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Testovani oligosacharidi mateirského mléka v in vivo podminkach

Souhrn

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu novorozence je pomérné nestala a zpiisob porodu
vyznamn¢ ovlivituje jeji slozeni. Porod cisafskou sekei je spojen s detekei hojné zastoupenych
Klostridii a nizkymi pocty bifidobakterii. Slozeni kojenecké stievni mikrobioty muiize byt
ptiznivé ovliviiovano a modifikovano podavanim prebiotik, probiotik a synbiotik. Prebiotika
jsou nestravitelné¢ slozky potravy, které selektivné stimuluji rast a aktivitu prospéSnych
bakterii v tlustém stfev€. Probiotika jsou Zivé mikrobialni dopliky, které pfiznivé ovliviiuji
zdravotni stav hostitele. Synbiotika jsou kombinaci prebiotik a probiotik. Prvnimi prebiotiky
ve vyzivé kojence s bifidogennim ucinkem jsou oligosacharidy matetského mléka (OMM).
Pravé proto je matefské mléko povazovano za zlaty standard ve vyzivé kojence. Vyznamna
probioticka schopnost utilizace matefského mléka kojeneckou mikrobiotou byla zjisténa
u Bifidobacterium longum subsp. infantis. Soucasti této diplomové prace je piehled aktualnich
informaci o kojenecké mikrobioté a moznych zptisobech jeji modifikace, zaroven také souhrn
informaci 0 in Vvivo testovani a gnotobiologii.

Cilem této prace bylo ovéfeni synbiotického u¢inku Bifidobacterium longum subsp.
infantis s OMM, ktery byl zjistén in vitro, také v in vivo podminkach. Podavanim synbiotika
bylo zptisobeno snizeni poctl klostridii a gram-negativnich bakterii in vitro a také in vivo.
V in vitro kompetici bylo zaroven detekovano i vyznamné zvyseni poc¢tu bifidobakterii spolu
s vyznamnou produkci acetatu a laktatu. Vystupem in vitro kompetice bylo zjisténi, Ze
testovany bifidobakterialni kmen je potencialnim probiotikem pro kojence a mohl by byt
pouzit jako vhodna soucast synbiotika spolu s OMM, nebo s matefskym mlékem se
schopnosti snizovat pocty potencidln¢ patogennich bakterii. Synbioticky ucinek byl dale
testovan na mysSim modelu in vivo, ve kterém byly u pokusnych skupin (skupina s OMM
a Bifidobacterium longum subsp. infantis a skupina s matetskym mlékem a Bifidobacterium
longum subsp. infantis) snizeny poéty Clostridium spp. U obou pokusnych skupin byla
zaroven také detekovéana specifickd imunitni odpoveéd’, kterd byla zprostfedkovéna zvySenim
hladiny IL-6. Nicméné, synbioticky uc¢inek in vivo nebyl potvrzen. Zvifeci modely
pravdépodobné nejsou zcela vhodné pro vSestranné testovani s nasimulovanim komplexnich
podminek lidského organismu, ale stdle jsou nenahraditelné pii testovani bezpe€nosti

funk¢nich potravin.

Klic¢ova slova: oligosacharidy matefského mléka, probiotikum, in vivo, FISH



Testing of human milk oligosaccharides in vivo conditions

Summary

The colonization of infant gastrointestinal tract by microorganisms is significantly
influenced by the mode of delivery. The newborns born via caesarean section have typical
composition of microbiota, which is characterized by the presence of clostridia and low
bifidobacterial counts. Infant microbiome is quite unstable and the composition of infant gut
can be modified by using of prebiotics, probiotics and synbiotics. Actually, prebiotics are
indigestible food components that promote the growth and activity of beneficial bacteria in
the colon. Probiotics are live microbial supplements, which favourably influence the host’s
health by improving intestinal microbial balance. Human milk oligosaccharides (HMOs) are
the first bifidogenic prebiotics in infant colon. Moreover, HMOs are contained in human milk
(HM), which is the gold standard for nourishment of newborns and infants. Moreover,
naturally occurring infant probiotic strain Bifidobacterium longum subsp. infantis reveals
adaptations for milk utilization. Finally, synbiotics are consisted of acombination of
prebiotics and probiotics. This study summarises the current knowledge on the infant
microbiome and its modifications and also in vivo testing and gnotobiology.

The aim of this study was to verify and evaluate detected in vitro synbiotic effect of
Bifidobacterium longum subsp. infantis and HMOs or HM in vivo conditions in humanized
mice in presence of faecal microbiota from infants who were born by caesarean section. The
administration of synbiotics reduced the counts of Clostridium spp. and gram-negative
bacteria in vitro and also in vivo. A significant increase of bifidobacteria and production of
acetate and lactate was determined after in vitro competition and also it has been proven that
tested bifidobacteria is a suitable potential probiotic strain for infants and could act as
synbiotics together with HMOs or HM and it also could decrease the counts of potentially
pathogenic bacteria in infant gut. Another testing procedure was to confirm the synbiotic
effect in vivo in the mouse model. Unfortunately, the synbiotic effect found in vitro assay did
not correlate with in vivo findings. However, there were significantly decreased counts of
Clostridium spp. in both experimental groups (HMOs + B. longum subsp. infantis and HM
+ B. longum subsp. infantis) and there was also a specific immune response detected by the
increased level of IL-6. Animal models are probably not ideal perfect replacement for human

conditions, but are necessarily for testing the safety of functional food.

Key words: human milk oligosaccharides, probiotic, in vivo, FISH
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1 Uved

Matefské mléko je vyvazenym a komplexnim zdrojem zivin pro novorozence, a prave
proto je povazovano za zlaty standard ve vyzivé novorozence a kojence. Proteiny, lipidy
a sacharidy mateifského mléka — také oligosacharidy matefského mléka — se zaroven podileji
na spravném vyvoji imunitniho systému novorozence a jeho ochrané pted propuknutim fady
onemocnéni. Tato ochrannd funkce matetského mléka je spojovana s obsahem oligosacharidti
matefského mléka, které jsou prvnimi prebiotiky pro novorozence. Prebiotika jsou
nestravitelné slozky potravy, které v tlustém stfevé selektivné podporuji rist prospésnych
bakterii. Stfevni mikrobiota novorozence je dilezitym indikatorem jeho zdravotniho stavu, je
pomérné nestala a je ovlivilovana fadou faktorti — zptisobem porodu a krmeni, mikrobiotou
matky, délkou hospitalizace a poporodni péci. Mikrobiotu gastrointestinalniho traktu lze dale
modulovat také podavanim prebiotik, probiotik a synbiotik.

Vzhledem K ptiznivym vlastnostem synbiotik testovanych in vitro — oligosacharidi
matefského mléka s probiotikem Bifidobacterium longum subsp. infantis — na
novorozeneckou stfevni mikrobiotu by mél byt prozkouman mechanismus jejich ptisobeni
také in vivo. Pokud by byl potvrzen synbioticky ucinek in vivo, lze pfedpokladat mozné
pouziti tohoto synbiotika do budoucna. Jeho pouziti mize vést k ovlivnéni stievni mikrobioty
novorozence ve prospéch idealniho zastoupeni prospéSnych bakterii vzhledem
Kk bakteriim potencialné patogennim. S tim souvisi podpora spravného vyvoje imunitniho

systému kojence a zaroven také podpora Ié¢by fady kojeneckych onemocnéni.



2 Cil

Cilem prace bylo testovani oligosacharidii matefského mléka v in vivo podminkach na
BALB/c mysich v kombinaci s probiotickym kmenem — rifampicin-rezistentnim mutantem —
Bifidobacterium longum subsp. infantis, tedy ovéteni, zda bude potvrzen jeden z hlavnich in
vitro zavéra bakalaiské prace i v podminkach in vivo, a to vhodnost pouziti probiotického
rifampicin-rezistentniho mutanta spolu s prebiotickymi oligosacharidy mateiského mléka jako
soucCast synbiotika vhodného pro kojence. Dil¢im testovanim bylo i ovéfeni mozného

synbiotického u¢inku matefského mléka spolu s probiotikem.

2.1 Hypotéza

Oligosacharidy matefského mléka v kombinaci s probiotikem by mély vykazovat
synbioticky U¢inek. MéEly by ovlivnit sloZeni stfevni mikrobioty ve prospéch ptiznivych
mikroorganismii  potlatenim rozvoje bakterii rodu Clostridium a jejich nahrazenim

podavanym probiotickym kmenem, u kterého by méla byt selektivné podpoiena kolonizace.



3 Literarni reSerse

3.1 Mateiské mléko

Matetské mléko (MM) je komplexni druhové specifickd heterogenni biologicka
tekutina, ktera spliuje vyzivové pozadavky rychle rostouciho kojence, plni funkci podpory
rozvoje kojeneckého imunitniho systému a zaroven zajistuje uréitou ochranu vici patogenim
(Morrow and Rangel, 2004). Tato sloucenina vznikla a dale se vyvijela v pribéhu evoluce
a byla puvodné jedinym zdrojem vyzivy pro novorozence (Zivkovic et al., 2011), ktera
vyznamné zvySovala Sanci jedince k pfeZziti a navic snizovala pravdépodobnost propuknuti
fady onemocnéni (Bode, 2012). Funk¢ni vlastnosti matefského mléka jsou zajistény
ptitomnosti synergického u¢inku mnoha bioaktivnich molekul obsaZenych v mlezivu a zralém
mléku, véetné imunokompetentnich bunék, imunoglobulinli, mastnych kyselin, polyamint,
oligosacharidi, lysozymu, laktoferinu a dalSich glykoproteinti a antimikrobialnich peptidi
(Newburg, 2005). Proteiny, lipidy, sacharidy, vitaminy, mineralni a esencialni latky je nutno
zminit jako zakladni nutriety matefského mléka (McVea et al., 2000). V matetském mléce,
kompletné piirodni sloucening, jsou dale obsazeny hormony, protilatky, glykany,
glykokonjugaty a antimikrobialni latky (Pacheco et al., 2015).

Nejvyznamnéjsi funkci matefského mléka je zajisténi nutri¢nich potieb potomku
(Zivkovic et al., 2011), neméné dulezitou vlastnosti je ochrana organismu pied infekénimi
onemocnénimi (Pacheco et al., 2015) a v neposledni fadé je velmi vyznamnou funkci
mateiského mléka spravny rozvoj imunitniho systému (Lawrence and Pane, 2007; Smith et
al., 2003). Vsechny tyto pozitivni vlastnosti matefského mléka jsou spojovany praveé
s obsahem oligosacharidii matetského mléka, které v této slouceniné plni funkci prebiotickou
(Kunz et al., 2000). Vzhledem k vysokému obsahu rtiznych variaci oligosacharidti matetského
mléka je pravé proto mateiské mléko unikatni oproti ostatnim savéim mléktum (Kobata, 2010)
a je oznaCovano za zlaty standard ve vyzivé novorozenctu (Walker, 2010). Hlavnim rozdilem
mezi matef'skym a kravskym mlékem je obsah sacharidi, proteind, zeleza a fosforu (Johnson
and Versalovic, 2012).

Mateiské mléko je neméné vyznamné jako zdroj energie pro novorozeneckou stfevni
mikrobiotu, kterd je pravé ptijimanym matefskym mlékem zna¢né modifikovana (Pacheco et
al., 2015). MM je tizce spjato s rozvojem kojenecké stievni mikrobioty, pomoci niz jsou dale
zajiStény antiinfekéni, imunomodula¢ni a metabolické funkce ovliviiujici Zivot kojence

(Fernandez et al., 2013).
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Kojenim, ¢i podavanim matetfského mléka je pokryt vyvazeny ptijem vsech zakladnich
nutrietd a idedlni pfisun nezbytnych aminokyselin pro novorozence. Bilkoviny mateiského
mléka se dale ucastni pfi travicich procesech a utilizaci nutrietd (p-kasein, os-antitrypsin),
absorpci mineralii a vitamind, imunomodulaci a dal$ich fyziologickych dé&jich (Lonnerdal,
2003). Bilkoviny v matetském mléce lze rozdé&lit na syrovatkovy a kaseinovy typ. V prib&hu
traveni dochazi v zaludku ke srazeni kaseinu, zatimco syrovatkové bilkoviny zdstavaji
v kapalném stavu a jsou lépe stravitelné. V zavislosti na fazi laktace jsou syrovatkové
bilkoviny v matetském mléce zastoupeny az z 80 % (Martin et al., 2016). Kasein je velmi
vyznamny z hlediska nutriéniho, naopak imunoglobuliny A zprostiedkovavaji spravnou
funkci novorozenecké imunity (Niers et al., 2007).

Tuk v matefském mléce je velmi vyznamnym zdrojem energie, esencialnich mastnych
kyselin, nenasycenych mastnych kyselin, cholesterolu a je velmi dulezitym rozpoustédlem
vitaminu rozpustnych v tucich (Jensen et al., 1978).

Laktoza, jeZ je v matefském mléce obsazena v koncentraci az 40—60 g/l, patii mezi
hlavni sacharidy matetského mléka (Kunz et al., 2000). Oligosacharidy matefského mléka
jsou dalsi velmi vyznamnou slozkou MM, ve kterém jich bylo identifikovano jiz vice jak
200 druhti; jsou slozeny zjedné molekuly laktosy, nebo zjedné ¢&i vice molekul
monosacharidti, jako je D-glukosa, D-galaktosa, L-fukosa, N-acetylglukosamin, sialova
kyselina (Bode, 2009; LoCascio et al., 2007).

Matetské mléko, kromé jiz zminénych zivin, obsahuje také idalsi antibakterialni
slouc¢eniny — laktoferin, laktofericin, lysozym, laktoperoxidasy, haptokorin, volné mastné
kyseliny a antimikrobialni peptidy (Field, 2005).

Laktoferin ma antibakterialni aktivitu vici spektru rtznych bakteridlnich patogend,
ktera je zplisobovdna zabavenim Zeleza ¢i membranovou destabilizaci daného patogenu.
Tento mechanismus je zpisobovan kompetitivni vazbou laktoferinu na Zelezo, jez je
zablokovano a stava se tedy dale nepfistupné a nevyuzitelné. Laktoferin vykazuje i Sirokou
antiviralni aktivitu, ktera je primarn€ zptisobovana blokaci heparan sulfatu virové hostitelské
buriky nebo interakci s povrchovym proteinem daného viru (Jenssen and Hancock, 2009).

Dalsi vyznamnou antibakterialni slozkou mateiského mléka je enzym lysozym, ktery
ma schopnost hydrolyzovat f-1,4-glykosidickou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou
a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanu bun&tné stény bakterii. Tato hydrolyza vazby
inhibuje rust gram-pozitivnich bakterii (Paramasivam et al., 2006). Lysozym je piirozené
obsazen v slzach, slinach, neutrofilnich granulocytech, vajecném bilku (Lonnerdal, 2003)

a v matefském mléce, v némz dosahuje koncentraci az 400 ul/ml (Clare et al., 2003).
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Pfijmem matefského mléka, jakozto nejvhodnéjsi volby vyzivy pro novorozence, je
primarné zajistén rust a vyvin kojence. Matetské mléko je navic bohaté na protilatky, které
zajist'uji prvni rozvoj adaptivni imunity v novorozeneckém gastrointestinalnim traktu (Martin

et al., 2016).

3.1.1 Bifidogenni ucinky mateiského mléka

,Bifidogenni faktor matetského mléka (také oligosacharidii matefského mléka) byl
puvodné identifikovan jako bifidogenni ¢i prebioticky u¢inek. Od pocatku 90. let 20. stoleti
bylo dale zjistovano, ze oligosacharidy matetského mléka nejsou pouze substratem pro rist
zadoucich bakterii kojeneckého stfeva, ale maji také imunomodula¢ni ucinky, pisobi jako
antiadhezivni antimikrobialni latky, jsou modulatory stfevni epitelidlni bunééné odpovedi,
a také modulatory imunity, dale zajiStuji pifirozenou ochranu organismu proti propuknuti
nekrotizujici enterokolitidy, jsou nezbytnymi Zivinami pro rozvoj mozku a ovliviiuji
i samotnou kojici matku (Bode, 2012).

Z matetského mlé¢ka byla izolovdna tada peptidi se schopnosti stimulovat rust
bifidobakterii. Matefské mléko navic obsahuje 1 velké mnozZstvi bifidogennich slozek, jako
jsou glykoproteiny, glykolipidy, fukosa, neuraminova kyselina, laktosa, N-acetylglukosamin
aruzné oligosacharidy (Coppa et al., 2008). Bifidogenni ucinek mateiského mléka je spiSe

vliv komplexu vzajemn¢ se ovliviiujicich dil¢ich faktort (Venema, 2012).

3.1.2 Oligosacharidy materského mléka

Oligosacharidy matefského mléka (OMM) jsou strukturné¢ rozmanité nekonjugované
glykany, které jsou vysoce zastoupeny Vv matetském mléce (MM), v némz svoji pfitomnosti
zajistuji unikatnost této piirodni slouceniny (Bode, 2012). Po laktose a lipidech jsou OMM
tfeti nejvice zastoupenou slozkou MM (Venema, 2012).

Kolostrum, husta nazloutla tekutina vylu¢ovana mlé¢nou Zlazou n€kolik dni pied a po
porodu, obsahuje nejvyssi koncentrace (2025 g/l) OMM. V prib&hu zrani mateiského mléka
dochazi k postupnému snizovani jejich koncentrace az na 5-20 g/l (Coppa et al., 1999;
Gabrielli et al., 2011).

Jadro molekuly oligosacharidii matetského mléka je sloZzeno z péti monosacharidovych
jednotek (glukosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialova kyselina), které jsou
ptipojeny k mlécnému disacharidu laktose. N-acetylneuraminova kyselina je prevladajici, ne-
li i jedinou formou sialové kyseliny (Bode, 2012; Coppa et al., 2004). Vzhledem ke
komplexnosti a jedine¢nosti OMM je v soucasné dobé nemozné vyrobit oligosacharidy se

strukturou jim identickou (Boehm et al., 2004). Komer¢né dostupna prebiotika, kterymi jsou
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obohacovany kojenecké vyzivy, jsou limitovana rozmanitosti a nestravitelnosti oligosacharidli
Vv nich obsazenych a oproti OMM maji mnohem jednodussi strukturu (Roberfroid, 2007).

Mateiské mléko obsahuje pies 200 struktur nestravitelnych oligosacharidt (Barile and
Rastall, 2013; Coppa et al., 2006), oproti tomu v kravském mléce nejsou obsazeny
oligosacharidy prakticky zadné (Boehm et al., 2003). | v mléce dalsich hospodaiskych zvirat
se oligosacharidy vyskytuji velmi ziidka a jsou mnohem mén¢ strukturalné¢ komplexni oproti
OMM. Neexistuji zadné dalsi dostupné ptirodni zdroje umoznujici pfijem oligosacharidi
matefského mléka a ztohoto divodu jsou kojenecké vyzivy uméle obohacovany
galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy s cilem co nejvice napodobit slozeni a S tim
souvisejici pozitivni vlastnosti oligosacharidii matetského mléka (Bode, 2012). Nicméné, jak
jiz bylo zminéno, galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy a dalsi prebiotické glykany
jsou znaéné strukturné odliSné od oligosacharidi pfirozené se vyskytujicich v matefském
mléku a vzhledem k tomu, ze vétSina biologickych uc¢inkiit OMM je strukturné specificka, je
velmi nepravdépodobné, ze by strukturné nejednotné oligosacharidy mohly vykazovat stejné
zdravotni vyhody jako oligosacharidy v matefském mléce (Bode and Jantscher-Krenn, 2012).

Dostateény piisun OMM zajistuje jiz zminény rozvoj imunitniho systému kojence
a pozitivné ovliviiuje jeho sttevni mikrobiotu zvySovanim poctu zdravi prospéSnych bakterii
rodu Bifidobacterium, které jsou hojné se vyskytujici skupinou stfevnich bakterii
u zdravych kojenctui kojenych matefskym mlékem. Bakterie rodu Bifidobacterium jsou ¢asto
pouzivany jako probiotikum (Euler et al., 2005). Obecné lze tedy konstatovat, Ze piijmem
OMM je zajistén rozvoj zdravého novorozeneckého stfeva a s tim souvisejici slozeni stfevni
mikrobioty s bifidobakterialni predominanci, a to U vaginalné porozenych déti a déti kojenych
(Fallani et al., 2010). U kojencu porozenych cisaiskou sekci, v jejichz mikrobioté dominuje
rod Clostridium, lze v dasledku kojeni piedpokladat nahrazeni klostridii bifidobakteriemi
(Musilova et al., 2015).

OMM byly plvodné identifikovany jako bifidogenni faktor matetského mléka.
V soucasné dob€ jsou znadmy jiz 1 dalsi prospéSné vlastnosti téchto oligosacharidi — nékteré
z nich jsou demonstrovany na nasledujicim obrazku (obrazek 1). Oligosacharidy matefského
mléka funguji jako: prebioticky substrat pro rist prospéSnych bakterii a zajist'uji tak ristovou
vyhodu proti potencialné patogennim mikroorganismiim (A); antiadhezivni a antimikrobialni
latky branici pfilnuti patogenu (B); modulatory intestinalnich epitelidlnich bunék
a modulatory imunitniho systému (C); zdroj sialové kyseliny — esencialni Ziviny pro vyvoj
mozku (D). OMM dale snizuji adhezi leukocytli na endotelové buiky, ¢imz potencialné

snizuji slizni¢ni infiltraci (Bode, 2012).
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Obrazek 1: Prospésné vlastnosti oligosacharidi matefského mléka (Bode, 2012)
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3.2 Vyvoj mikrobioty lidského gastrointestinalniho traktu

Strevni mikrobiota je komplexni ekosystém s rozsahlou metabolickou aktivitou
skladajici se z 10"-10" bakterii na gram stolice a je vni obsazeno vice nez tisice
bakterialnich druhti (Blaut and Clavel, 2007; Qin et al., 2010). Lidské stievo lze piirovnat
k anaerobnimu bioreaktoru, ktery je fizen obrovskym mnozstvim riznorodych bakterii. Tato
intestinalni mikrobiota zajiStuje svymi genetickymi a metabolickymi atributy schopnost
ziskat jinak nepiistupné ziviny pro lidsky organismus (Béckhed et al., 2005).

Gastrointestindlni mikrobiota ma klicovou roli ve zdravi a nemoci hostitele
prostiednictvim jejiho vlivu na vyzivu, patogenezi a imunologii (Young, 2012). Mikrobialni
dysbidza gastrointestinalni traktu byla spojena s nékolika funkénimi poruchami, napiiklad se
zanétlivym onemocnénim sttev (Tamboli et al., 2004), syndromem drazdivého tracniku
(Kassinen et al., 2007), rakovinou zaludku (Parsonnet et al., 1991), obezitou (Turnbaugh et
al., 2006) a nekrotizujici enterokolitidou (de la Cochetiére et al., 2004).

Gastrointestinalni mikrobiota miZe byt povazovana za pomyslny orgén podilejici se na
vyzivé hostitele, rozvoji regulace stfevni angiogeneze, ochrané pfed patogeny a rozvoji

imunitni odpovédi (Johnson and Versalovic, 2012). Zasadni roli lidské stfevni mikrobioty je
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podileni se na udrzeni zdravého stavu organismu podporovanim stievni homeostaze, jiz
zminénou stimulaci vyvoje imunitniho systému a ucastnénim se pfi zpracovani zivin a zisku
energie pro organismus (Maynard et al., 2012; Young, 2012). Zachovani lidského zdravi
a homeostaze v ménicich se okolnich podminkach v pribéhu evoluce je pravdépodobné
spojeno praveé symbidzou mezi mikrobiotou a hostitelem (Rampelli et al., 2016).

Normalni slozeni mikrobioty stfevniho traktu je velmi vyznamné z hlediska udrzeni
zdravi hostitele. Podili se na jeho vyzivé, patogenezi, imunité a zaroven zajistuje odolnost
daného organismu vi¢i kolonizaci potencialné patogennimi bakteriemi (Kleessen, 2000).

Kolonizace gastrointestinalniho traktu kojence je nezbytna pro spravnou funkci
imunitniho systému a vyvojovou regulaci stievni fyziologie, ¢imZ dochazi ke sniZeni rizika
propuknuti onemocnéni béhem Zivota jedince. Prvni kontakt novorozence s mikroorganismy
je zprosttedkovan porodem, priichodem plodu porodnim kanalem matky. Typ vyzivy a dalsi
postnatalni faktory dale ovliviiuji sloZeni kojenecké mikrobioty (Collado et al., 2012).

Béhem Zivota ¢lovéka dochazi k postupnym modifikacim stfevni mikrobioty. Porod je
prvni fazi, pfi niz je sterilni stfevo novorozence kolonizovano mikroorganismy (Di Gioia et
al., 2014). N¢kolik hodin poté uz je detekovana ptitomnost prvnich bakterii v novorozenecké
stolici (Hansen et al., 2012). Dalsim velmi podstatnym faktorem zmény sloZeni stfevni
mikrobioty je odstav kojence, kdy je kojencem pfijimana komplexni strava. Vzhledem
Kk pfijmu komplexnich sacharidi a zivin dohazi k ustaleni stfevni mikrobioty, ktera se za¢ina
podobat mikrobioté¢ dospélého jedince. Dal$i modifikace ve stievni mikrobioté uz jsou
zpusobovany pouze velkymi zménami a zdsahy do organismu a pfirozené pak také starnutim
organismu (Di Gioia et al., 2014; Koenig et al., 2011; Palmer et al., 2007). Odamaki et al.
(2016) na zakladé vysledku své studie uvadi zfejmou souvislost v pfijmu zivin a také véku
hostitele na sloZeni jeho stfevni mikrobioty.

Fakultativni anaerobové Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae a Streptococcus spp.
jsou prvnimi bakteriemi objevujicimi se ve zdravém stfevé kojence prvni dny po porodu.
Novorozenecké stfevo je pak dale kolonizovano striktnimi anaeroby — Bifidobacterium,
Bacteroides a Clostridium (Di Gioia et al., 2014; Matamoros et al., 2013).

Mikrobiota jedince se v zavislosti na ¢ase méni, at’ uz slozenim, ¢i poCty zastoupeni
jednotlivych skupin mikroorganismi (obrazek 2). Béhem starnuti organismu dochazi ke
snizovani poctu bifidobakterii a Stim k souvisejicimu zvySovani pocétu klostridii. Hlavni
slozkou mikrobioty dospélého gastrointestinalniho traktu ¢lov€ka jsou predevSim kvasinky
a bakterie (Kasper, 2001).
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Obrazek 2: Slozeni stfevni mikrobioty ¢lovéka v zavislosti na ¢ase (Mitsuoka, 1982)
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Na nasledujicim obrazku (obrazek 3) jsou graficky znazornény jednotlivé etapy

mikrobialniho osidleni stfeva se zastoupenim mikroorganismii od porodu do tii let ditéte

(Arrieta et al., 2014). Nad kazdou fazi rastu ditéte jsou v jednotlivych kruzich demonstrovany

nejvice zastoupené bakterialni Celedi. Velikost kruhu je pfimo tmérna relativni hojnosti

zastoupeni bakterialniho taxonu v mikrobioté¢ ditéte.

Obrazek 3: Etapy mikrobialniho osidleni stfeva od novorozence po batole (Arrieta et al., 2014)
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Stievo novorozence je bezprostiedné¢ po porodu osidlovano fakultativnimi anaeroby
Enterobacteriaceae. V né€kolika nasledujicich dnech jsou dominantnimi druhy novorozenecké
mikrobioty striktné anaerobni bakterie (Matamoros et al.,, 2013). Vzhledem Kk piijmu
bifidogennich oligosacharidit matefského mléka béhem kojeni jsou bifidobakterie v prubéhu
nékolika prvnich mésici dominantni skupinou bakterii V kojenecké stfevni mikrobioté
(Turroni et al., 2012). K vyrazné zméné stievni mikrobioty kojence dochazi okolo ¢tvrtého az
Sesttho mésice jeho zivota zavedenim piikrmi, coz je doprovazeno zménou stfevni
mikrobioty ve prospéch vyssiho =zastoupeni Clostridiaceae, Lachnospiraceae a poté
i Ruminococcaceae a zaroven snizeni poctu Bifidobacteriaceae a Enterobacteriaceae (Fallani
et al., 2011; Koenig et al., 2011). SloZeni a zastoupeni mikroorganismi v mikrobiot¢ tfiletého
ditéte je velmi podobné mikrobioté dospélého Cloveéka a stava se stabilni az do dospélosti
(Palmer et al., 2007). V batoleci mikrobioté jsou nejvice zastoupeny skupiny bakterii
Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae a Prevotellaceae (Arrieta et al., 2014;

Lozupone et al., 2013).

3.3 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium je slozen z nesporulujicich anaerobnich nebo fakultativné
anaerobnich gram-pozitivnich pleomorfnich ty¢inkovitych bakterii, které se vyskytuji
samostatn¢, ve shlucich nebo fetézcich. Nekteré bifidobakterie jsou schopny tolerovat nizké
koncentrace kysliku v pfitomnosti oxidu uhli¢itého. Teplotni optimum rdstu tohoto rodu
bakterii se nachazi vrozmezi 35-39 °C. Bifidobakterie maji enzym fruktoso-6-fosfat
fosfoketolasu, pomoci néhoz $té€pi fruktosu-6-fosfat na acetyl-fosfat a erytrosu-4-fosfat.
Detekce tohoto enzymu je vyuzivana pti identifikaci bifidobakterii na troven rodu (VIkova et
al., 2002). Rod Bifidobacterium se ptirozené vyskytuje ve zvifecich a lidskych organismech,
je nepatogenni a chemoorganotrofni. Bifidobakterie maji fermentativni typ metabolismu, pii
kterém produkuji kyseliny z Siroké $kaly sacharidi a neprodukuji plyn (Biavati and
Mattarelli, 2006). Pravé sacharolyticky typ metabolismu je spojovan s kompetitivni
schopnosti bifidobakterii v osidleni stfevniho traktu S ostatnimi bakteriemi (Milani et al.,
2016). Rada dalsich kone¢nych metabolickych produkti bifidobakterii — tékavé mastné
kyseliny, vitaminy, polyenové mastné kyseliny — je spojovana se zprostiedkovanim interakce
hostitel-mikrob (Ventura et al., 2014).

V prubéhu poslednich 10-15 let pocet druhti rodu Bifidobacterium a ptibuznych rodu
vyrazné vzrostl. Rod Bifidobacterium dosud zahrnuje jiz 48 uznanych druhti a poddruhi

izolovanych zrozmanitych stanovist — z gastrointestindlniho traktu vétSiny obratlovcd,
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zejména savcd V pribéhu jejich mlééné vyzivy; dribeze a nékterého hmyzu, ktery zije
socialnim zplsobem zivota (vCely a ¢melaci); z lidského urogenitdlniho traktu; ze zubniho
kazu a také z odpadnich vod (Bunesova et al., 2014; Ferrario et al., 2015; Mattarelli et al.,
2014). Druhy Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum
subsp. longum jsou striktné lidského pavodu, naopak napiiklad druhy Bifidobacterium
gallinarum, Bifidobacterium angulatum a Bifidobacterium cuniculi jsou vyhradné spojeny
s piavodem zvifecim (Lamendella et al., 2008). B. longum, B. breve a B. bifidum jsou
dominantnimi bifidobakterialnimi druhy mikrobioty kojence, zatimco B. catenulatum
a B. adolescentis jsou vice zastoupeny v mikrobioté dospélych (Arboleya et al., 2016).

Podle Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Garrity et al., 2004) Ize bifidobakterie
taxonomicky zafadit do kmene Actinobacteria, tfidy Actinobacteria, podtiidy
Actinobacteriadae, fadu Bifidobacteriales, ¢eledi Bifidobacteriaceae a rodu Bifidobacterium.

Rod Bifidobacterium je ptirozenou, bézn¢ se vyskytujici a hojné zastoupenou casti
mikrobioty ¢loveka (Biavati and Mattarelli, 2006), je dominantnim bakterialnim rodem u pIné
kojenych a ptirozené porozenych déti, zaroven je také vyznamnou soucasti mikrobioty
dospélych. Dilezitou roli tohoto rodu je zajiSténi homeostaze mezi stfevem a zdravim

hostitele (Arboleya et al., 2016).

3.4 Rod Clostridium

Clostridium je velky rod slozeny zobligatné anaerobnich, gram-pozitivnich,
sporulujicich, ty¢inkovitych a vétSinou pohyblivych bakterii s proteolytickou aktivitou (Cato
et al., 1986). Soucasti tohoto rodu nejsou pouze vSeobecné znamé patogeny, jako napiiklad
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, ale ineSkodné
a solventogenni druhy, které jsou vyuzivany v biotechnologiich (Diirre, 2005). Rod
Clostridium lze dale rozd¢lit na zakladé své fyziologie na sacharolytické a proteolytické
druhy (Van Mellaert et al., 2006).

Mezi solventogenni druhy klostridii, u kterych je vyuzivano aceton-butanolové kvaseni,
lze zatadit Clostridium acetobutylicum, Clostridium  beijerinckii,  Clostridium
sacharobutylicum, kdy pfi sporulaci za neptiznivych bakterialnich podminek dochazi k tvorbé
rozpoustédel, coz je vyuzivano Vv primyslové vyrobé rozpoustédel kvasnym zpisobem (Choi
et al., 2014; Lee et al, 2008; Patakova et al., 2009). Jsou znamy ikmeny klostridii
Clostridium sporogenes a Clostridium novyi, které maji potencialné antikancerogenni ucinky
(Diirre, 2005; Heap et al., 2007).
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Podle Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Garrity et al., 2004) lze Klostridie
taxonomicky zafadit do kmene Firmicutes, tfidy Clostridia, tadu Clostridiales, celedi
Clostridiaceae a rodu Clostridium.

Hlavnim produktem fermentace cukri mnoha druhi rodu Clostridium je maselna
kyselina, na zakladé ¢ehoz byl identifikovan druh Clostridium butyricum a dalsi nepatogenni
klostridie. Toto zji§téni bylo vyuzito pro komer¢ni produkci kyseliny maselné, butanolu
a acetonu. Mezi predstavitele klostridii produkujicich kyselinu maselnou Ize =zaradit
Cl. butyricum, CI. butylicum, CI. beijerinckii, Cl. multifermentans, CI. iodophilum, CI. fallax,
Cl. tyrobutyricum, CI. pasteurianum, Cl. amylosaccharobutylpropylicum, CIl. madisonii,
Cl. muelleri, CI. amylolyticum, CI. acetobutylicum, CI. saccharoacetoperbutylicum,
Cl. roseum, ClI. aurantibutyricum, CI. rubrum, Cl. lacto-acetophilum, ClI. felsineum (McCoy
et al., 1926; McCoy et al., 1930).

Vysledky vyzkumt, béhem nichz byl testovan butyrat, zavisi na jeho koncentracich
a biologickych modelech, které byly pouzity, poukazuji na silné uc¢inky maselné kyseliny na
fadu funkci stfevni mukozy, jako je napiiklad inhibice zanétu a karcinogeneze, posileni
slozky stfevni ochranné bariéry a snizeni oxidacniho stresu. Byl zjistén i vliv butyratu na
pocit sytosti (Hamer et al., 2008).

Klostridie se bézné vyskytuji v pid€, vodé a gastrointestindlnim traktu zvirat i lidi
(Diirre, 2005). Nejéastéji vyskytujicim se druhem v kojeneckém stfevé je Clostridium
butyricum, ktery byl az do roku 1986 povazovan za druh nepatogenni. V roce 1986 byly
s timto druhem spojovany prvni dva piipady kojeneckého botulismu (Aureli et al., 1986). Je
znama 1 spojitost vyskytu klostridii u pied¢asné narozenych déti s propuknutim nekrotizujici
enterokolitidy (Obladen, 2009). Vzhledem k velkému mnozstvi butyratu produkovaného
Klostridiemi maze dochazet ke sniZeni stfevni permeability a posileni obrannych mechanismu
sttevni bariéry, jako je podpora epitelové migrace, indukce mucinu, transglutaminasové
aktivity a antimikrobialnich peptidt (Hamer et al., 2008).

Rada onemocnéni je spojovéna pravé se schopnosti klostridii pfezit uvnité i vné
hostitele a je zprostfedkovdna proteinovymi toxiny, enzymy a sporami. Velké mnozstvi
zivocisnych a lidskych onemocnéni a otrav, naptfiklad plynatd snét, otravy jidlem, prijmy
spojené s antibiotickou 1é¢bou, pseudomembranové kolitidy a enterotoxémie je zapti¢inéno
Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens a Clostridium
spiriforme (Stiles et al., 2011). Mezi dobte prostudované druhy zptsobujici lidské nemoci lze
zatadit ptivodce tetanu Clostridium tetani a ptvodce botulismu a otrav z jidel Clostridium

botulinum, které maji jedny z nejsilnéjSich bakterialnich toxini. Puvodcem infekce ran
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a plynaté snéti je Clostridium difficile, ktery je béhem antibiotické 1éCby schopen piertst
ostatni stfevni bakterie a zpisobit tak pseudomembranové kolitidy. Propuknuti vaznych
onemocnéni koncicich smrti u nitrozilnich uzivateli drog je spojovano s Clostridium novyi

typu A (Brazier et al., 2002; Van Mellaert et al., 2006).

3.5 Faktory ovliviiuji mikrobiotu kojence

Slozeni a nasledny vyvoj stfevni mikrobioty kojence je nejvice modifikovan zptisobem
porodu, typem pfijimané vyzivy, gestatnim ve&kem, hospitalizaci kojence a uzivanim
antibiotik (Penders et al., 2006). Piirozené chovani déti v priab&hu jejich prvnich tiech let
zivota vyrazné prispiva k neustdlé expozici mikroorganismiim z okolniho prostfedi, a to
dotykem ust s ktizi matky, neustalym zavadénim rukou, chodidel a riznych pfedméti do ust,
stykem rukou a podlahy pfi plazeni, lezeni a prvnich kraécich. Dé&ti také mnohem ¢astéji trpi
infekénimi onemocnénimi oproti dospélym. Na zdkladé¢ vSech téchto okolnich vlivil lze
konstatovat, ze mikrobiota déti do tii let zna¢né kolisa a je velmi variabilni (Koenig et al.,
2011).

Vzhledem k intimnimu kontaktu novorozence a jeho matky béhem porodu, kojeni
anasledného krmeni je matka pravdépodobné nejvyznamnéjSim externim faktorem
ovliviiujici vyvoj novorozeneckého mikrobiomu. Tento vliv je patrny hlavné¢ béhem prvniho
roku zivota Kojence. V pribéhu prvniho mésice Zivota novorozence je jeho mikrobiota
funk¢né a fylogeneticky velmi podobna mikrobioté své matky (Vaishampayan et al., 2010).

Naptiklad pocatec¢ni bifidobakterialni kolonizace gastrointestinalniho traktu (GIT) je
zavisla na fadé vnéjSich faktord. Pfenos bifidobakterii je spojen s vaginalnim porodem,
stykem novorozence s GIT matky, pfenosem pies placentu a plodovou vodu (Collado et al.,
2016; Makino et al., 2013).

Dalsim vyznamnym faktorem ovliviiujicim slozeni kojeneckého stfeva je gestacni vék
novorozence. Srovnanim stfevni mikrobioty nedonoSenych a donoSenych déti byly zjiStény
vyznamné rozdily. Enterobacteriaceae, Proteobacteria, Staphylococcus a dalsi potencialné
patogenni bakterie, jako je Clostridium difficile ¢i Klebsiella pneumoniae, byly nalezeny
v mikrobioté piedC¢asné narozenych déti, kmen Actinobacteria byl identifikovan v mnohem
niz$ich poctech (Arboleya et al., 2012b). Ve stievé donosenych novorozenct bylo dominantni
zastoupeni bakterii rodu Bifidobacterium a Bacteroides, které ma tendenci dale dominovat
Vv prvnich tydnech Zivota. Celkov¢é byla mikrobiota rozmanit&j$i a zastoupena ve vysSich

poctech (Arboleya et al., 2012a; Arboleya et al., 2015; Barrett et al., 2013).
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Hospitalizace, nedonoSenost kojenci a podavani antibiotik je spojovano s vy$Sim
vyskytem Clostridium difficile a zaroven s niz§im poctem bifidobakterii a Bacteroides.
Stievni mikrobiotu kojence dale ovliviiuje i rodinné prostiedi, ve kterém dité zije. U kojenct
majicich starsi sourozence byly Vv jejich mikrobioté detekovany niz§i pocty mikroorganismi
na gram stolice, nicméné byl ale u nich detekovan vétsi podil bifidobakterii (Penders et al.,
2006). Dalsim faktorem podilejicim se na modifikaci kojenecké mikrobioty je zemépisna
oblast, ve které kojenec zije, a také kulturni tradice (Yatsunenko et al., 2012).

Kontakt kojence s matkou, zpisob porodu, krmeni a zaroven také kontakt s jinymi
kojenci jsou povazovany za bézné faktory normalniho vyvoje kojenecké mikrobioty. Stievni
mikrobiota miize byt modifikovana i zpisobem umélym, zejména propuknutim a pribéhem
onemocnéni a stim spojenou 1é¢bou. Mikrobiota kojence mutze byt nepiimo ovlivnéna
i 1écbou matky (Matamoros et al., 2013).

Jak jiz bylo zminéno, ziskavani bakterii z kiize matky béhem kojeni je ptirozeny proces
piispivajici k osidleni kojeneckého stfeva. V souCasné dobé existuje hypotéza (,.entero-
mammary pathway*), ze bakterie pfitomné v mlééné zlaze pltvodné pochazeji ze stieva
matky, odkud se do mlé¢né Zlazy transportovaly pies dendritické burnky a makrofagy (Jost et
al., 2014).

Moderni zmény Zzivotniho stylu, jako je zlepSena sanitace, provadéni cisafskych sekci,
uzivani antibiotik a imunizace jsou dalS$imi vlivy modifikujicimi mikrobiotu kojence a jsou
studovany jako potencialni faktory zpusobujici nahlé zvySeni imunitnich onemocnéni
vV rozvinutém svété. Hypoteticky lze predpokladat, Ze narusenim ptirozené mikrobioty v rané
fazi zivota kojence muze byt podpofen vznik onemocnéni v pozdéjsim véku (Penders et al.,
2007). Prave zivotni styl a dietni navyky — desinfekce, uzivani antibiotik a pfijem stravy
bohaté na vysoky obsah tuku — mohou zplisobit zmény ve slozeni stievni mikrobioty, které by
mohly vést k negativnimu dopadu na lidské zdravi. Bylo by tedy vhodné preventivné
modulovat vyzivu a Zivotni styl ¢lovéka s cilem udrZzeni mutualistick¢ho fungovani lidského
mikrobiomu v pribéhu celého jeho zivota (Rampelli et al., 2016).

Navzdory doporuceni Svétové zdravotnické organizace (WHO) mnoZstvi provadénych
cisafskych sekci ve vyspélych zemich stale stoupa (WHO, 2001) a zaroven dochazi k poklesu
kojeni matefskym mlékem béhem prvnich mésict zivota ditéte (Declercq et al., 2011; Kelly
and Watt, 2005). Po systematickém piezkoumani a odborné konzultaci bylo v roce 2001
vydano doporuceni vyluéného kojeni do Sesti mesicli Zivota kojence a nasledné pokraCovani
V kojeni s nemléénymi piikrmy od ukonceného Sestého mésice az do dvou let véku ditéte

i déle. Toto doporuc¢eni WHO je platné az dodnes (Kramer and Kakuma, 2012; WHO, 2001).
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V nekterych zemich je zplisob porodu volitelny. Planované cisatské fezy jsou pak provadény
na vyzadani rodickou, Casto z divodi obav z bolesti béhem porodu a také kvili pohodli

provedeni pro pacientku a 1ékatre (Miesnik and Reale, 2007).

3.5.1 Vliv zpisobu porodu na mikrobiotu kojence

Zpusob porodu (vaginalni porod, cisafska sekce) méd vyznamny vliv na Casnou
kolonizaci gastrointestinalniho traktu kojence (Biasucci et al., 2010). U déti porozenych
vaginalné bylo zjisténo zvySené mnozstvi bifidobakterii oproti détem porozenym cisafskou
sekci (Dominguez-Bello et al., 2010). Mikrobiota vaginalné porozeného kojence je uzce
spjata s intestinalni mikrobiotou své matky. Nekteré z bifidobakterialnich kment jsou
pfeneseny z matky na novorozence pravé bezprostiedné béhem porodu (Makino et al., 2013).

Velmi vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje stfevni mikrobiotu novorozence po
cisafské sekci, je okolni prostiedi, které je vyznamnéjSim modifikatorem kolonizace jeho
stievniho traktu oproti zptsobu jeho vyzivy (Fanaro et al., 2003). Ve vzorcich stolic kojencii
porozenych cisafskym fezem byly naopak zjistény nizs$i pocty bifidobakterii a Bacteroides,
zatimco piitomnost Clostridium difficile v gastrointestinalnim traktu takto porozenych déti
byla detekovana nejéastéji (Penders et al., 2006).

Béhem prabéhu porodu cisaiskym fezem je zabrdnéno expozici novorozence
mikroorganismim své matky a je tedy narusena normalni kolonizace jeho stieva (Fouhy et
al., 2012). Sekci porozené déti jsou vystaveny zvySenému riziku propuknuti astmatu, obezity
a diabetu 1. typu (Neu and Rushing, 2011). V mikrobioté novorozencu po cisaiské sekci byly
nejcastéji detekovany rody Escherichia, Shigella a Bacteroides (Azad et al., 2013).

3.5.2 VIliv vyZivy na mikrobiotu kojence

Matetské mléko predstavuje komplexni slouceninu, kterd je ovliviiovana gestacnim
vékem plodu pfi porodu, laktatnim obdobim a stravou Zeny, ¢imz se liSi od nahradnich
umélych vyziv koncentraci a sloZzenim zivin, pfitomnosti ristovych faktord, cytokind,
imunoglobulinli a travicich enzymi. Typ vyZivy kojence mé navic pfimy vliv na slozeni
mikrobioty, ktery je zprostfedkovan poskytnutim substrati nezbytnych pro bakterialni
proliferaci a funkci (Le Huérou-Luron et al., 2010; Roncada et al., 2012), nepiimy vliv na
modulaci morfologie a slozeni bunék intestinalni mukozy a také na funkci pankreatickou (Le
Huérou-Luron et al., 2010).

PrestoZe je kojeni matefskym mlékem zlatym standardem ve vyZzivé kojenci a je velmi
doporucovano, nemusi byt vzdy plné mozZné, a proto jsou primyslové vyrdbény nahradni

kojenecké vyzivy s cilem co nejvice napodobit nutri¢ni slozeni matetského mléka (Martin et
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al., 2016). Tyto kojenecké formule jsou u¢innymi nahrazkami matefského mléka, které jsou
nezbytné pro spravnou vyzivu kojence (Stevens et al., 2009). Vyrobni proces kojeneckych
vyziv je ptisné regulovan a kontrolovan. Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) vydal
pravidlo pro spravnou vyrobni praxi (GMP) pfi vyrobé kojeneckych formuli a zaroven
kritérium pro splnéni kvalitativnich faktorG pro zajisténi zivin nezbytnych pro normalni
fyzicky rust a dostate¢nou biologickou kvalitu proteinu vhodnou pro kojence (Lonnerdal,
2012; Martin et al., 2016). Jako nejbéznéjsi zaklad kojeneckych formuli je pouzivano kravské
mléko s nezbytnym piidavkem dalSich slozek, naptiklad mastnych kyselin (arachidonova
kyselina, dokosahexaenova kyselina), probiotik a prebiotik (Martin et al., 2016).

Pokud neni mozné kojit vlastnim matefskym mlékem, existuje alternativni moZnost
podavani pasterizovaného matetského mléka od darkyné z mlééné banky. Proces pasterizace
vSak snizuje mnozstvi pritomnych komenzalnich mikroorganismi a vétSiny Zivych imunitnich
bunék, bioaktivnich proteinli a enzymi, coz je jistou nevyhodou ve srovnani s Cerstvym
matefskym mlékem od vlastni matky (Martin et al., 2016).

Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacteroides a laktobacily byly nejéastéji
pritomny u kojenct, kterym byla podavana uméld vyziva ve srovnani s kojenci ptijimajicimi
mateiské mléko (Penders et al., 2006). Nepomérné vysoké zastoupeni Clostridium difficile
bylo také detekovano u kanadskych kojencii na umélé vyzivé a zaroven bylo zjiSténo, ze
jejich stfevni mikrobiota vykazovala vysSi druhovou rozmanitost dalSich mikroorganismt
oproti détem pfijimajicim mateiské mléko (Azad et al., 2013).

Zpusob kojenecké vyzivy neovliviiuje vyznamné rozmanitost bifidobakterialnich druhi
piitomnych ve stolici kojence. Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum subsp. longum a Bifidobacterium longum subsp. infantis byly
pritomny u kojencti kojenych 1 kojencii, jimz byla podavdna uméla vyziva. Nicméné lze
konstatovat, ze mikrobiota kojencii na umélé vyzivé obsahovala nizsi pocty bifidobakterii
oproti kojencim kojenym matefskym mlékem a zaroven také vykazovala vétsi druhovou
rozmanitost (Klaassens et al., 2009).

Piijem matetského mléka podporuje vegetaci prospé$né stfevni mikrobioty kojence
(Fouhy et al., 2012). Kojenci kojeni matefskym mlékem vykazuji niz$i bakterialni bohatost
a rozmanitost ve svém stfevé oproti kojencim piijimajicich umélou vyZzivu, coz lze ptisuzovat
pravé K obsahu unikatnich oligosacharidi matefského mléka, které funguji jako selektivni
metabolické substraty pro omezeny pocet prospésnych stievnich mikroorganismt (Azad et al.,

2013). Bifidobacterium a Lactobacillus jsou casto detekovanymi mikroorganismy
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v mikrobioté kojeného kojence, coz potvrzuje velmi vyznamnou funkci matetského miléka
podporujici rist probiotickych bakterii (Fernandez et al., 2013).

Stfevni mikrobiota kojencii kojenych matefskym mlékem obsahuje az dvakrat vyssi
pocty bifidobakterialnich bun€k oproti kojencim pfijimajicich umélou vyzivu (Bezirtzoglou
et al, 2011). Obohacovani umélych kojeneckych vyziv galaktooligosacharidy
a fruktooligosacharidy je provadéno s cilem co nejvice napodobit unikétni slozeni matefského
mléka (de Vrese and Schrezenmeir, 2008). Pridavkem prebiotik do téchto vyziv je navic
pokryta selektivni stimulace rastu bifidobakterii a laktobacilti (Bunesova et al., 2012), jeZ jsou
casto do kojeneckych vyziv také ptidavany jako probiotické slozky, u kterych ma byt prave
pridavkem prebiotik zajisténa jejich selektivni stimulace riistu. Probiotika a prebiotika zacala
byt do kojeneckych vyziv ptidavana s cilem napodobit sloZeni stfevni mikrobioty déti
piijimajicich umélou vyzivu mikrobioté déti kojenych (Parracho et al., 2007).

Vybor pro vyzivu Evropské spolecnosti pro détskou gastroenterologii, hepatologii
a vyzivu (ESPGHAN) provedl systematické zhodnoceni bezpecnosti a zdravotnich pfinost
piijmu obohacenych détskych vyziv 0 probiotika a prebiotika s vysledkem potvrzujicim
bezpecnost piijmu téchto vyziv v souvislosti s ristem a nezadoucimi G¢inky V porovnani
s neobohacenymi vyzivami 0 probiotika a prebiotika. Nezbytné je ovSem dalsi peclivé
provedeni randomizovanych kontrolovanych studii (Braegger et al., 2011). Analyzou
jednotlivych studii bylo shrnuto, Ze prebiotické oligosacharidy v kojeneckych vyzivach maji
bifidogenni ucinek, neovliviiuji rast ditéte, jsou bez vedlejSich ucinkd, ovliviiuji konzistenci,
frekvenci a pH stolice a zvySuji pocet bifidobakterii (Sykora, 2011). V klinickém vyzkumu
bylo dale zjisténo, Ze podavani probiotickych kmend té€hotnym Zenam a kojencim je
bezpecné a dobie tolerované, navic vysledky studii poukazovaly na sniZeni rizika propuknuti
nespecifickych gastrointestindlnich infekci, kolik a propuknuti place pravé pii piijmu
specifickych probiotickych laktobacilt (Bergmann et al., 2014).

a nasledné dospélého jedince je zplisob vyzivy béhem jeho prvnich mésicti Zivota. V soucasné
dob¢ jsou umélé vyzivy obohacovany o prebiotika, probiotika a laktoferin za Gcelem
modifikace stfevni mikrobioty kojence piijimajictho umélou vyzivu smérem ke slozeni
mikrobioty kojencii kojenych matefskym mlékem. Obecné lze fici, Ze matefské mléko je
unikatni komplexni slouc¢eninou, kterda ma zdravi prospésné ucinky, a mélo by byt tedy
povaZovano za jasnou volbu ve vybéru kojenecké vyZivy alespont do Sestého mésice Zivota

ditéte (Guaraldi and Salvatori, 2012).
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3.5.3 Probiotika, prebiotika, synbiotika

Probiotika a prebiotika jsou v soucasné dob¢ jedny z velmi vyznamnych ptedstavitelt
na trhu potravinového a farmaceutického primyslu, a proto je provadéno mnoho vyzkumi
s cilem porozumét jejich vlastnostem a aktivité (Kumar et al., 2015). Z hlediska prosperity
potravinového prumyslu je ¢ast tohoto trhu zaméfend na déti a je velmi perspektivni. Protoze
kojenci jsou velmi nachylni k nemocem, jsou pravé pro tuto skupinu vyhledavany
nechemoterapeutické zptisoby 1é¢by (Mugambi et al., 2014). Zdravotni stav novorozeneckého
stieva je velmi dulezity pro spravny rozvoj celého organismu v dalSich stadiich jeho vyvoje
(Bischoff, 2011).

3.5.3.1 Probiotika

Probiotikum bylo poprvé a dodnes platn¢ definovano jako mikrobidlni doplnék mayjici
blahodarny tG¢inek na gastrointestinalni mikrobiotu jedince (Fuller, 1989). Jiz v roce 1907
byla publikovéna tzv. ,,optimistickd studie o prodluZzovani véku* od Ilji Me¢nikova, ve které
byl poprvé popsan prospésny vliv zivych mikroorganismi obsazenych v kysanych mlécnych
vyrobcich na zdravi a dlouhovekost lidi Zijicich na Balkdnu. Dodnes je potlaceni Skodlivych
bakterii pfijmem prospéSnych bakteridlnich kultur brano jako jeden z mechanismi
probiotického t¢inku (Metchnikoff, 1907). V soucasné dobé jsou probiotika chapana jako
zivé mikroorganismy, které pokud jsou podavany hostiteli v adekvatnim mnozZstvi, pozitivné
ovliviiyji jeho zdravotni stav (FAO/WHO, 2001). V roce 2002 byly definovany minimalni
pozadavky, které jsou potiebné pro oznaéeni probiotického statusu potraviny — identifikace na
uroven rodu, druhu a kmene; in vitro testy ovéfujici schopnost probiotika odolat zalude¢nim
a zlucovym kyselindm, travicim enzymiim a rovnéz jeho antimikrobialni aktivitu zajistujici
odolnost vic¢i potencidlné patogennim bakteriim; bezpecnostni kritérium zajistujici
bezpecnost probiotika bez kontaminace v podavané formé a in vivo testy pro zdtvodnéni
zdravotnich u¢inku v hostiteli (FAO/WHO, 2002).

Hill et al. (2014) uvadi mozné rozdé€leni probiotik podle jejich mechanismu ucinku do
tfi skupin — ucinky vzacné (pozorovany u mala kmenii dan¢ho druhu), Casté (pozorovany
u vétsSiny kmentd bakterialnich druhti) a Siroce rozsitené (pozorovany u bézné studovanych
rodl). Neurologické, imunologické a endokrinologické piisobeni a produkce specifickych
bioaktivnich latek bylo zafazeno mezi u€inky vzacné; syntéza vitamind, pfimy antagonismus,
ochrannd mikrobidlni bariéra stfeva, metabolismus soli Zluovych kyselin, enzymaticka

aktivita a neutralizace karcinogeni mezi ucinky casté a rezistence kolonizace, tvorba
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organickych kyselin a kratkych fetézcti mastnych kyselin, normalizace rozrusené mikrobioty,
zvySeni poctu enterocytd a konkurenéni vylouc¢eni patogen mezi G¢inky §iroce rozsirené.

V soucasné dobé jsou probiotika k dostdni na trhu ve forme potravinovych doplnkt
a léciv, s jejichz pfijmem je spojovan preventivni ¢i terapeuticky ucinek. Probiotikum vhodné
pro ¢lovéka by mélo obsahovat pouze takové kmeny, které jsou pfirozenou soucasti zdravého
lidského organismu (Bronsky, 2011). Pfi vyhodnocovani bezpe€nosti pouzivani probiotik
musi byt zohlednéna povaha daného mikroorganismu, zptisob jeho podavani, uroven
expozice, zdravotni stav piijemce a fyziologické funkce, které maji byt stimulovany (Sanders
et al., 2010). Na trhu existuje mnoho vyrobkd nesoucich oznaceni ,,probiotické®, ale velmi
Casto nespliiuji minimdlni kritéria pro toto oznaceni, napiiklad definovany obsah a pocet
zivotaschopnych mikroorganismi na konci trvanlivosti a validni diikkaz pfinosu pro zdravi
konzumenta (Hill et al., 2014). Probiotika jsou jednou z kli¢ovych oblasti ve vyzkumu
potravin a pro hodnoceni jejich kvality je nutna komunikace a spoluprace akademickych
védcl, zdravotnikl, potravinafského a bioterapeutického pramyslu, politiki a slozek
regula¢nich, které by tak mély konat v zajmu spotiebitele a pacienta. Zjednodusené lze fici, ze
ucinnost probiotického vyrobku je souctem jeho mikrobialni kvality a funkéniho potencialu
(Huys et al., 2013).

Ptijmem probiotik Ize podpofit spravnou funkci epitelidlni stfevni bariéry, pomoci niz je
zabranéno proniknuti patogenii a Skodlivych prvka pies lumen stieva do vnitiniho prostiedi
organismu. Konkuren¢nim podavanim probiotickych bakterii lze dale zajistit tolerogenni
imunitni odpovéd’, kterd je zprostiedkovana uvolnénim sekrecnich imunoglobulinu A (IgA).
IgA zajistuji stabilizaci tésnych spoji epitelialnich bun€k stfevni sliznice, ¢imz je zabranéno
pruchodu patogent do hlubsich vrstev sliznice. Hostitel je timto mechanismem chranén pred
infekci a chronickym zanétem. Podpofenim funkce epitelové stfevni bariéry (t€sné spoje
epitelidlnich bun€k, snizend paracelularni permeabilita, zvySena fyzickd prekazka sliznicni
vrstvy), zajiSténim konkurenéniho vylouceni nezddoucich mikroorganismii a stabilizace
pfirozené mikrobioty a v neposledni fad€¢ i imunomodulacnich schopnosti (signalni drahy
ovliviiyjici vhodnou imunitni, zanétlivou a alergickou odpovéd’) je zajiStén pozitivni €inek
probiotik (Binek et al., 2016).

Probiotika jsou uzitecnym doplikem 1écby specifickych infek¢nich, zanétlivych
a funkénich poruch (Cruchet et al., 2015). Mezi mikrobiologicky nejstudovangjsi onemocnéni
Clovéka patii akutni prijmy, u kterych bylo zjiSténo, Ze poddvanim probiotik dochéazi ke
zmirnéni prub¢hu tohoto onemocnéni a nasledné rychlejsi rekonvalescenci. Bifidobacterium

longum a Bifidobacterium breve jsou nejcastéji aplikovanymi druhy probiotickych kultur pfi
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akutnich kojeneckych prijmech (Di Gioia et al., 2014). Bifidobakterie jsou totiz velmi ¢asto
vyuzivany jako probiotika s preventivnim a terapeutickym ucinkem pro novorozence
a kojence vzhledem Kk jejich hojnému a pfirozenému vyskytu v gastrointestinalnim traktu
Cloveka, jejich schopnosti kolonizovat stfevo a zaroven jejich bezpecnosti pii uziti (Sanders et
al., 2010). Napiiklad Bifidobacterium longum subsp. infantis je jednim z nejvice
zastoupenych bifidobakterialnich druhii ve sttevni mikrobioté zdravého kojence piijimajiciho
matetské mléko a zaroven jsou timto druhem nejlépe utilizovany oligosacharidy matefského
mléka (Sela et al., 2008).

Do probiotik, neboli bioterapeutickych agens, nepatii pouze organismy bakterialniho
pluvodu, ale 1ze mezi né zaradit 1 kvasinky a subcelarni sloZzky, jako jsou casti bakteridlnich
stén a fragmenty DNA (Bronsky, 2010). Napiiklad kvasinka Saccharomyces boulardii je
pouzivana jako probioticky dopln€k pfi antibiotické 1é¢bé priiymt zplsobenych bakteriemi
druhu Clostridium difficile (Szajewska and Mrukowicz, 2005).

Podavanim mikroorganismi ve formé probiotik 1ze modifikovat stievni mikrobiotu ve
prospéch hostitele, nebot’ ovliviiuji jeho stievni bariéru. Zhruba 80 % imunitnich bunék je
totiz spojovano s gastrointestinalnim traktem, ve kterém dochazi k interakci mezi bakteriemi
trvale kolonizujicimi stfevo a bakteriemi ve stfevé doCasnymi. Tyto bakterialni interakce
zajistuji rozvinuti ochrannych mechanismi stimulujicich imunitni odpovéd’. Vzhledem k této
schopnosti stievni mikrobioty nedochazi k nakaze jedince, i kdyz jeho stievem prochazi velké
mnozstvi patogent (Saavedra, 2007).

Kojenecké koliky, nekrotizujici enterokolitida a streptokokové infekce jsou patologické
stavy typické pro novorozence, k jejichz prevenci a 1é¢bé jsou pouzivany bifidobakterie
s probiotickym ucinkem (Di Gioia et al., 2014). Probiotika nejsou vyuzivana pouze za ucelem
lécby patologickych stavii a homeostaze mikrobioty gastrointestindlniho traktu, ale
i k testovani jejich preventivniho u¢inku k propuknuti alergii (Tang et al., 2010).

Kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a bakterie — bakterie mlé¢ného kvaSeni
(Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus), Bifidobacterium, Propionibacterium, Bacillus
a Escherichia coli — jsou v soucasné dobé nejpouzivanéj§imi probiotickymi mikroorganismy
(Sanders et al., 2010). Mezi aktualn¢ nejlépe prostudované probiotické kmeny lze zatadit
Lactobacillus rhamnosus GG a Saccharomyces boulardii (Vandenplas et al., 2015).

Pii 1é¢bé prijmi zpisobenych antibiotickou 1écbou byly testovany rizné smési
probiotik, jako Saccharomyces boulardii a Lactobacillus rhamnosus GG, které pusobily jako
ucinna terapie (McFarland, 2006). Na zaklad¢ predchoziho zjisténi byl testovan vliv smési

Clostridium butyricum a Bifidobacterium longum subsp. infantis na tlumeni systémového
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zanétu U mysi s prijmy zpisobenymi piijmem antibiotik. Zavérem tohoto in vivo testovani
bylo zjisténi, Ze tato probiotickd smés by mohla byt jednoduchou a efektivni metodou pfti
1écbe antibiotickych prajmu (Ling et al., 2015). Clostridium butyricum totiz produkuje velké
mnozstvi butyratu, ktery zajist'uje snizeni stievni permeability a podporuje tak slozky stfevni
ochranné bariéry (Hamer et al., 2008). Zaroven stievni permeabilitu také snizuje
i Bifidobacterium longum subsp. infantis, jehoz pfijmem bylo navic prokazano i tlumeni
drazdivého traéniku (Ewaschuk et al., 2008).

V roce 2013 byla poprvé popsana i nova tfida probiotik — psychobiotika. Psychobiotika
jsou definovéana jako zivé mikroorganismy, které pokud jsou pozity v adekvatnim mnoZstvi,
pfiznivé ovliviiuji zdravi pacienta trpiciho psychiatrickym onemocnénim. Tento ucinek je
zprostiedkovan produkci neuroaktivnich latek (gama-aminomaselna kyselina a serotonin),
které interaguji mezi sttevem a mozkem hostitele. Behem preklinickych testli na mySich byl
prokazan antidepresivni a anxiolyticky ucinek (uc¢inek potlacujici uzkost), ktery mohl byt

zprostiedkovan nervem vagem, michou ¢i neuroendokrinnim systémem (Dinan et al., 2013).

3.5.3.2 Prebiotika

Prebiotika, do nichz lze zatadit fruktooligosacharidy, inulin, galaktooligosacharidy
a dalsi prebiotické uhlovodiky, byla poprvé definovana jako nestravitelné slozky potravy,
které stimulaci ristu ¢i aktivity prospéSnych bakterii ve stieveé ptiznivé ovliviiuji zdravi
hostitele (Gibson and Roberfroid, 1995). Pozd¢ji byla prebiotika vnimana jako selektivné
fermentované slozky stravy, které umoznuji specifické zmény jak v kompozici, tak
i v ¢innosti gastrointestinalni mikrobioty, které jsou piiznivé pro zdravi hostitele (Gibson et
al., 2004).

Vsechna prebiotika lze klasifikovat jako vldkninu, ale nelze zevSeobecnovat, ze kazda
vlaknina je prebiotikem (Gibson and Roberfroid, 1995). Aby byl zajistén prebioticky efekt,
musi byt splnéna tii kritéria ingredience — odolnost prebiotik Zaludeéni kyselosti, hydrolyze
savéimi enzymy a gastrointestinalni absorpci, fermentovatelnost prebiotika intestinalni
mikrobiotou a selektivni stimulace rustu/aktivity prospéSnych stfevnich bakterii, které¢ jsou
spojovany se zdravotnim piinosem pro hostitele (Gibson et al., 2004).

Jako potencialni prebiotikum lze vnimat kaZzdou soucést stravy, kterd je nestravitelna
a vstupuje do tlustého stieva. Na zékladé téchto kritérii by polysacharidy, jako je rezistentni
Skrob a vlaknina, proteiny a lipidy bylo mozné zatfadit mezi prebiotika. Nicméné podle
soucasnych pozadavkd na ,status prebiotika“ Ize s jistotou takto zafadit pouze nestravitelné

oligosacharidy, které vykazuji Zddanou fermentacni selektivitu (smérem k prospéSnym
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bifidobakteriim). Porek, chiest, cekanka, topinambur, cibule, ¢esnek, oves a s6jové boby jsou
ptirozenymi zdroji prebiotickych oligosacharidi. Ovsem vzhledem Kk nizkému obsahu téchto
slozek v lidské dieté by bylo vhodné fortifikovat ¢asto konzumované potraviny prebiotickymi
slozkami (Gibson et al., 2010), protoZe uz i malou zménou stravy ¢lovéka lze modifikovat
jeho gastrointestinalni mikrobiotu s pozitivnim vlivem na jeho zdravi (Macfarlane et al.,
2008). Za timto ucelem a zaroven také poptavkou spotiebitelii zaCaly byt potravinarskym
pramyslem produkovany funkéni potraviny, které jsou obohacovany probiotiky a prebiotiky.
Naptiklad do funkénich mlécnych vyrobkl jsou ve formé prebiotik pridavany rizné typy
rozpustné vlakniny, jako oligofruktosa, inulin a laktulosa (Oliveira et al., 2013).

Pii podavani prebiotika je vhodné zvazit reakci dané¢ho organismu na pfijem této
slouc¢eniny a podle toho také upravit davkovani. N&kterd prebiotika, naptiklad inulin, jsou
spojena se zhorSenou gastrointestinalni toleranci pfi vy$$im piijmu (Grabitske and Slavin,
2009). Naopak existuji i prebiotika, napiiklad pSenicné dextriny ¢i polydextrosa, ktera i pii
piijmu ptesahujicim 30-45 g/den vykazuji vysokou gastrointestinalni toleranci (Pasman et al.,
2006).

Rada studii poukazala na spojitost dysbidzy stievni mikrobioty s mnohymi
onemocnénimi, jako je zanétlivé onemocnéni stfev, obezita, kolorektalni karcinom, diabetes
a alergie (DiBaise et al., 2012; Rowland, 2009; Russell et al., 2012; Wen et al., 2008). Na
zéklad¢ téchto zjisténi bylo zvySeno povédomi a zajem o modulaci prospesnych stfevnich
mikroorganismli pomoci riiznych stravovacich strategii, kdy jednou z téchto moznosti je
podavani prebiotik (Monteagudo-Mera et al., 2016), které zapficini selektivni stimulaci rustu
zdravi prospé$nych bakterii — laktobacild a bifidobakterii (Watson et al., 2013).

Bifidobakterie a laktobacily patfi mezi trvale pfitomné stievni bakterie, které jsou
stimulovany prebiotikem a jsou Casto pridavany do fermentovanych mlécnych vyrobkl ve
formé probiotik. Fermentované mlécné vyrobky jsou obohacovany probiotiky z diivodu jejich
schopnosti metabolizovat prebiotické cukry in vivo, coz =zajisti selektivni obohaceni
gastrointestinalniho traktu vytvofenim laktatu, acetitu a kratkych fetézci organickych
kyselin, diky ¢emuz jsou vytvofeny nepfiznivé podminky daného prostfedi pro rozvoj
nezadoucich mikroorganismia (Wang and Gibson, 1993).

Prvnimi prebiotiky ve vyZivé kojence jsou nenahraditelné oligosacharidy matefského
mléka, které podporuji rust bifidobakterii (Coppa et al., 2004; Rockova et al., 2012). Vétsina
oligosacharidii matefského mléka je odolnd gastrointestindlnimu traveni kojence, a tak se
dostava do tlustého stfeva, kde slouzi jako prebiotikum (Gnoth et al., 2000), které je

selektivné metabolizovano vybranymi bifidobakteridlnimi kmeny a predstavuje tak
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potencialné novou tifidu biologicky aktivnich molekul usnadiujici stfevni kolonizaci
novorozencu (LoCascio et al., 2007). V tlustém stfevé je poté stimulovan rist prospésnych
bakterii, které funguji jako receptorové analogy zajiStujici inhibici vazby patogenu a toxinu
na epitelové bunky, ¢imz je tedy kojenec — piijmem oligosacharidi mateiského mléka —
ptirozené chranén pied patogeny a riznymi infekcemi (Kobata, 2010).

Kojenecké vyzivy vzhledem k nedostupnosti oligosacharidi matefského mléka
z ptirodnich zdroji v dostatecném mnozstvi (niz$i vyskyt a mnohem mensi strukturni
komplexnost v mlékach jinych savci) neobsahuji oligosacharidy matefského miléka.
Alternativou napodobeni ¢etnych vyhod oligosacharidii matetského mléka jsou do umélych
kojeneckych vyziv nejCastéji  ptriddvany prebiotické fruktooligosacharidy (FOS)
a galaktooligosacharidy (GOS) s bifidogennim efektem (Bode, 2012; Boehm and Moro,
2008), ¢imz je tedy podporovan rist probiotickych bakterii (Nakamura et al., 2009). Nicméné,
pii testovani komercné vyrabénych FOS a GOS bylo zjiSténo, Ze tyto slouceniny podporuji
nejen rust probiotickych bakterii, ale i klostridii, gram-negativnich bakterii a Escherichia coli
(Bunesova et al., 2012). V in vitro testovani rustu Cistych kultur bifidobakterii a klostridii na
prebiotickych oligosacharidech (FOS, GOS, rafinosa, stachyosa, inulin) byla zjisténa jejich
nedostate¢na substratova selektivita. Oligosacharidy byly totiz utilizovany obéma skupinami
bakterii, z ¢ehoz vyplyva pravdépodobna nevhodnost podavani prebiotik kojenctim, v jejichz
mikrobioté nejsou pfitomny bifidobakterie. Alternativou vhodnou pro tyto kojence by bylo
podavani synbiotik (Rada et al., 2008).

Prebiotické ucinky oligosacharidii jsou nejCastéji spojovany s pozitivnimi vlivy na
problematiku prdjmi, obezity a diabetu druhého typu. Vzhledem k synergickému efektu
prebiotik s probiotiky Ize do budoucna ptedpokladat rozmach jejich uzivani (Belorkar and
Gupta, 2016).

3.5.3.3 Synbiotika

Synergismus je zakladni mechanismus fungovani synbiotika, kdy prebioticka slozka
selektivné ovliviiuje slozku probiotickou (Schrezenmeir and de Vrese, 2001). Spojenim
prebiotik spolu s prospésnymi probiotiky by mél byt vyvolan piiznivy ucinek, kdy
prebiotikum jako sacharid, ktery je soucasti diety, selektivn€ metabolizuje probiotikum
(Fooks and Gibson, 2002). Soucasny koncept synbiotik je kombinace probiotika
s prebiotikem s cilem usnadnéni pfeziti a aktivity probiotik in vivo, stejné tak jako stimulace
pavodni prospé$né mikrobioty. Probiotikum a prebiotikum funguje synergicky, a tak ptinasi
hostiteli kombinovanou vyhodu (Patel and DuPont, 2015).
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Existuje mnoho studii, u nichz byl prokdzin pozitivni synbioticky efekt u tady
onemocnéni (Patel and DuPont, 2015). Podavanim synbiotika s probiotickou kulturou
Bifidobacterium animalis subsp. lactis a prebiotikem inulinem bylo dosazeno snizZeni projevi
a propuknuti nekrotizujici enterokolitidy u kojenci s velmi nizkou porodni vahou (Dilli et al.,
2015), u diabetickych pacienti pak vedlo podavani Lactobacillus sporogenes s inulinem
K vyraznému poklesu sérové hladiny insulinu (Asemi et al., 2014) a u pacientd s chronickym
onemocnénim jater (nealkoholicka steatosa) mélo podavani smeési probiotik obsahujici
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrueckii  subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve
a Bifidobacterium longum spolu s prebiotickymi fruktooligosacharidy také pozitivni vliv na
pribéh jejich 1écby (Eslamparast et al., 2014).

V Japonsku v roce 2009 byla testovana u¢innost synbiotika obsahujiciho probioticky
kmen Bifidobacterium longum a prebiotikum psyllium s cilem zlepSeni kvality Zivota
pacienti trpicimi ulcerdzni kolitidou. Je zajimavé, ze skupina pacientt, jimz bylo podavano
synbiotikum, vykazovala nejvyraznéjsi zvyseni kvality jejich zivota oproti skupinam, kterym
bylo probiotikum ¢i prebiotikum podavano samostatné (Fujimori et al., 2009). O dva roky
pozdéji byl v Japonsku znovu testovan synbioticky efekt Bifidobacterium breve Yakult
a galaktooligosacharida pii 1é€bé ulcerdzni kolitidy s vysledkem potvrzeni pozitivniho ucinku
synbiotika, tedy zlepSeni klinickych stavti pacientt (Ishikawa et al., 2011).

Uzivani synbiotik dale prokazateln¢ vedlo ke zlepSeni klinickych stavii pacientl
s Crohnovou chorobou, kterym bylo podavano synbiotikum obsahujici probiotikum
Bifidobacterium longum a prebiotika inulin a oligofruktosu (Steed et al., 2010). Piijem
probiotickych ~ kmend  Lactobacillus a  Bifidobacterium  spolu s prebiotickymi
fruktooligosacharidy vedl ke sniZzeni intenzity zacpy dospélych Zen (Waitzberg et al., 2013).

Stimulace prospé$nych bakterii, zvlast vyznamnych rodd Bifidobacterium
a Lactobacillus, v kojeneckém stfevé prebiotickou vlakninou je nezbytna, nebot’ bylo
prokazano, Ze pravé tyto mikroorganismy hraji velmi dilezitou roli v prevenci onemocnéni
(Di Gioia et al., 2014). Proto je velmi dualezité pokra¢ovat ve vyvijeni kojeneckych vyziv
S obsahem synbiotik, tedy smési probiotik a prebiotik, kde prebiotika zajiStuji rist
probiotickych mikroorganismu (Slavin, 2013).

3.6 Testovani in vivo
Testovani in vivo je Vv soucasné dobé hlavnim pilifem vyzkumu v oblasti biologie

a biomediciny. Je provadéno s cilem zhodnotit vyznam interakci mezi mikroorganismy
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a mnohobunécnymi organismy, protoze ftada lidskych onemocnéni je timto vztahem
ovliviiovana (Macpherson and McCoy, 2015). Napiiklad zanétlivé onemocnéni stiev,
rakovina, metabolické a psychiatrické poruchy jsou spojovany se stievni dysbiézou
mikrobioty (Louis et al., 2014; Sampson and Mazmanian, 2015; Wlodarska et al., 2015).

Vzhledem ke zna¢né rozmanitosti mikrobioty jednotlivych testovanych organismi
a také mikroprostiedi jednotlivych kleci, vnémz jsou experimenty provadény, je invivo
testovani na zvifatech zna¢né problematické z hlediska reprodukovatelnosti vysledki
(Macpherson and McCoy, 2015). Rozdil mezi bezmikrobnim a kolonizovanym zvifetem je
zietelny v kazdém systémovém organu zvifete (Smith et al., 2007).

Rist mikroorganismi je ovlivnén fyzikalné-chemickymi podminkami v daném
prosttedi — naptiklad pH, teplotou, oxidané-redukénim potencidlem — a dostupnosti
substratu. Stfevni trakt bylozravcd, Selem a vSezravcl vykazuje znacné anatomické
a fyziologické rozdily. Stfevni mikrobiota byla ptizplisobena mistnim podminkdm svého
hostitelského organismu, se kterym byla soubéZzn€ modifikovana. Nejvyraznéj$i bakterialni
rozmanitost byla detekovana u bylozravcu (Clavel et al., 2016; Ley et al., 2006).

Sav¢i hostitelské subjekty jsou znacné ovlivnény ptitomnosti symbiotickych organismi,
coz zpusobuje fadu imunitnich i neimunitnich zmén. Normalni funkce mnoha systému je
zavisla na kolonizaci organismu. Je nutno zminit, Ze defektnim mutualismem muze byt
zpusobeno i zanétlivé onemocnéni stfev. Tyto mechanismy jsou proto studovany pomoci
kombinac¢nich experimenti s jednotlivymi kmeny mikroorganismii a gnotobiotickych
technologii, jez jsou zakladem pii vyvijeni uc¢innych terapii Vv oblasti zdravi (Smith et al.,
2007).

3.7 Gnotobiologie, gnotobiont

Koncept gnotobiotického zvifete byl pfedstaven s cilem studia interakci mezi
mikrobiotou a hostitelem. Védni obor gnotobiologie se zabyva mikrobiologicky definovanymi
organismy, coz je zaloZeno na skutecnosti, ze k vyvoji embrya dochdzi ve sterilnim prostiedi.
Slova ,,gnotobiont* a ,,gnotobioticky“ byla odvozena z feckého ,,gnotos* a ,biota®, coz lze
volné chapat jako souvislost a znalosti mezi Zivymi organismy a hostitelem. Gnotobiotické
zvite je mikrobiologicky definovany organismus, ktery je v praxi bezmikrobnim nebo
pivodné bezmikrobnim organismem, jez je uméle osidlen znamym kmenem mikroorganisml.
Bezmikrobni organismus lze ziskat cisaiskym fezem, hysterektomii matefského organismu,

nebo pienosem sterilnich embrii do sterilnich bezmikrobnich nahradnich matek. V zéavislosti
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na druhu zvifete mohou byt jednotliva zvifata chovana ve Sterilnich izolatorech bez matky
nebo s bezmikrobni nahradni matkou (Gordon and Pesti, 1971; Kubelkova et al., 2016).

Molekularné-biologické testovani mikrobioty poskytuje fadu vysledku, které by mély
byt vhodné paralelné doplnovany funkénimi studiemi se zaméfenim na intenzivni analyzu
mikrobioty ve spojeni s jejim vlivem na makroorganismus. Studium bakteridlni kolonizace
a jeji vlivy na hostitele je provadéno na pokusnych zviratech gnotobiologickymi metodami.
Principem téchto metod je pomérné naroény chov gnotobiotickych zvifat v izolatorech se
sterilnim prostfedim bez Zivych bakterii, ve kterych jsou fizené kolonizovany
mikroorganismy. Uginek kolonizace gnotobiotického organismu je poté sledovan na
genetické a proteinové urovni (Falk et al., 1998).

Vyuziti gnotobiotickych zvifecich modeli pfi vyzkumu ma velky potencial pfi
poskytnuti novych mikrobiologickych a imunologickych informaci o vztazich mezi
patogenem a hostitelem, o etiologii infekénich onemocnéni, akutnich a chronickych
zanétlivych stavech, pii vyvoji vakciny a ziskani informaci pfi pfechodu stavu organismu
zdravi-nemoc (Kubelkova et al., 2016). ldentifikace mikrobioty, kterou byl kolonizovan
gnotobioticky organismus, by mohla vést k objasnéni molekularnich mechanismt pti indukci
patologickych zmén, propuknuti onemocnéni, obrannych mechanismt ¢i prospéSnych ucink,
coz by mohlo zapfi€init objeveni novych moznosti, jak slozenim mikrobioty prospésné
ovlivnit prevenci a 1écbu fady onemocnéni. Studiem téchto mechanismii lze nalézt i nové
bakterialni kmeny a komponenty, naptiklad probiotika a prebiotika, jejichz podavanim by
byly prospésné ucinky zprostiedkovany (Tlaskalova-Hogenova et al., 2011).

Experimentalni zvifeci modely jsou nezbytné pro feSeni funkcni otazky tykajici se
interakce mikrobioty a hostitele s cilem objasnéni klinického vyznamu spojeného s iniciaci
a rozvojem onemocnéni (Hormannsperger et al., 2015).

Studie provadéné na gnotobiotickych zvifatech prokazaly vhodnost pro analyzu
ochrannych funkci organismu. Mnoho experimentd bylo provadéno v souvislosti s imunitnim
systémem (Cebra, 1999; Hooper et al., 2012), strukturalnimi a metabolickymi funkcemi
organismu (Bickhed and Crawford, 2010; Karlsson et al., 2013; Tilg and Kaser, 2011),
vyvojovymi aspekty funkénich systémi obratloved (Butler et al., 2009; Grover and Kashyap,
2014; Umesaki, 2014) a karcinogenezi (Francescone et al., 2014; Schwabe and Jobin, 2013).

Lidsky mikrobiom produkuje velké mnozZstvi bioaktivnich molekul schopnych
interagovat s hostitelem, jejichz ucinky by mély byt dale studovany. Existence bakterii
Vv tlustém stfevé a jejich zakladni funkce ve vyZiv€é a metabolismu, jako je fermentace

nestravitelnych oligosacharidi, metabolismus xenobiotik a aktivace, ¢i zni¢eni mutagennich
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metabolitti dela stfevni mikrobiotu pomyslnym velkym fermentativnim organem (Martin et
al., 2009). Zkoumani role mikrobioty ve spojitosti S lidskymi onemocnénimi za pouziti
zvifecich modelti chovanych v definovanych gnotobiotickych podminkach by mohlo vést
Kk objeveni souvislosti a slozitosti mechanismt chronickych onemocnéni. Je ziejmé, ze lidska
mikrobiota ovlivituje zdravi ¢lovéka mnohem vice, nez se predpokladalo (Tlaskalova-
Hogenova et al., 2011).

Jako tradi¢né pouzivané bezmikrobni organismy lze zminit krysy a mysi, dale morcata,
kraliky, kieCky, psy bigl, prasata, jehnata, telata a kozy (Coates, 1975).

Experimentalné indukované a spontanné rozvijené zvieci modely lidskych onemocnéni
jsou nezbytné ke zkoumani vlivu genetickych a environmentdlnich faktorti v propuknuti
a k vyvinuti preventivnich a terapeutickych strategii (Tlaskalova-Hogenova et al., 2011). Tyto
gnotobiotické modely jsou umélé a ,biologicky Cisté”, nebot’ na né neplisobi zadné vnéjsi
vlivy, a proto je nutné konstatovat, ze nejsou zcela vzdy ideadlni ke srovnani funkci
v organismu piirozeném (Kubelkova et al., 2016; Tlaskalova-Hogenova et al., 2011).
Naptiklad gnotobioticka mys a ¢loveék jsou znacéné rozdilni, a to zejména ve stievni fyziologii
a fungovani imunitniho systému, a proto by tomu méla byt pFizptisobena interpretace
vysledku testovani (Mestas and Hughes, 2004). Zaroven lze také zminit vlivy stravovacich
navyki, chovani a zivotniho prosttedi (Clavel et al., 2016).

Laboratorni mys je v souc¢asné dob¢ hlavnim experimentdlnim modelovym organismem
v preklinickém vyzkumu lidskych onemocnéni (Eppig et al., 2015), hlavné kvili pomérné
snadnému zajisténi bezmikrobniho stavu, coz je zéklad pro zaloZeni gnotobiotického modelu
(mysi kolonizované definovanymi bakteridlnimi kmeny, ¢i jejich smési), ktery je nastrojem

pro testovani pii¢innych vztahii mezi mikroorganismy a jejich hostitelem (Clavel et al., 2016).
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4 Material a metody

Tato diplomova prace — Testovani oligosacharidi matetského mléka v in vivo
podminkach — byla provadéna v ndvaznosti na praci bakalarskou — Testovani synbiotickych
vlastnosti oligosacharidi mateiského mléka a probiotickych bakterii (in vitro kompetice).
Provedeni této prace bylo zprostfedkovano na Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
(CZU, Praha) ve spolupraci s Laboratoii gnotobiologie (Mikrobiologicky ustav AV CR, v. v.
i., Novy Hradek).

4.1 Invitro kompetice

4.1.1 Priprava rifampicin-rezistentniho mutanta (RRBM)

V ramci bakalaiské prace byla provedena piiprava rifampicin-rezistentniho mutanta
(RRBM) provedenim rozboru vyrobku Infloran (¢islo Sarze 3230A, datum spotieby 04/2015),
ve kterém bylo vyrobcem (Laboratorio Farmaceutico S. I. T. S. r. |, Italien) deklarovano
10° Bifidobacterium longum subsp. infantis a 10° Lactobacillus acidophilus. Bakterie byly
kultivovany na selektivnim médiu pro bifidobakterie — Wilkins-Chalgren anaerobe agar
(W+SP médium (OXOID, UK), 100 mg/l mupirocin (OXOID, UK), 1 ml/l octové kyseliny)
s naslednou izolaci narostlych kolonii do W+SP bujonu. Identifikace bifidobakterii na tiroven
rodu i druhu byla ovéfena pomoci biochemickych a molekularné-genetickych testua (viz 4.1.2
a4.1.3).

Na Petriho misky byly pfipraveny dva typy agart — W+SP médium s mupirocinem
(100 mg/l), octovou kyselinou (1 ml/l) podle Rada and Petr (2000) a W+SP médium
s mupirocinem (100 mg/l), rifampicinem (100 mg/l) a octovou kyselinou (1 ml/l) podle
Vlkova et al. (2010) — které byly Sikmo zality a vytvaiely tak koncentra¢ni gradient. Na takto
piipravené¢ médium byly inokulovany vyizolované a identifikované bifidobakterie z vyrobku
Infloran s naslednou anaerobni kultivaci pti 37 °C po dobu 48 hodin. Narostl¢ kolonie na ¢asti
agaru s nejvyssi koncentraci antibiotika rifampicinu byly nasledné izolovany a poté jesté
n€kolikrat pasazovany s piedpokladem nejvyssi mozné rezistence na rifampicin. RRBM byl
nasledné uchovavan v mrazaku pii —30 °C ve WHSP bujonu s ptidavkem rifampicinu
(200 mg/l), mupirocinu (100 mg/l) a glycerinu.

Pti kazdém pteockovani a nasledném pouziti RRBM byla zkontrolovana ¢istota narostlé

kultury pomoci fazové kontrastniho mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japan).
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4.1.2 Identifikace pomoci biochemickych testi

4121 F6PPK

Rod Bifidobacterium lze od ostatnich bakterialnich rodt odlisit na zakladé metabolismu
sacharidi. Tato rodova identifikace je provadéna detekci enzymu fruktoso-6-fosfat
fosfoketolasy, pomoci né¢hoz jsou bifidobakteriemi $tépeny hexosy — fruktoso-6-fosfat na
erytroso-4-fosfat a acetyl-1-fosfat. Pouzitim detergentu CTAB je zpisobeno rozbiti
bakterialnich bun¢k, které jsou nasledné spolu s intracelularnimi enzymy pievedeny do
roztoku, do n¢hoz jsou dale ptidavany cinidla zptsobujici barevné zmény. Detekce enzymu
fruktoso-6-fosfat fosfoketolasy je potvrzena fialovym zbarvenim, naopak zbarveni zluté znac¢i
reakci negativni. Béhem této identifikace je vhodné zafazeni negativni (Lactobacillus)
a pozitivni kontroly (Bifidobacterium).

Narostlé kultury ve W+SP bujonu po 24 hodinach byly odstfedény v centrifuze
(9000 otacek/8 minut). Supernatant byl slit a usazené pelety byly proplachnuty v roztoku
1 (0,36 g K:HPO4, 0,10 g KH,PO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml H,0). K lyze bunék bylo pouzito
200 ul CTAB (45 mg cetridium bromidu, 100 ml H,O) — kultivace 5 minut. Nasledné bylo
pridano 125 ul roztoku 2 (120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetatu, 20 ml H,O) a 200 pl
roztoku 7 (290 mg fruktosa-6-fosfatu, 5,5 ml H,O) — kultivace 30 minut/37 °C ve vodni lazni.
Poté bylo pfidano 750 ul roztoku 3 (4,17 g hydroxylaminu, 30 ml H,O) — kultivace 10 minut
a nakonec jesté 500 pl roztoku 4 (3 g trichloroctové kyseliny, 20 ml H,0), roztoku 5 (2,48 ml
HCI, 17,52 ml H,0) a roztoku 6 (1 g FeCls, 62 ul HCI, 20 ml H,0).

4122 API50CHL

Mikroorganismy lze identifikovat na zakladé metabolismu sacharida. API 50 CHL
(BioMérieux, France) je standardizovanou metodou skladajici se z 50 dil¢ich biochemickych
testl fungujicich na zaklad¢ barevné zmény zpisobené fermentaci substratu obsazeného ve
zkumavce za anaerobnich podminek. Zména barvy je zplisobena tvorbou kyselin a snizenim
pH. Prvni zkumavka je negativni kontrolou a neobsahuje zadny substrat, tudiz nedojde
K barevné zméné (roztok zustava fialovy). Pokud je reakce pozitivni, roztok ve zkumavce
zeZloutne.

Narostlé kultury byly sto¢eny na centrifuze (9000 otacek/3 minuty). Supernatant byl slit
ausazené pelety byly proplachnuty a promichany v pufru. Nasledné bylo ptipraveno 5 ml
suspenzniho média odpovidajiciho svoji hustotou druhému zékalovému stupni McFarlandovy
zakalové stupnice. Poté bylo ptipraveno 10 ml fialového suspenzniho média API 50 CHL, do

n¢hoz bylo ptfiddno dvojndsobné mnozstvi vzorku nez do média ptredchoziho. Vzniklé
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inokulum bylo aplikovano do 50 zkumavek, které byly nasledné anaerobné kultivovany pii
37 °C po dobu 48 hodin. Vyhodnoceni bylo provadéno zaznamenanim barevné zmény do
vysledkové tabulky po 24 a 48 hodindich a zadanim do identifika¢niho softwaru

(https://apiweb.biomerieux.com).

4123 APIZYM

APIZYM (BioMérieux, France) je semikvantitativni mikrometoda, kterd je pouzivana
ke zjisténi enzymatickych aktivit bakterii. Na zékladé barevnych reakci lze orientané zjistit,
0 ktery rod bakterii se jedna. Ovéfeni ptitomnosti bifidobakterii bylo provadéno detekovanim
pozitivnich barevnych zmén u jamek ¢islo 13 (alfa-galaktosidasa), 14 (beta-galaktosidasa)
a 16 (alfa-glukosidasa).

Narostlé kultury nebo smésny vzorek byl stoc¢en na centrifuze (9000 otacek/3 minuty).
Supernatant byl slit a usazené pelety byly proplachnuty ve fosfitovém pufru. Nasledné byla
pripravena suspenze odpovidajici 5-6 zakalovému stupni McFarlandovy zékalové stupnice,
ktera byla po 65 ul aplikovana do jamek. Inkuba¢ni box byl aerobné inkubovan pii 37 °C po
dobu 4 hodin. Nasledn¢ bylo do kazdé jamky ptidano ¢inidlo ZYM A a ZYM B s inkubaci

5 minut. Poté byly zhodnoceny barevné zmény do vysledkové tabulky.

4124 RAPIDID32A

RAPID ID 32 A (BioMérieux, France) je biochemicky test s lyofilizovanymi substraty
V jednotlivych jamkach, ktery je pouzivan K identifikaci anaerobnich bakterii na zakladné
barevnych zmén, které jsou zplsobeny aktivitou piitomného substratu spolu s inokulem
bakterii.

Narostlé kultury byly sto¢eny na centrifuze (9000 otacek/3 minuty). Supernatant byl slit
a usazené pelety byly proplachnuty ve fosfatovém pufru. Nasledné byla pfipravena suspenze
odpovidajici ctvrtému zékalovému stupni McFarlandovy zékalové stupnice, ktera byla
aplikovana do jamek. Jamka obsahujici ureasu byla jest¢ zakapnuta parafinovym olejem. Test
byl aerobné inkubovan pti 37 °C po dobu 4 hodin. Po inkubaci byly jamky obsahujici nitrat
zakapnuty ¢inidly NIT1 a NIT2, jamka s indolem ¢inidlem JAMES a zbytek jamek v dolnim
fadku ¢inidlem FB.

4.1.3 Identifikace pomoci molekularné-genetickych testi

4.1.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Identifikace bakterii na Groven druhu byla provadéna polymerazovou fetézovou reakci

(PCR). Principem metody je zmnoZzeni specifického Useku DNA, ktery je umoZnén
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ohrani¢enim dvéma druhové ¢i rodové specifickymi oligonukleotidy — primery (Garibyan and
Avashia, 2013).

Nejprve byla provedena izolace DNA z ¢istych kultur S naslednym vytvoifenim PCR
smési, ktera byla podrobena PCR reakci. Poté byl PCR produkt aplikovan do gelové desticky
v elektroforéze. Elektroforéza (OWL EasyCast™, Thermoscientific, USA) je pfistroj
umoziujici odliSnou pohyblivost latek ve stejnosmérném elektrickém poli a je to jedna ze
zakladnich metod pro vizualizaci a analyzu PCR produktu, kterd je ovlivnéna velikosti
molekul, hustotou gelu a napétim (Garibyan and Avashia, 2013). Pohyb nukleovych kyselin
je uskutecnovan od zaporné nabité katody ke kladné nabité anodé. Po probéhnuti tohoto
procesu byl gel prosvicen UV svétlem a vizualizovan (BIO-RAD, USA) v podobé
elektroforeogramu.

Izolace DNA z ¢istych kultur byla provedena pfevedenim 1 ml narostlé kultury do
sterilni zkumavky a naslednym odsttedénim (14500 otacek/2 minuty). Supernatant byl slit
ausazené pelety byly resuspendovany ve 100 ul PrepMan™ Ultra (Applied Biosystems,
USA) s naslednou inkubaci pii 99 °C/10 minut v termobloku. Po vychladnuti byla suspenze
znovu odsttedéna (14500 otacek/2 minuty) a vznikly supernatant odebran do nové sterilni
zkumavky.

Identifikace na troven druhu — Bifidobacterium longum subsp. infantis — byla
umoznéna pouzitim dvou druhové specifickych primera BilNF-1 a BilINF-2 se sekvencemi
bazi TTCCAGTTGATCGCATGGTC a GGAAACCCCATCTCTGGGAT (Matsuki et al.,
1999). PCR reakce byla uskute¢néna v termocykleru (Biometra, Germany), v némz byly
opakovany tfi cykly s rychle se stiidajicimi teplotami — denaturace (oddé€leni jednotlivych
vlaken DNA templatu pii1 95 °C), hybridizace (ptisedani primeru k templatu DNA na zékladé
komplementarity bazi pti 40-72 °C) a elongace (syntéza nového komplementarniho vldkna
DNA pusobenim Taq DNA polymerasy pii 72 °C).

Pro probéhnuti reakce v elektroforéze byl nejprve piipraven 1% agarosovy gel
(1 g agarosy (SERVA, Germany)/100 ml TAE pufru) s piidavkem 5 ul gelu RED (Biotium,
USA). Poté byl ztuhly gel vlozen do elektroforézy, ve které do néj byly napipetovany po 5 pl
velikostni standard (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA) a PCR
produkt. Elektroforéza byla nasledné zapnuta na 80 VV a 50 mA po dobu 90 minut.

4.1.4 Rist RRBM na oligosacharidech mateiského mléka (OMM)
V ramci bakalaiské prace byla dale testovana schopnost RRBM utilizovat riizné frakce

oligosacharidii matefského mléka (OMM) — véetné¢ monomert OMM - sialyllaktosy a fukosy

38



(Sigma-Aldrich, USA) — jako jediny zdroj uhliku o koncentraci 2 g/l. Do mikrotitrani
desti¢ky obsahujici jednotliva média — frakce OMM, sialyllaktosu, fukosu — byl inokulovan
RRBM o koncentraci 4 log KTJ/ml s naslednou anaerobni kultivaci pii 37 °C po dobu
24 hodin. Po kultivaci byl proveden rozbor deskovou metodou s pouzitim selektivnich médii

pro stanoveni RRBM.

4.1.5 Rozbor stolice kojencii a in vitro kompetice

Od osmi plné kojenych, cisafskym fezem porozenych kojenct, bez piijmu antibiotik
a probiotik, ve stafi 33,25 + 7,89 dni (4-5 tydnt) byly odebrany Cerstvé vzorky stolice, které
byly neprodlené po odbéru pievedeny do zkumavky s W+SP bujonem s anaerobnim
prostiedim. Nasledné byl ztéchto vzorkd proveden rozbor deskovou metodou s pouzitim
selektivnich médii pro zjisténi rustu celkovych poctli anaerobnich bakterii, bifidobakterii,
gram-negativnich bakterii, enterokokt, Escherichia coli, laktobacili a RRBM. Kultivace byla
provedena dle naro¢nosti jednotlivych skupin mikroorganismu (viz ptiloha 1).

Soucasti in vitro testovani v bakalatrské praci bylo mimo jiné i ovéfeni schopnosti ristu
sttevnich bakterii téchto kojencti na tfech médiich — oligosacharidy matefského mléka
(OMM), matetské mléko a médium kontrolni (W+SP bujon). Do mikrotitracni desticky bylo
napipetovano 88 ul média, 10 pl vzorku kojenecké stolice (6 log KTJ/g) a 2 ul RRBM (5 log
KTJ/g), nebo 2 ul kontrolni fedici fady s naslednou anaerobni kultivaci pii 37 °C po dobu
24 hodin. Po kultivaci byl proveden rozbor deskovou metodou pomoci selektivnich médii pro

zjisténi ristu jiz zminénych skupin mikroorganismu.

4.1.6 Meéreni koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu

Po in vitro kompetici byla u kazdé varianty z dulku mikrotitraéni desti¢ky provedena
analyza primarnich metabolitli iontové-vyménnou chromatografii s potla¢enou konduktivitou
(Katedra pedologie a ochrany pid, CZU, Praha). Na tuto analyzu byl pouzit iontovy
chromatograf ICS 1600 (Dionex, USA) s detektorem a analytickou kolonou a ptedkolonou
lonPac AS11-HS (Dionex, USA). Jako mobilni faze byl pouzit KOH s gradientem 1-37,5
mM po dobu 1-50 minut a pratokem 1 ml/min. K potla¢eni konduktivity eluentu byl pouzit
supresor ASRS 300 (Dionex, USA) a pro snizeni vlivu uhli¢itand rozpusténych ve vzorku

bylo pouzito Carbonate Removal Device 200 (Dionex, USA).
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4.2 Invivo kompetice

4.2.1 Priprava vzorki kojenecké stolice

Od 4-6 tydnu starych kojenct porozenych cisafskou sekci byly odebrany dva vzorky
kojenecké stolice, v nichz nebyly pfitomny bifidobakterie. Tyto vzorky byly nasledné
analyzovany pomoci deskové metody a biochemickych testt APIZYM, APl 50 CHL
aRAPID ID 32 A (BioM¢érieux, France) pro ovéfeni neptitomnosti bifidobakterii. Po
provedeni analyzy byly vzorky pfevedeny do vzorku smésného s koncentraci bakterii
9 log KTJ/g uréeného k humanizaci bezmikrobnich mys$i. Smésny vzorek byl nasledné
pievezen do mista in vivo pokusu do Laboratofe gnotobiologie v Novém Hradku, kde byl

vzorek opét otestovan na neptitomnost bifidobakterii.

4.2.2 Humanizace bezmikrobnich mysi

Bezmikrobni imunokompetentni BALB/c mysi byly chovany v plastovych izolatorech
v Novém Hradku a byly krmeny dietou 1414 (Altromin). Mysi byly kolonizovany zpisobem
oralni gavaze obsahujici 9 log KTJ/g smésného vzorku kojenecké stolice. Po 14 dnech byla
provedena analyza bakteridlniho osidleni stfev mySi pomoci selektivni deskové metody
a nasledn¢ i pomoci metody fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Vzorky stolic mysi byly
asepticky odebrany do zkumavek s W+SP médiem a nasledn¢ po piepoctu byly sériové
nafedény v fedicich fadach do kone¢ného poméru 1:10° g/ml. Nésledng byly takto roziedéné
vzorky pievedeny do sterilnich Petriho misek, které byly okamzité zality selektivnimi médii
a kultivovany dle naroc¢nosti jednotlivych skupin mikroorganismu (viz piiloha 1).

Vzorky stolic byly vySetfeny na celkové poéty anaerobnich bakterii (Wilkins-Chalgren
anaerobe agar, Oxoid, UK), na pfitomnost RRBM (Wilkins-Chalgren anaerobe agar, Oxoid,
UK; doplnéno o 100 mg/l mupirocinu, 100 mg/1 rifampicinu, 1 ml/l octové kyseliny), gram-
negativnich bakterii (Wilkins-Chalgren anaerobe agar, Oxoid, UK; doplnéno o G-N Anaerobe
Selective Supplement, Oxoid, UK), Enterococcus spp. (Slanetz-Bartley medium, Oxoid, UK)
a Escherichia coli (TBX medium, Oxoid, UK). Pro kvantifikaci Clostridium spp. byla pouzita
metoda fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) skity specifickymi pro Clostridium
butyricum group (RiboTechnologies, The Netherlands). Misky zality médiem pro celkové
pocty anaerobnich mikroorganismli, gram-negativni bakterie a RRBM byly anaerobné
inkubovany v anaerostatech (Anaerobic Plus System, Oxoid, UK) pii 37 °C po dobu
48 hodin. Enterococcus spp. byl kultivovan aerobné pti 37 °C po dobu 48 hodin a Escherichia

coli také aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. Analyza vzorku stolic mysi byla provedena za
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ucelem potvrzeni osidleni bezmikrobnich mysi pravé kojeneckou mikrobiotou ze smésného

vzorku stolice.

4.2.2.1 Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescenc¢ni in situ hybridizaci (FISH) lze zatadit mezi zakladni metody molekularni
cytogenetiky s principem zviditelnéni sekvence nukleovych kyselin na mikroskopickém
preparatu pod fluorescenénim mikroskopem. FISH je Siroce vyuzivanou metodou k detekci
normalni ¢i aberantni DNA sekvence v intaktni bunce, at’ uz v interfazi, metafazi, Ci
Vizolovaném chromozomu pomoci oznaceni sekvence nukleové kyseliny vysoko-
energetickym fluoroforem (Bartlett, 2004). Molekularni hybridizaci lze identifikovat polohu
DNA sekvence in situ, neboli v jeji ptirozené pozici v chromozomu. Pravé k identifikaci
a kvantifikaci pfirozené se vyskytujicich sekvenci v biologickém vzorku je pouZivana
molekularni hybridizace pomoci zna¢ené sekvence DNA nebo RNA sondy (O'connor, 2008).

Kvantifikace Clostridium spp. byla provadéna metodu FISH. Cerstvé smésné vzorky
stolice mys$i (se zaznamenanou navazkou) byly odstfedény (14500 otacek/5 minut),
supernatant byl slit ausazené pelety byly resuspendovany v 500 ul MCPX1 pufru
(RiboTechnologies, The Netherlands). Tento proces byl zopakovan a poté bylo ptidano 50 ul
roztoku Fixative (RiboTechnologies, The Netherlands) s promichanim a inkubaci pi#i 4 °C po
dobu 30 minut. Po inkubaci byly zkumavky sto¢eny (14500 otacek/5 minut), supernatant byl
slit a pelety opét resuspendovany v 500 ul MCPX1 pufru. Tento proces byl opét zopakovan
s rozdilem resuspendace pelet v 500 ul Solution A (RiboTechnologies, The Netherlands)
a dalsi inkubaci pii —30 °C po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci bylo z kazdé zkumavky odebrano 50 pl roztoku do dvou cistych zkumavek
— do jedné zkumavky bylo ptidano 50 ulroztoku specifické Kklostridialni sondy
(RiboTechnologies, The Netherlands) ado druhé 50 pl Dbifidobakterialni sondy
(RiboTechnologies, The Netherlands). Takto pfipravené zkumavky s roztoky byly podrobeny
hybridizaci v termobloku p#i 50 °C za nepfistupu svétla po dobu minimalné 10 hodin. Béhem
této inkubaci probihalo navazani specifické sondy na bakteridlni RNA.

Po hybridizaci byly vzorky pievedeny do MCWI1 pufru (RiboTechnologies, The
Netherlands) a poté byly prefiltrovany pies filtra¢ni papir, ktery byl po uschnuti vlozen na
kapku Mounting Fluid (RiboTechnologies, The Netherlands) na podloZznim sklicku. Kapka
Mounting fluid byla aplikovana i na filtra¢ni papir svrchu a poté bylo ptilozeno kryci skli¢ko.
Takto pripravené preparaty byly prohlédnuty fluorescenénim mikroskopem (Nikon Eclipse

E800 VFM, Japan), a zarovein znich bylo pofizeno 10 snimkt slouzicich k nasledné
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kvantifikaci programem LUCIA General 5.10 (ptiloha 2, 3). Poté byl proveden piepocet na

pocet bakterii v gramu vzorku dle vzorce:

Pocet bakterii/gram vzorku

_ X (prlimérny pocet pozitivnich bunék v zorném poli) X M (celkovy pocet poli filtru) x Df (dilu¢ni faktor)
a S (navazka smésného vzorku stolice mysi v gramech)

4.2.3 Smés OMM a MM s RRBM v humanizovanych mySich

Schopnost ristu RRBM, ktery byl pouzit v in Vivo testovani s cilem jeho sledovani pii
kompetici s kojeneckym vzorkem stolice (od kojencti porozenych cisafskou sekci bez
bifidobakterii v jejich mikrobiot€) a vzniku mozného synbiotického efektu s prebiotikem, byla
testovana na tfech médiich — médium s oligosacharidy matefského mléka (OMM), médium
s matefskym mlékem a médium kontrolni. Pieziti RRBM bylo ovéfovano kultivaci na W+SP
médiu s pridavkem mupirocinu (100 mg/l), rifampicinu (100 mg/l) a octové kyseliny (1 ml/l).
Nasledné byl RRBM re-identifikovan pouZitim druhové-specifické PCR.

Humanizované mysi byly dva tydny po kolonizaci rozdéleny do tfi skupin. Kazda
skupina byla sloZzena ze dvou samci a dvou samic. Prvni pokusné skupiné byla podavana
voda s OMM o koncentraci 7 g/l a byl ji oralné¢ gavazovan RRBM (Mielcarek et al., 2011).
Druhé pokusné skupiné bylo podavano matefské mléko bez vody a byl ji také oralné
gavazovan RRBM. Tteti skupina byla skupinou kontrolni, a proto ji nebyly podavany OMM,
mateiské mléko a ani ji nebyl oralné gavazovan RRBM.

Mateiské mléko bylo ziskano z Ustavu pro pééi o matku a dité (Praha) a bylo o3etieno
Holderovou metodou — tepelné oSetfeni pii 62,5 °C/30 minut — zajist'ujici minimalni vliv na
obsah laktoferinu, sIgA a lysozymu v matei'ském mléce (Peila et al., 2016). Bifidobakterialni
probioticky kmen — RRBM — byl kultivovan ve W+SP médiu Se s6jovym peptonem (5 g/l),
a poté byl centrifugovan (14500 otacek/5 minut). Po odstfedéni narostlé kultury byl odstranén
supernatant a z usazenych bakterialnich bunék na dné zkumavky byla resuspendaci ve
fyziologickém roztoku piipravena bakterialni suspenze o koncentraci 10’ KTJ/ml.
200 pl takto piipravené probiotické suspenze bylo zavadéno oralni gavazi prvni a druhé
pokusné skuping mysi kazdy tieti a &tvrty den (2:10° KTJ/ml RRBM).

Kazdy treti den byl z kazdé pokusné i1 kontrolni skupiny mys$i odebran Cerstvy smésny
vzorek stolice do zkumavek s W+SP médiem s anaerobnimi podminkami (bez ptitomnosti
kysliku v CO, prostiedi). Takto odebrané vzorky byly neprodlené pitevezeny na KMVD
vV Praze, kde byly provadény rozbory pomoci deskové metody stanovujici piitomnost

jednotlivych skupin mikroorganismii pomoci selektivnich médii a metody FISH
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(Clostridium). Po 14 dnech bylo provedeno ukonéeni pokusu, a to anestezii mysi (3—4 hodiny
po odebrani pitek) a néaslednym aseptickym odebranim jejich orgéni (zabranéni kiizové

bakterialni kontaminaci) — periferni krve, mezenterickych lymfatickych uzlin, sleziny a stiev.

4.2.4 Méreni koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu
U kazdého smésného vzorku stolice, ktery byl odebran mysim, byla provedena analyza
primarnich metabolitl iontové-vyménnou chromatografii s potlacenou konduktivitou

(Katedra pedologie a ochrany ptid, CZU, Praha).

4.2.5 Analyza cytokini

Ze sleziny mySi byly asepticky pfipraveny jednobunécné suspenze. Buinky sleziny
(6:10°/v jamce) byly naslednd kultivovany v médiu (RPMI 1640 medium s 10% tepelnou
inaktivaci FBS, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicilinu a 100 ul/ml streptomycinu; vS§echno
Sigma-Aldrich, USA) pii 37 °C v CO, po dobu 48 hodin. Koncentrace IL-4, IL-6, 1L-10
a IFN-y v bunéném supernatantu byly detekovany pomoci MILLIPLEX MAP Mouse
Cytokine/Chemokine Panel (Milipore Corporation, USA). Hladiny TNF-a byly zjistény
metodou ELISA Ready-Set-Go! Kits (eBioscience, USA) podle instrukci vyrobce. Tato
analyza byla provadéna v Laboratofi gnotobiologie (Mikrobiologicky tustav AV CR, v. v. i.,
Novy Hradek).

4.2.6 Statistické vyhodnoceni

Statisticka analyza byla provedena pomoci dvou-vybérového T-testu s rovnosti rozptyld
v programu Microsoft Excel (Microsoft Office 2013 Professional Plus) a pomoci Multiple Range
Tests (Duncan‘s Multiple Range Tests) pii P <0,05 v programu Statgraphics Centurion XV.II
(Manugistics, Rockville, MD, USA).

43



5 Vysledky

5.1 Invitro

5.1.1 Rist RRBM na OMM

Schopnost ristu RRBM byla testovana na smésich oligosacharidi matetského mléka
(Smé¢s OMM 1-3) izolovanych ze smésnych vzorkti matefskych mlék, na fukose
a sialyllaktose. Z nasledujici tabulky (tab. 1) je patrné, ze vzhledem k vétsimu zdroji uhliku
byly 1épe utilizovany testované smési OMM, oproti fukose a sialyllaktose. Vzhledem
k inokulaéni davee 10* KTJ/ml je nutno konstatovat, Ze ke svému riistu byl RRBM schopen

vyuzit vSechny testované substraty.

Tabulka 1: Rist RRBM (log KTJ/ml) na oligosacharidech

Fukosa

6,58 + 0,02°

Smés OMM 1 | Smés OMM 2 | Smés OMM 3

8,27 +£0,04° | 8,65+0,02°

Médium Sialyllaktosa

log KTJ/ml | 8,17 0,04 6,43 £0,16°

Hodnoty jsou priméry + smérodatné odchylky (SD) z minimalné tii hodnot. Statisticka
analyza byla provedena pomoci Multiple Range Testu (P <0,01) v programu Statgraphics
Centurion XV.1I (Manugistics, Rockville, MD, USA). Hodnoty s odlisnym hornim indexem

se od sebe statisticky vyznamné lisi na hladiné vyznamnosti a = 0,01.

5.1.2 Kompetice a re-identifikace izolata
Vysledkem kompetice jsou prumérné hodnoty narostlych skupin mikroorganismi na

jednotlivych mediich — oligosacharidy matefského mléka (OMM), kontrolni médium

(W+SP), matei'ské mléko (MM) a jejich smérodatné odchylky (tab. 2).

Tabulka 2: Rast jednotlivych skupin mikroorganismi (log KTJ/ml) na oligosacharidech
matei'ského mléka, na W+SP médiu a na matefském mléce — Multiple Range Test

Skupiny OMM W+SP MM

bakterii Kontrola RRBM Kontrola RRBM Kontrola RRBM
CP 9,00+ 0,23° | 9,04+0,34% | 9,48+0,28" | 9,36+0,29° | 8,97+0,25 | 9,16+0,37®
G- 7,27+0,90” | 7,54+0,86™ | 8,11+0,57° | 7,91+0,74° | 6,52+1,26" | 5,18+0,77°

Clostridium | 7,43 +1,02° ND 724 +1,19° ND 7,73 £1,76% ND

RRBM ND 8,27 0,57 ND 8,16 + 0,367 ND 8,23 + 1,40
EC 9,28 +1,05° | 9,01+0,89° | 9,41+0,72° | 9,13+0,48 | 872+036" | 7,13+1,71°
ENT 8,71 £0,42° | 8,15+1,20" | 8,99+0,28 | 8,69+0,63 | 7,33+1,31% | 6,69+ 1,66
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Pozn.: CP — Celkové pocty bakterii, G- — Gram-negativni bakterie, RRBM — rifampicin-
rezistentni mutant, EC — Escherichia coli, ENT — Enterokoky, OMM - oligosacharidy
matefského mléka, W+SP — kontrolni médium, MM — matefské mléko.

Hodnoty jsou pruméry 4 smérodatné odchylky (SD) z minimdln€¢ tii hodnot.
Zkratka ND znamena nedetekovatelnou hodnotu log KTJ/ml. Detekéni limit pro nami
pouzitou metodu byl 3 log KTJ/ml Statistickd analyza byla provedena pomoci Multiple
Range Testu (P <0,05) v programu Statgraphics Centurion XV.Il (Manugistics, Rockville,
MD, USA). Hodnoty v fadcich s odliSnym hornim indexem se od sebe statisticky vyznamné

1i$1 na hladin¢€ vyznamnosti o = 0,05.

Po kompetici byla ovéfena pfitomnost RRBM biochemickymi a molekularné-
genetickymi testy na troven rodu a druhu (tab. 3). VSechny ¢isté kultury odebranych izolatt
po in vitro kompetici byly identifikovany na uroven rodu jako bifidobakterie a zaroven také

byly potvrzeny a re-identifikovany jako RRBM — Bifidobacterium longum subsp. infantis.

Tabulka 3: Identifikace RRBM pomoci biochemickych a molekularné-genetickych testi

Cislo vzorku | Potet izolati | P. &istych kultur |  F6PPK PCR
1 12 12 12 12 RRBM
2 25 25 25 25 RRBM
3 21 18 18 18 RRBM
4 13 13 13 13 RRBM
5 13 13 13 13 RRBM
6 13 8 8 8 RRBM
7 15 14 14 14 RRBM
8 15 15 15 15 RRBM

Pozn.: F6PPK - fruktoso-6-fosfat fosfoketolasa (rodova identifikace), PCR -

polymerazova fetézova reakce (druhova identifikace), RRBM — rifampicin-rezistentni mutant.

5.1.3 Méreni koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu (in vitro)

Koncentrace t€kavych mastnych kyselin a laktatu (mmol/l) byly analyzovany 24 hodin
po in vitro inkubaci v pfitomnosti vzorku kojenecké stolice se synbiotickou smési OMM s/bez
RRBM, MM s/bez RRBM a kontroly s/bez RRBM (obrazek 4, piiloha 4).

Statisticky vyznamné rozdily v koncentraci laktatu byly zjistény mezi skupinami

s OMM bez RRBM a OMM s RRBM; s MM bez RRBM a MM s RRBM. Rozdil koncentraci
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acetatu a butyratu byl vyznamny mezi skupinami s MM bez RRBM a MM s RRBM.
Vyznamny rozdil byl dale zjistén i u koncentrace laktatu mezi skupinami s MM s RRBM
a kontrolou bez RRBM, a také mezi skupinami s MM s RRBM a kontrolou s RRBM.

Obrazek 4: Koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu (in vitro)
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* Statisticky vyznamny rozdil naméfenych hodnot na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

5.2 Invivo

Po 14 dnech po provedené humanizaci BALB/c mysi byly celkové pocéty anaerobnich
bakterii ve vSech experimentalnich skupinach stejné — 9,99 + 0,78 log KTJ/g — jako ve smési
kojenecké stolice pouzité ke kolonizaci — 8,95 + 0,17 log KTJ/g.

Pocty Escherichia coli zistaly stejné ve vSech skupinach v pribéhu celého in vivo
pokusu (9,43 £ 0,73 log KTJ/qg).

Pocty gram-negativnich bakterii u druhé pokusné skupiny (MM + RRBM) nebyly
ovlivnény vzhledem ke skupiné kontrolni (8,50 + 1,52 log KTJ/g), zatimco u prvni pokusné
skupiny (OMM + RRBM) byly po¢ty snizeny z 8,48 log KTJ/g na 5,60 log KTJ/g.

Pocty Enterococcus spp. byly snizeny z 10,36 log KTJ/g na 5,58 log KTJ/g u prvni
i druhé pokusné skupiny ve srovnani se skupinou kontrolni (8,74 + 0,40 log KTJ/g), ve které

se pocty béhem pokusu nezménily.
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RRBM byl schopen kolonizovat stfevni trakt mysi prvni pokusné skupiny s OMM po
dobu 4 dnd a u mysi druhé pokusné skupiny s MM po dobu 8 dni (obrazek 5, 6), po nichz
vymizel. U prvni pokusné skupiny nebyl RRBM detekovan jiz po druhém podani probiotika —
8 dni po prvni aplikaci — ani po opakovaném podani (detekéni limit byl 3 log KTJ/g). U druhé
pokusné skupiny s MM byly pocty RRBM snizeny z 9,30 log KTJ/g na 5,31 log KTJ/g a po
11 dnech doslo k jeho Gplnému vymizeni.

Ve vzorcich mysi stolice po humanizaci byly detekovany vysoké pocty klostridii
(9,15 log KTJ/g). Vyznamné snizeni poctu klostridii bylo zjisténo u prvni i druhé pokusné
skupiny ve srovnani se skupinou kontrolni. B€hem 15 dnd bylo u prvni pokusné skupiny
s OMM detekovano snizeni poc¢ta klostridii z 7,39 log KTJ/g na 5,52 log KTJ/g. U druhé
pokusné skupiny s MM bylo také detekovano snizeni poétu klostridii spolu se snizenim poctu
RRBM a po 15 dnech pokusu jiz nebyly klostridie detekovany vibec. Jejich pocty byly
snizeny z 7,15 log KTJ/g z prvniho dne az pod limit detekce (< 5 log KTJ/g) ve srovnani
s kontrolni skupinou, u které byl zjistén pouze mirny pokles jejich poc¢tu z 7,84 log KTJ/g na
7,65 log KTJ/g (obrazek 7).

Obrazek 5: Poéty bakterii (log KTJ/g) ve stolici humanizovanych BALB/c mysi (OMM
s RRBM)
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Obrazek 6: Poéty bakterii (log KTJ/g) ve stolici humanizovanych BALB/c mysi (MM s RRBM)
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Obrazek 7: Pocty bakterii (log KTJ/g) ve stolici humanizovanych BALB/c mySich (kontrola)
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5.2.1 Méreni koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu (in vivo)

Koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu (mmol/kg) byly méfeny ve vzorku
stolic humanizovanych BALB/c mysi po in vivo kompetici se synbiotickou smési OMM
s RRBM, MM s RRBM a u kontrolni skupiny (obrazek 8, ptiloha 5).

Obrazek 8: Koncentrace té€kavych mastnych kyselin a laktatu (in vivo)
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* Statisticky vyznamny rozdil naméfenych hodnot na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

Vyznamné rozdily Vkoncentraci butyratu byly zjiStény mezi prvni pokusnou
(4,07 mmmol/kg) a kontrolni skupinou (7,80 mmol/kg), a také mezi druhou pokusnou
(3,68 mmol’kg) a kontrolni skupinou (7,80 mmol/kg), coz koreluje se snizenim poctu
klostridii. Mezi prvni pokusnou a kontrolni skupinou byl také vyznamny rozdil v koncentraci

propionatu.

5.2.2 Analyza cytokini

U prvni pokusné skupiny s OMM bylo detekovano vyrazné zvyseni hladiny
protizanétlivého cytokinu IL-10 ve srovnani se skupinou kontrolni. U skupin, jimz byl
podavan RRBM — prvni a druhd pokusnd skupina — bylo zji§téno zvySeni hladin IL-10.
U prvni pokusné skupiny bylo také detekovano vyrazné zvySeni hladiny prozanétlivych

cytokinii IL-6, TNF-a a IFN-y ve srovndni s ostatnimi skupinami. ZvySené hladiny téchto
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prozanétlivych cytokinli byly zjistény také u druhé pokusné skupiny s MM ve srovnani se

skupinou kontrolni (obrazek 9).

Obrazek 9: Analyza cytokinti
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Pozn.: SPL supernatant — supernatant jednobunécné suspenze ze sleziny mysi, 1L-10 —
interleukin 10, IL-6 — interleukin 6, TNF-a — faktor nadorové nekrozy (,,tumor necrosis
factor®), IFN-y — interferon y, OMM - oligosacharidy matetského mléka, MM — matefské

mléko, RRBM — rifampicin-rezistentni mutant.
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6 Diskuze

Cilem této prace bylo zjistit vliv synbiotickych vlastnosti oligosacharidii matetfského
mléka (OMM) a bifidobakterii v porovnani s matefskym mlékem (MM) a bifidobakteriemi
a zaroven jejich vliv na novorozenecky stievni mikrobiom po cisafské sekci v podminkach
invitro a in vivo. Béhem prvniho dne in vivo testovani nebyly zjistény zadné vyznamné
rozdily. Délka podavani probiotika byla uréena na zaklad¢ predchozich studii u lidi a mysi,
které byly provedeny v rozmezi od 7 (Nakayama and Oishi, 2013) do 14 dni (Monteagudo-
Mera et al., 2016). Kolonizaci stfevniho traktu rifampicin-rezistentnim mutantem (RRBM)
bylo zptsobeno snizeni poc¢tu Clostridium spp. od 8. dne po podavani synbiotik (skupina
s MM a RRBM). Monteagudo-Mera et al. (2016) a Nakayama and Oishi (2013) uvadéji, ze
podavani synbiotika po dobu jednoho tydne bylo dostateéné K detekci zmén v mikrobioté
mysi u skupin bakterii Clostridium spp. a gram-negativnich bakterii.

Doporucenou denni davkou prebiotik pro ¢lovéka bylo v fad¢ studii uvadéno mnozstvi
8-15 g/den (Macfarlane et al., 2008), nicméné bifidogenni efekt prebiotik byl pozorovan jiz
od davky 5 g/den (Anthony et al., 2006). Koncentrace OMM — 7 g/l — pouzita v nasem in vivo
pokusu byla ptiblizné stejna jako koncentrace oligosacharidi v matetském mléce — v pruméru
5-20 g/l (Bode, 2012; Gabrielli et al., 2011). Pfi podavani 1 g galaktooligosacharidi na
Kilogram hmotnosti mysi byl zaznamenan zvySeny vyskyt bifidobakterii a laktobacili.
Rovnéz byl zjistén vliv prebiotickych oligosacharidti na koncentrace tékavych mastnych
kyselin (Pan et al., 2009), coz bylo v této praci také potvrzeno.

Tékavé mastné kyseliny — acetat, butyrat, propionat — jsou primarnim produktem
mikrobialni fermentace prebiotik, jsou zdrojem dobfe a rychle vyuzitelné energie a podileji se
na metabolismu hostitele (Yang et al., 2013). Je pravdépodobné, Ze tékavé mastné kyseliny
vykazuji urcitou souvislost mezi dietou, stfevni mikrobiotou a imunitni reakci a je tedy
ziejmé, ze jejich tvorba pozitivné ovliviiuje lokalni metabolické procesy tlustého stfeva
arozvoj traviciho systému jako takového (Oozeer et al., 2013). V této souvislosti bylo
zjiSténo, Ze acetat, ktery byl syntetizovan bifidobakteriemi, zvySoval stfevni obranu hostitele
proti infekci. Tato ochrana byla zprostiedkovana burikami epitelu (Ventura et al., 2014).

V nasi in vitro kompetici byly zjistény vyznamné rozdily koncentrace laktatu v ramci
skupiny s OMM a skupiny s MM. Tyto rozdily byly zpisobeny inokulaci probiotického
RRBM. Je totiz znamo, Ze metabolickym produktem Bifidobacterium spp. je laktat a acetat
v poméru 2:3 (De Vries and Stouthamer, 1967; Gupta et al., 2016). Dale byly zjistény

I vyznamné rozdily v koncentraci acetatu a butyratu v ramci skupiny s MM. Pfi méfeni
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koncentrace t€kavych mastnych kyselin po in vivo kompetici byly zjistény vyznamné rozdily
koncetraci butyratu mezi prvni pokusnou a kontrolni skupinou a zaroven také mezi druhou
pokusnou a kontrolni skupinou, coz koreluje se snizenim poctu klostridii. Zaroven byl také
zjistén vyznamny rozdil koncetraci propionatu mezi skupinou prvni a kontrolni.

U skupiny mys$i s OMM a u skupin, jimz byl podavan RRBM in vivo, byla zjisténa
produkce cytokinu IL-10 byla spojovana s jeho ochrannym efektem pii zanétlivych
onemocnénich stfev. Nicmén€, u skupin mysi s OMM byly vyrazné produkovany
I prozanétlivé cytokiny IL-6, TNF-a a IFN-y, které pak byly v mensim mnozstvi produkovany
i u skupiny mysi s MM. Produkce téchto cytokinii byla pravdépodobné ovlivnéna piijmem
synbiotik, respektive probiotik a prebiotik. Na zakladé této tivahy plynouci z vysledkd nasi
in vivo studie by tedy bylo pravdépodobné, ze spravna funkce a vyvoj imunitniho systému
organismu by mohla byt podporovana piijmem prebiotickych OMM, nebo synbiotik
obsahujicich OMM s RRBM. Zaroven by bylo mozné, Ze tento vliv by mohl byt mirné
zpusoben i pfijmem MM nebo synbiotik obsahujicich MM s RRBM.

Po ukonceni pokusu pitvou mysi bylo zjisténo, ze podavanim OMM byla zptisobena
davce fruktooligosacharidii ¢i inulinu vy$$i nez 15 g/den (Stone-Dorshow and Levitt, 1987)
a také pii davce oligofruktosy vyssi nez 30 g/den (Frangois et al., 2014).

Aloisio et al. (2012) a Mazzola et al. (2015) doporucuji po in vitro testovani probioticky
kmen Bifidobacterium breve B632 spolu s prebiotickymi galaktooligosacharidy (Vivinal®)
a fruktooligosacharidy (Actilight®950P) jako vhodné soucasti synbiotik pro kojence.
Nicméné ucinek synbiotik in vivo mize byt rizny. Pravé proto byl v fadé dalSich in vivo
studii dale zkouman vliv synbiotik — kombinace probiotik a prebiotik — na sloZeni
gastrointestinalni mikrobioty. Vlastni efekt synbiotika, které je podavano s cilem prospésné
ovlivnit stfevni mikrobiotu hostitele, jesté nebyl zcela prozkouman a vysledky synbiotického
vlivu jsou tedy pomérné omezené (Saulnier et al., 2008). V soucasné dob¢ jsou provadény
nové in vivo metody selekce probiotik pro pouziti do synbiotik. Principem této metody je
izolace probiotickych bakterii ze stolice jedince, kterému byly pfedem podéavany prebiotika.
Po izolaci v této studii byly nasledné vlastnosti probiotického kmene po in vivo selekci
ovéfeny na krysim in vivo modelu podavanim probiotika, prebiotika a synbiotika. Vysledkem
bylo zjisténi, ze selekce probiotika in vivo by mohla byt vhodnou metodou pro zajisténi
lepsich  vlastnosti  a konkurenceschopnosti  probiotika jako  soucasti  synbiotika

Vv gastrointestinalnim traktu hostitele (Krumbeck et al., 2015). Bindels et al. (2015) testoval

52



ucinek synbiotik in vivo umysi s indukovanou leukémii. Tento pfijem byl spojovan
s modifikaci mikrobioty mysi ve prospéch znovuvytvofeni mikrobidlni homeostaze,
prodlouzeni jejich preziti a snizeni kachexie.

Soucasti vystupu naseho in vitro testovani bylo zjisténi, ze kombinaci OMM s RRBM
Ize ziskat potencialni synbiotikum pro kojence, a proto byla tato smés dale testovana in vivo
ve zvifecim modelu. Nejvyssi synbioticky efekt in vitro testovani byl detekovan u varianty
MM jako prebiotika s RRBM jako probiotikem, u které byly nejvyraznéji snizeny pocty
potencialné patogennich gram-negativnich bakterii. Niz§i synbioticky efekt vykazovala také
varianta OMM spolu s RRBM, u které byly opét pocty gram-negativnich bakterii vyrazné
snizeny oproti kontrole. RRBM byl detekovan ve stejnych poctech ve vSech médiich, do
nichz byl inokulovan. Bifidogenni efekt OMM nebyl tak vyrazny jako u MM pravdépodobné
proto, Ze OMM poskytuji pouze komplexni cukry — oligosacharidy — jako zdroj uhliku,
zatimco MM dale poskytuje i jednodus$i a snadnéji fementovatelné cukry — glukosu,
galaktosu a laktosu. MM navic dale obsahuje i antimikrobialni faktory — laktoferin,
laktofericin, lysozym a antimikrobialni peptidy, které inhibuji rist patogent (Field, 2005). Je
zajimavé, Ze antimikrobidlni enzym lysozym, ktery rozklddd bunécnou sténu gram-
pozitivnich ~ bakterii  hydrolyzou p(1—4) vazby mezi N-acetylglukosaminem
a N-acetylmuramovou kyselinou (Wiesner and Vilcinskas, 2010), nezptsobil inhibici rdstu
RRBM (Bifidobacterium longum subsp. infantis) patficiho do této skupiny bakterii. Jiz diive
bylo zjisténo, ze nékteré gram-pozitivni bakterie — Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
longum — jsou lysozym rezistentni a maji vybornou ristovou schopnost v matefském mléce
(Rockova et al., 2011), ve kterém muze byt lysozym obsazen v koncentracich az 400 ug/ml
(Clare et al., 2003).

Saulnier et al. (2008) potvrdil synbioticky u¢inek fady kombinaci fruktooligosacharida
spolu s Lactobacillus fermentum, Lb. plantarum, Lb. paracasei a Bifidobacterium longum, pti
kterém byl riist probiotik stimulovan prebiotiky. Byly zvySeny pocty prospéSnych a sniZzeny
pocty potencidlné patogennich bakterii a ve srovnani pouze s probiotickym uU¢inkem byl
synbioticky u¢inek vyznamnéjsi. Uvadi dale nezbytnost dalsiho in vivo testovani. Pfestoze byl
rast stievnich bakterii na oligosacharidech matetského mléka in vivo testovan jiz diive, také
Wang et al. (2015) uvadi nezbytnost dalsiho in vivo testovani pro potvrzeni prebiotickych
ucinkil oligosacharidii matetského mléka na stimulaci prospésné sttevni mikrobioty kojence.

Jak jiz bylo zminéno, Synbioticky u¢ineck OMM s RRBM byl prokazan pouze v in vitro
testovani. Je pravdépodobné, ze in vivo modely mysi nejsou vzdy zcela vhodné a jsou casto

kritizovany z diivodu riznych omezeni. Pfestoze in vivo modely mohou poskytovat pomérné
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presné vysledky, nejsou vzdy v dokonalém souladu s testy na lidech. Je zfejmé, ze mys neni
sedmdesatikilovy ¢loveék (Leist and Hartung, 2013; Seok et al., 2013) ani ttikilovy
novorozenec. Presto tyto modely stale poskytuji fadu dalezitych informaci. Zvifeci modely
byly pouzity i pro testovani bezpecnosti nékterych OMM, konkrétné k objasnéni jejich funkce
ve stievé novorozence spolu s lakto-N-tetraosou z MM (Coulet et al., 2014; Coulet et al.,
2013).
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7  Zavér

- Vin vitro kompetici bylo potvrzeno, ze RRBM izolovany z probiotika Infloranu je
vhodnym probiotickym kmenem pro kojence a v kombinaci spolu s prebiotickym MM nebo
OMM by mohl byt potencialnim kojeneckym synbiotikem se schopnosti inhibovat rust
potencialné patogennich bakterii.

- V in vitro vykazoval RRBM dobrou rastovou schopnost ve vSech médiich, do kterych
byl inokulovan. Nejvyraznéjsi snizeni poctu potencialné patogennich bakterii (gram-negativni
bakterie a E. coli) bylo zjisténo u média s MM a RRBM. Laktobacily nedosahly detekéniho
limitu (3 log KTJ/ml).

- V in vivo kompetici u mySiho modelu nebyl potvrzen synbioticky G¢inek, ale ptesto
bylo detekovano vyrazné snizeni poctu Clostridium spp. u obou pokusnych skupin (OMM
+ RRBM, MM + RRBM) a zaroven i snizeni po¢tu gram-negativnich bakterii u prvni pokusné
skupiny (OMM + RRBM).

- Existuje malo in vivo studii a zaroven n€které zvifeci modely nejsou zcela vhodné pro
testovani s OMM. Ve zvifecim modelu nelze zcela ptesné nasimulovat vlastnosti a funkce
lidského organismu. Pfesto jsou tyto modely nenahraditelné pro testovani bezpecnosti
funk¢nich potravin — prebiotik, probiotik a synbiotik. Testovani OMM a probiotickych
bakterii in vivo by mélo byt predmétem dal§iho zkoumani.

- Probioticky RRBM vykazoval imunostimula¢ni u¢inky na imunitni systém hostitele,
které byly jesté zesileny podanim prebiotickych OMM ve srovnani s MM. Byla vyvolana
specificka imunitni odpovéd” — tvorba protilatek — o ¢emz svéd¢i zvySena hladina IL-6 ve

skupinach, jimz byl podavan RRBM.
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9 Prilohy

Ptiloha 1: Selektivni média pro riist mikroorganismu

Mikroorganismy

SloZeni média na 100 ml dH,O

Podminky
kultivace

CP anaerobnich
mikroorganismui

4,39 W agar, 0,59 SP, 0,05 g Cys,
0,1 ml Tween (Sigma, US)

AN, 37 °C/24 hodin

Gram-negativni
bakterie

4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 5 ml koniska
krev, 2 ml suplement pro gram-negativni bakterie

AN, 37 °C/24 hodin

Bifidobacterium - MUP

4,3 g W agar, 0,59 SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween
(Sigma, US), 100 pl octova k., MUP (100 mg/l)

AN, 37 °C/24 hodin

Bifidobacterium - NORF

4,3 g W agar, 0,59 SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween
(Sigma, US), 10 mI NORF, MUP (100 mg/l)

AN, 37 °C/24 hodin

RRBM - RIF

4,3 g W agar, 0,59 SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween,
100 ul octova kyselina, MUP (100 mg/l),
1 ml RIF (100 mg/Il)

AN, 37 °C/24 hodin

Lactobacillus

6 g Rogosa agar, 132 ul octova kyselina

MAE,
37 °C/24 hodin

Enterococcus

4,2 g Slanetz & Bartley medium

AE, 37 °C/48 hodin

Escherichia coli

3,66 g TBX agar

AE, 37 °C/24 hodin

Pozn.: CP — celkové po¢ty, RRBM - rifampicin-rezistentni mutant, W agar — Wilkins-

Chalgren Anaerobe Agar, SP — Sojovy pepton, Cys — cystein, MUP — mupirocin, NORF —

norfloxacin, RIF — rifampicin, AE — aerobn¢, AN — anaerobn¢, MAE — mikroaerofilné.

Vyrobcem jednotlivych slozek médii je OXOID (UK), pokud neni uvedeno jinak.

Ptiloha 2: Vizualizace FISH — Bifidobacterium




Ptiloha 3: Vizualizace FISH — Clostridium

Ptiloha 4: Koncentrace tékavych mastnych kyselin a laktatu (mmol/I) po in vitro kompetici

Tékavé mastné kyseliny

Médium
Laktat Acetat | Propionat | Butyrat

OMM 4,31 44,96 9,88 2,68
OMM + RRBM 7,96 48,17 10,40 3,29
MM 22,34 27,37 5,03 0,93
MM+ RRBM 45,78 45,66 3,60 0,26
Kontrola 5,85 44,76 14,17 5,75
Kontrola + RRBM 8,12 43,53 11,09 6,26

Pozn.: OMM - oligosacharidy matetského mléka, RRBM - rifampicin-rezistentni

mutant, MM — mateiské mléko.

Ptiloha 5: Koncentrace t€kavych mastnych kyselin a laktatu (mmol/kg) po in vivo kompetici

Tékavé mastné Kyseliny
Skupiny mysi
Laktat Acetat | Propionat | Butyrat

Prvni pokusna skupina (OMM + RRBM) 80,67 98,40 19,45 4,07
Druh4 pokusna skupina (MM + RRBM) 88,72 141,92 30,25 3,68
Kontrolni skupina 85,84 111,69 28,05 7,80

Pozn.: OMM - oligosacharidy matetského mléka, RRBM — rifampicin-rezistentni

mutant, MM — mateiské mléko.
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Pfiloha 6: Na zaklad¢é vyzkumu a této prace byl ptijat ¢lanek do védeckého ¢asopisu Beneficial
Microbes s nazvem ,,Assessment of the synbiotic properties of human milk oligosaccharides and
B. longum subsp. infantis in vitro and in humanised mice* (zobrazen proof ke ¢lanku — 2017)

Beneficial Microbes, 2017 online ARTICLE IN PRESS @ Publishers

Assessment of the synbiotic properties of human milk oligosaccharides and

B. longum subsp. infantis in vitro and in humanised mice

S. Musilova!’, N. Modrackova', P. Hermanova?, T. Hudcovic?, R. Svejstil!, V. Rada', V. Tejnecky® and V. Bunesova'

!Department of Microbiology, Nutrition and Dietetics, Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, Czech University
of Life Sciences Prague, Kantycka 129, 165 21 Prague 6, Czech Republic; *Laboratory of Gnotobiology, Institute of Microbiology
of the Czech Academy of Sciences, v.v.i., A54 9 22 Novy Hradek, Czech Republic; *Department of Soil Science and Soil Protection,
Faculty of Agrobiology, Food and Natural Resources, Czech University of Life Sciences Prague, Kamycka 129, 165 21 Prague
6, Czech Republic; musilovas@af.czu.cz

Received: 7 August 2016 / Accepted: 21 October 2016
© 2017 Wageningen Academic Publishers

RESEARCH ARTICLE
Abstract

The mode of delivery plays a crucial role in infant gastrointestinal tract colonisation, which in the case of caesarean
section is characterised by the presence of clostridia and low bifidobacterial counts. Gut colonisation can be
modified by probiotics, prebiotics or synbiotics. Human milk oligosaccharides (HMOs) are infant prebiotics that
show a bifidogenic effect. Moreover, genome sequencing of Bifidobacterium longum subsp. infantis within the
infant microbiome revealed adaptations for milk utilisation. This study aimed to evaluate the synbiotic effect of B.
longum subsp. infantis, HMOs and human milk (HM) both in vitro and in vive (in a humanised mouse model) in the
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