejné bakterialni druhy. Celkem
jsem zjistila bakterialni slozeni u péti vzorkid od déti porozenych piirozené a u ¢tyfech vzorka
od déti porozenych cisafskym fezem. Dle hypotézy mély byt pocty bakterii, zejména tedy pocty
bakterii rodu Bifidobacterium, odlisné. Po statistickém zhodnoceni vSak nebyl shledan
statisticky vyznamny rozdil mezi t€émito dvéma skupinami vzorkd. Tyto vysledky mohly byt
se postupné s vékem ztraci.

Jediny statisticky vyznamny rozdil byl shledan u bakterii rodu Lactobacillus. Pocty téchto
kojenct. Jakobsson at al., 2014 ve svém clanku uvadi, ze primérna procentualni hodnota poctu
bakterii rodu Lactobacillus u déti porozenych cisaiskym fezem je ve véku 3 — 12 mésict vyssi
nez u déti porozenych ptirozené.

Dalsim diivodem, pro¢ se vysledky lisi od vysledk 1ékatskych studii je i to, Ze v nasem ptipadé
se jednalo o malou skupinu vzorku. Lékarské studie jsou provadény s vys$sim poctem vzorki a

tim padem je mezi nimi vEtsi variabilita a jsou statisticky 1épe prukazné.
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6.2 Rozdil mezi pasterizovanym a nepasterizovanym materskym mlékem
na mikrobiotu kojence

Matetské mléko predstavuje zcela vyvazenou stravu pro kojence a ptispiva k jeho celkovému
spravnému vyvoji (Bode, 2009). Pokud vSak nemuze matka pIn¢ Kojit, existuje nékolik
moznych alternativ, jak ditéti stravu vynahradit. Jednou z moznosti je mléko z mlé¢nych bank.
Toto mléko v8ak musi byt pasterizovano, coz mize mit za nasledek mozné zmény v jeho
slozeni. Pasterizace mateiského mléka se provadi pii teploté 62,5 °C po dobu 30 min, pfi takto
vysoké teploté miize dojit k fadé zmén, a to zejména ve snizeni riznych bioaktivnich latek
(Ewaschuk et al., 2011).

Hypotézou této prace bylo, ze diky pasterizaci se v matefském mléku zni¢i nékteré
antimikrobidlni latky, tim padem po inokulaci kojenecké stolice poroste na pasterizovaném
mléku vétsi mnozstvi bakterii nez na mléku nepasterizovaném. Tato hypotéza vSak nebyla
potvrzena, protoze ani u jednoho druhu bakterii nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi obéma mléky.

Antimikrobidlni aktivita matetského mléka by méla byt vyznamnd hlavné z hlediska potlaceni
ristu patogennich mikroorganizml jako jsou naptiklad bakterie rodu Clostridium, které se
vyskytuji Castéji u déti porozenych cisaiskym fezem a u déti s absenci bakterii rodu
Bifidobacterium (Musilova et al., 2015). Z tohoto hlediska by pravé proto mély byt pocty
bakterii rostoucich na pasterizovaném matefském mléku vyssi.

V nasem ptipadé ovSem nebylo matetské mléko pted pouzitim zcela Eerstvé, coz mohlo ovlivnit
jeho antimikrobialni aktivitu. Cerstvé matefské mléko je chranéno tzv. baktericidni fazi, ktera
chrani mléko pfed rozvojem bakterii, a dokonce snizuje 1 jejich prvotni mnozstvi. Silvestre et
al. 2006 provedli studii, ve které zjiStovali baktericidni aktivitu matefského mléka a jeji vyvoj
v Case. Po vyhodnoceni vysledkt zjistili, ze pfi zchlazeni mléka na teplotu 4 — 6 °C pretrvala
baktericidni aktivita po dobu 48 hodin a pfi zmraZeni na teplotu -20 °C 10 dni. Zchlazené mléko
po 72 hodinéch vykazovalo vyznamny pokles baktericidni aktivity. A pravé to je moznou

pfi¢inou nesrovnalosti nasich vysledkd.

6.3 Bakterie v materském mléku

Diive bylo matetské mléko povazovéano za zcela sterilni tekutinu, v dne$ni dob¢ vSak ptichazi
na fadu mnoho spekulaci, které se tuto myslenku snazi zménit. Naptiklad Gueimonde et al.,
2007 uvadi, ze jsou v matefské mléce Casto stanoveny bakterie rodu Staphylococcus,

Streptococcus, Lactoacillus a Bifidobacterium. Ale neni si zcela jist, zda se jedna o primarni ¢i
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sekundarni mikrobiotu, jelikoz je velkou otazkou, zda mlze byt matefské mléko odebrano
asepticky.

V mé praci jsem analyzovala pomoci deskové plotnové metody mikrobiotu pasterizovaného a
nepasterizovaného matetského mléka. Piicemz pasterizované matetské mléko bylo zahtato na
teplotu 62,5 °C po dobu 30 min, toto tepelné osetieni by mélo znicit téméf vSechny vegetativni
formy mikroorganizmu (Silvestre et al., 2008).

Byly vytvofeny tii skupiny, ve kterych se stanovovaly bakterie a to: pasterizované mléko,
nepasterizované mléko a nepasterizované mléko s mupirocinem. Ve vsech tiech skupinach byla
detekovana pritomnost bakterii. K analyze vzorkl byla pouzita ¢tyfi kultivaéni média: Wilkins-
Chalgren agar se sdjovym peptonem, Wilkins-Chalgren agar se so6jovym peptonem,
mupirocinem a kyselinou octovou, Rogosa agar, CHROMagar ™Orientation se suplementem.
Po kultivaci vzorkl byly vyizolovany narostlé kolonie, které byly mikroskopicky vySetifeny a
nasledn¢ identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Po identifikaci bylo
zjisténo, ze se jedna zejména o bakterie druhu Propionibacterium acnes, které se bézné
vyskytuji na lidské kazi. Dale pak byly identifikovany bakterie rodu Enterococcus,
Streptococcus, Staphylococcus a Lactobacillus, coz odpovida jiz zminéné studii od Gueimonde
etal. 2007.

V pasterovaném matetském mléku byly identifikovany bakterie rodu Propionibacterium a
Streptococcus. To neodpovida studii od Silvestre et al., 2008, proto je vysoce pravdépodobné,
zZe se nejednd o ptivodni mlé€nou mikrobiotu, ale Ze byl vzorek kontaminovan az pfi manipulaci

po pasterizaci.
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[ Zavér

Rozdily mezi zkoumanou mikrobiotou déti porozenych cisaifskym fezem a déti porozenych
pfirozenou cestou nebyl prokazan, tato skute¢nost se ovéfovala statisticky pomoci T-testu na
hladin¢ vyznamnosti 0,05.

Bakterie, které jsme identifikovali v matefském mléku pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie se ve velké mife pfirozené vyskytuji na povrchu lidské klize, ¢imz miizeme fici,
ze se jedna s nejvetsi pravdépodobnosti zejména o sekundarni kontaminaci mléka. To odpovida
1 vysledktim odbornych studii zminénych v préci.

Ukazalo se, ze testované pasterizované ani nepasterizované matefské mléko vyznamné
neovliviluje rust stievnich bakterii v in vitro testu, coz vyvratilo hypotézu formulovanou na
zacatku této prace.

Vysledky této prace mohou snizit obavy matek, které nemohou samy kojit a odebiraji pro své
déti mléko z mléénych bank. Pasterizacni teplota 62,5 °C po dobu 30 minut vyznamné

neovliviiuje kvalitu matetského mléka z hlediska ristu mikrobioty.
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8 Prilohy

(Ptiloha 1)

Odbér vzorku kojenecké stolice

Do sklenéné zkumavky s bujonem a Cervenym vickem odebrat malé mnozstvi (asi 1 g,
velikost liskového ofisku) Cerstvé stolice.

Zkumavku uzavfit.

Opatrné promichat stolici, tak aby byl cely vzorek ponoien do tekutiny.

Nemichat pfili§ intenzivné, vzorek by se promichal se vzduchem, coz nemaji anaerobni
bakterie traviciho traktu rady.

Bujon se nesmi vylit ani ulit!

Nesmi se smazat ¢iselny udaj na zkumavce!

Pokud zkumavku odevzdate v den odbéru nebo 2. den, uchovavat v lednici.

Pokud mate zkumavky dvé¢, jedna slouzi jako nahradni, pro ptipad vyliti bujonu a podobné.

Dékujeme Vam za spolupraci!
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(Ptiloha 2) Ptiprava vzorkl mateiského mléka

<
£

Z
o
=

1 ml 1 ml 1 ml

-
p
~iy

W + SP W + SP W+ SP
+ Mup
— . Sel— e

24 hodin / 37 °C

IEREE T T

RR1-2 RR1-5 RR1-5
ROZBOR:

Celkoveé pocty, Bifidobacterium, Lactobacillus, bakterie rostouci na CHROMagaru

y

48 hodin / 37 ©

(Priloha 3) Popis ptipravy kultivacnich médii

Wilkins-Chalgren agar se sjovym peptonem
1000 ml destilovana voda

43 g Wilkins-Chalgren agar

5 g Soya Peptone
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0,5 g Cystein

1 ml Tween (Polysorbate 80)

V destilované vod¢ se rozmichaji pfislusné piisady, pfivedeme k varu a nechame Uplné
rozpustit. Sterilujeme v autoklavu 15 min pii 121°C. Po sterilaci se necha médium

vytemperovat na 50 °C ve vodni lazni.

TBX agar (Tryptone bile X-glucuronide medium, Oxoid)

1000 ml destilované vody

36,6 g T.B.X. Medium

V destilované vodé se rozmicha T.B.X. agar, pfivedeme k varu a nechame Uplné rozpustit.
Sterilujeme v autoklavu 15 min pfi 121°C. Po vytemperovani na 50 °C ve vodni lazni se

médium nalije do sterilnich Petriho misek a necha utuhnout.

Slanetz-Bartley medium (Oxoid)

1000 ml destilované vody

42 g Slanetz & Bartley medium

V destilované vod¢ se rozmicha Slanetz & Bartley medium a necha se povaftit ve vodni 14zni,
dokud se rozpusti vSechny slozky média. Po rozvateni dostane médium zlatavou barvu. Po
vytemperovani na 50 °C ve vodni 1azni se médium nalije do sterilnich Petriho misek a necha se

utuhnout.

Rogosa agar

1000 ml destilované vody

60 g Rogosa agar

V destilované vodé¢ se rozmicha Rogosa agar a nechd se povafit ve vodni ldzni, dokud se
nerozpusti vSechny slozky agaru. 2 minuty pfed vyndanim se pfida 1,32 ml kyseliny octové na

11agaru. Pfed pouzitim se agar nechd vytemperovat na 50 °C ve vodni lazni.

Wilkins-Chalgren agar se sdjovym peptonem, mupirocinem a kyselinou octovou
K zakladnimu médiu (Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem) Se po vytemperovani na
50 °C piida 100 mg/l mupirocinu a 1ml/I kyseliny octové.

Wilkins-Chalgren agar se séjovym peptonem, mupirocinem a norfloxacinem
K zékladnimu médiu (Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem) se po vytemperovani na

50 °C ptida 200 mg/I norfloxacinu, 100 mg/l mupirocinu a Iml/l kyseliny octové.
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Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem, krvi a G- suplementem

V zakladnim médiu (Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem) vynechame piidavek
Tweenu a dale pokra¢ujeme s obvyklou pfipravou. Po vytemperovani na 50 °C ptidame 5 ml
krve (Laked horse blood, Thermo Fisher Scietific) na 100 ml média a 2ml G- suplementu (G-
N Anaerobe Selective Supplement, Thermo Fisher Scientific) na 100 ml média. Agar nelze

uchovéavat, rychle se kazi.

CHROMagar™Orientation

1000 ml destilované vody

33 g CHROMagar™Orientation

1 g CHROMagar White Opaque supplement

V destilované vodé se rozmicha CHROMagar™Orientation a CHROMagar White Opaque
supplement, ptivedeme K varu a nechame Gplné rozpustit. Sterilujeme v autoklavu 15 min pfi

121°C. Poté se necha vytemperovat na 50°C. Pied pouzitim je nutné agar fadn¢ promichat.
(Ptiloha 4) Popis piipravy fedici fady

Redici Fada (1000 ml)

1000 ml destilované vody

5 g Tryptone

5 g Nutrient Broth No. 2

2,5 g Yeast extract

0,5 ml Tween (Polysorbate 80)

0,25 g Cystein

Uprava na pH 7 pomoci 1 M NaOH.

VSechny piisady se rozmichaji v destilované vodé€ a nechaji rozpustit. Nasledné¢ se plni do
lahvicek po 9 ml. Pro anaerobni bakterie je nutné roztok probublat COz a snizit tak koncentraci

02. Na zavér jsou lahvicky sterilovany v autoklavu.
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