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Testování oligosacharidů mateřského mléka v in vivo podmínkách 

Souhrn 

Mikrobiota gastrointestinálního traktu novorozence je poměrně nestálá a způsob porodu 

významně ovlivňuje její složení. Porod císařskou sekcí je spojen s detekcí hojně zastoupených 

klostridií a nízkými počty bifidobakterií. Složení kojenecké střevní mikrobioty může být 

příznivě ovlivňováno a modifikováno podáváním prebiotik, probiotik a synbiotik. Prebiotika 

jsou nestravitelné složky potravy, které selektivně stimulují růst a aktivitu prospěšných 

bakterií v tlustém střevě. Probiotika jsou živé mikrobiální doplňky, které příznivě ovlivňují 

zdravotní stav hostitele. Synbiotika jsou kombinací prebiotik a probiotik. Prvními prebiotiky 

ve výživě kojence s bifidogenním účinkem jsou oligosacharidy mateřského mléka (OMM). 

Právě proto je mateřské mléko považováno za zlatý standard ve výživě kojence. Významná 

probiotická schopnost utilizace mateřského mléka kojeneckou mikrobiotou byla zjištěna 

u Bifidobacterium longum subsp. infantis. Součástí této diplomové práce je přehled aktuálních 

informací o kojenecké mikrobiotě a možných způsobech její modifikace, zároveň také souhrn 

informací o in vivo testování a gnotobiologii. 

Cílem této práce bylo ověření synbiotického účinku Bifidobacterium longum subsp. 

infantis s OMM, který byl zjištěn in vitro, také v in vivo podmínkách. Podáváním synbiotika 

bylo způsobeno snížení počtů klostridií a gram-negativních bakterií in vitro a také in vivo. 

V in vitro kompetici bylo zároveň detekováno i významné zvýšení počtu bifidobakterií spolu 

s významnou produkcí acetátu a laktátu. Výstupem in vitro kompetice bylo zjištění, že 

testovaný bifidobakteriální kmen je potenciálním probiotikem pro kojence a mohl by být 

použit jako vhodná součást synbiotika spolu s OMM, nebo s mateřským mlékem se 

schopností snižovat počty potenciálně patogenních bakterií. Synbiotický účinek byl dále 

testován na myším modelu in vivo, ve kterém byly u pokusných skupin (skupina s OMM 

a Bifidobacterium longum subsp. infantis a skupina s mateřským mlékem a Bifidobacterium 

longum subsp. infantis) sníženy počty Clostridium spp. U obou pokusných skupin byla 

zároveň také detekována specifická imunitní odpověď, která byla zprostředkována zvýšením 

hladiny IL-6. Nicméně, synbiotický účinek in vivo nebyl potvrzen. Zvířecí modely 

pravděpodobně nejsou zcela vhodné pro všestranné testování s nasimulováním komplexních 

podmínek lidského organismu, ale stále jsou nenahraditelné při testování bezpečnosti 

funkčních potravin. 

 

Klíčová slova: oligosacharidy mateřského 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 a combination 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. 
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1 Úvod 

Mateřské mléko je vyváženým a komplexním zdrojem živin pro novorozence, a právě 

proto je považováno za zlatý standard ve výživě novorozence a kojence. Proteiny, lipidy 

a sacharidy mateřského mléka – také oligosacharidy mateřského mléka – se zároveň podílejí 

na správném vývoji imunitního systému novorozence a jeho ochraně před propuknutím řady 

onemocnění. Tato ochranná funkce mateřského mléka je spojována s obsahem oligosacharidů 

mateřského mléka, které jsou prvními prebiotiky pro novorozence. Prebiotika jsou 

nestravitelné složky potravy, které v tlustém střevě selektivně podporují růst prospěšných 

bakterií. Střevní mikrobiota novorozence je důležitým indikátorem jeho zdravotního stavu, je 

poměrně nestálá a je ovlivňována řadou faktorů – způsobem porodu a krmení, mikrobiotou 

matky, délkou hospitalizace a poporodní péčí. Mikrobiotu gastrointestinálního traktu lze dále 

modulovat také podáváním prebiotik, probiotik a synbiotik. 

Vzhledem k příznivým vlastnostem synbiotik testovaných in vitro – oligosacharidů 

mateřského mléka s probiotikem Bifidobacterium longum subsp. infantis – na 

novorozeneckou střevní mikrobiotu by měl být prozkoumán mechanismus jejich působení 

také in vivo. Pokud by byl potvrzen synbiotický účinek in vivo, lze předpokládat možné 

použití tohoto synbiotika do budoucna. Jeho použití může vést k ovlivnění střevní mikrobioty 

novorozence ve prospěch ideálního zastoupení prospěšných bakterií vzhledem 

k bakteriím potenciálně patogenním. S tím souvisí podpora správného vývoje imunitního 

systému kojence a zároveň také podpora léčby řady kojeneckých onemocnění. 
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2 Cíl 

Cílem práce bylo testování oligosacharidů mateřského mléka v in vivo podmínkách na 

BALB/c myších v kombinaci s probiotickým kmenem – rifampicin-rezistentním mutantem – 

Bifidobacterium longum subsp. infantis, tedy ověření, zda bude potvrzen jeden z hlavních in 

vitro závěrů bakalářské práce i v podmínkách in vivo, a to vhodnost použití probiotického 

rifampicin-rezistentního mutanta spolu s prebiotickými oligosacharidy mateřského mléka jako 

součást synbiotika vhodného pro kojence. Dílčím testováním bylo i ověření možného 

synbiotického účinku mateřského mléka spolu s probiotikem. 

2.1 Hypotéza 

Oligosacharidy mateřského mléka v kombinaci s probiotikem by měly vykazovat 

synbiotický účinek. Měly by ovlivnit složení střevní mikrobioty ve prospěch příznivých 

mikroorganismů potlačením rozvoje bakterií rodu Clostridium a jejich nahrazením 

podávaným probiotickým kmenem, u kterého by měla být selektivně podpořena kolonizace. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Mateřské mléko 

Mateřské mléko (MM) je komplexní druhově specifická heterogenní biologická 

tekutina, která splňuje výživové požadavky rychle rostoucího kojence, plní funkci podpory 

rozvoje kojeneckého imunitního systému a zároveň zajišťuje určitou ochranu vůči patogenům 

(Morrow and Rangel, 2004). Tato sloučenina vznikla a dále se vyvíjela v průběhu evoluce 

a byla původně jediným zdrojem výživy pro novorozence (Zivkovic et al., 2011), která 

významně zvyšovala šanci jedince k přežití a navíc snižovala pravděpodobnost propuknutí 

řady onemocnění (Bode, 2012). Funkční vlastnosti mateřského mléka jsou zajištěny 

přítomností synergického účinku mnoha bioaktivních molekul obsažených v mlezivu a zralém 

mléku, včetně imunokompetentních buněk, imunoglobulinů, mastných kyselin, polyaminů, 

oligosacharidů, lysozymu, laktoferinu a dalších glykoproteinů a antimikrobiálních peptidů 

(Newburg, 2005). Proteiny, lipidy, sacharidy, vitamíny, minerální a esenciální látky je nutno 

zmínit jako základní nutriety mateřského mléka (McVea et al., 2000). V mateřském mléce, 

kompletně přírodní sloučenině, jsou dále obsaženy hormony, protilátky, glykany, 

glykokonjugáty a antimikrobiální látky (Pacheco et al., 2015). 

Nejvýznamnější funkcí mateřského mléka je zajištění nutričních potřeb potomků 

(Zivkovic et al., 2011), neméně důležitou vlastností je ochrana organismu před infekčními 

onemocněními (Pacheco et al., 2015) a v neposlední řadě je velmi významnou funkcí 

mateřského mléka správný rozvoj imunitního systému (Lawrence and Pane, 2007; Smith et 

al., 2003). Všechny tyto pozitivní vlastnosti mateřského mléka jsou spojovány právě 

s obsahem oligosacharidů mateřského mléka, které v této sloučenině plní funkci prebiotickou 

(Kunz et al., 2000). Vzhledem k vysokému obsahu různých variací oligosacharidů mateřského 

mléka je právě proto mateřské mléko unikátní oproti ostatním savčím mlékům (Kobata, 2010) 

a je označováno za zlatý standard ve výživě novorozenců (Walker, 2010). Hlavním rozdílem 

mezi mateřským a kravským mlékem je obsah sacharidů, proteinů, železa a fosforu (Johnson 

and Versalovic, 2012). 

Mateřské mléko je neméně významné jako zdroj energie pro novorozeneckou střevní 

mikrobiotu, která je právě přijímaným mateřským mlékem značně modifikována (Pacheco et 

al., 2015). MM je úzce spjato s rozvojem kojenecké střevní mikrobioty, pomocí níž jsou dále 

zajištěny antiinfekční, imunomodulační a metabolické funkce ovlivňující život kojence 

(Fernández et al., 2013). 
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Kojením, či podáváním mateřského mléka je pokryt vyvážený příjem všech základních 

nutrietů a ideální přísun nezbytných aminokyselin pro novorozence. Bílkoviny mateřského 

mléka se dále účastní při trávicích procesech a utilizaci nutrietů (β-kasein, α1-antitrypsin), 

absorpci minerálů a vitamínů, imunomodulaci a dalších fyziologických dějích (Lonnerdal, 

2003). Bílkoviny v mateřském mléce lze rozdělit na syrovátkový a kaseinový typ. V průběhu 

trávení dochází v žaludku ke srážení kaseinu, zatímco syrovátkové bílkoviny zůstávají 

v kapalném stavu a jsou lépe stravitelné. V závislosti na fázi laktace jsou syrovátkové 

bílkoviny v mateřském mléce zastoupeny až z 80 % (Martin et al., 2016). Kasein je velmi 

významný z hlediska nutričního, naopak imunoglobuliny A zprostředkovávají správnou 

funkci novorozenecké imunity (Niers et al., 2007). 

Tuk v mateřském mléce je velmi významným zdrojem energie, esenciálních mastných 

kyselin, nenasycených mastných kyselin, cholesterolu a je velmi důležitým rozpouštědlem 

vitamínů rozpustných v tucích (Jensen et al., 1978). 

Laktóza, jež je v mateřském mléce obsažena v koncentraci až 40–60 g/l, patří mezi 

hlavní sacharidy mateřského mléka (Kunz et al., 2000). Oligosacharidy mateřského mléka 

jsou další velmi významnou složkou MM, ve kterém jich bylo identifikováno již více jak 

200 druhů; jsou složeny z jedné molekuly laktosy, nebo z jedné či více molekul 

monosacharidů, jako je D-glukosa, D-galaktosa, L-fukosa, N-acetylglukosamin, sialová 

kyselina (Bode, 2009; LoCascio et al., 2007). 

Mateřské mléko, kromě již zmíněných živin, obsahuje také i další antibakteriální 

sloučeniny – laktoferin, laktofericin, lysozym, laktoperoxidasy, haptokorin, volné mastné 

kyseliny a antimikrobiální peptidy (Field, 2005). 

Laktoferin má antibakteriální aktivitu vůči spektru různých bakteriálních patogenů, 

která je způsobována zabavením železa či membránovou destabilizací daného patogenu. 

Tento mechanismus je způsobován kompetitivní vazbou laktoferinu na železo, jež je 

zablokováno a stává se tedy dále nepřístupné a nevyužitelné. Laktoferin vykazuje i širokou 

antivirální aktivitu, která je primárně způsobována blokací heparan sulfátu virové hostitelské 

buňky nebo interakcí s povrchovým proteinem daného viru (Jenssen and Hancock, 2009). 

Další významnou antibakteriální složkou mateřského mléka je enzym lysozym, který 

má schopnost hydrolyzovat β-1,4-glykosidickou vazbu mezi N-acetylmuramovou kyselinou 

a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanu buněčné stěny bakterií. Tato hydrolýza vazby 

inhibuje růst gram-pozitivních bakterií (Paramasivam et al., 2006). Lysozym je přirozeně 

obsažen v slzách, slinách, neutrofilních granulocytech, vaječném bílku (Lonnerdal, 2003) 

a v mateřském mléce, v němž dosahuje koncentrací až 400 µl/ml (Clare et al., 2003). 
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Příjmem mateřského mléka, jakožto nejvhodnější volby výživy pro novorozence, je 

primárně zajištěn růst a vývin kojence. Mateřské mléko je navíc bohaté na protilátky, které 

zajišťují první rozvoj adaptivní imunity v novorozeneckém gastrointestinálním traktu (Martin 

et al., 2016). 

3.1.1 Bifidogenní účinky mateřského mléka 

„Bifidogenní faktor“ mateřského mléka (také oligosacharidů mateřského mléka) byl 

původně identifikován jako bifidogenní či prebiotický účinek. Od počátku 90. let 20. století 

bylo dále zjišťováno, že oligosacharidy mateřského mléka nejsou pouze substrátem pro růst 

žádoucích bakterií kojeneckého střeva, ale mají také imunomodulační účinky, působí jako 

antiadhezivní antimikrobiální látky, jsou modulátory střevní epiteliální buněčné odpovědi, 

a také modulátory imunity, dále zajišťují přirozenou ochranu organismu proti propuknutí 

nekrotizující enterokolitidy, jsou nezbytnými živinami pro rozvoj mozku a ovlivňují 

i samotnou kojící matku (Bode, 2012). 

Z mateřského mléka byla izolována řada peptidů se schopností stimulovat růst 

bifidobakterií. Mateřské mléko navíc obsahuje i velké množství bifidogenních složek, jako 

jsou glykoproteiny, glykolipidy, fukosa, neuraminová kyselina, laktosa, N-acetylglukosamin 

a různé oligosacharidy (Coppa et al., 2008). Bifidogenní účinek mateřského mléka je spíše 

vliv komplexu vzájemně se ovlivňujících dílčích faktorů (Venema, 2012). 

3.1.2 Oligosacharidy mateřského mléka 

Oligosacharidy mateřského mléka (OMM) jsou strukturně rozmanité nekonjugované 

glykany, které jsou vysoce zastoupeny v mateřském mléce (MM), v němž svojí přítomností 

zajišťují unikátnost této přírodní sloučeniny (Bode, 2012). Po laktose a lipidech jsou OMM 

třetí nejvíce zastoupenou složkou MM (Venema, 2012). 

Kolostrum, hustá nažloutlá tekutina vylučována mléčnou žlázou několik dní před a po 

porodu, obsahuje nejvyšší koncentrace (20–25 g/l) OMM. V průběhu zrání mateřského mléka 

dochází k postupnému snižování jejich koncentrace až na 5–20 g/l (Coppa et al., 1999; 

Gabrielli et al., 2011). 

Jádro molekuly oligosacharidů mateřského mléka je složeno z pěti monosacharidových 

jednotek (glukosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialová kyselina), které jsou 

připojeny k mléčnému disacharidu laktose. N-acetylneuraminová kyselina je převládající, ne-

li i jedinou formou sialové kyseliny (Bode, 2012; Coppa et al., 2004). Vzhledem ke 

komplexnosti a jedinečnosti OMM je v současné době nemožné vyrobit oligosacharidy se 

strukturou jim identickou (Boehm et al., 2004). Komerčně dostupná prebiotika, kterými jsou 
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obohacovány kojenecké výživy, jsou limitována rozmanitostí a nestravitelností oligosacharidů 

v nich obsažených a oproti OMM mají mnohem jednodušší strukturu (Roberfroid, 2007). 

Mateřské mléko obsahuje přes 200 struktur nestravitelných oligosacharidů (Barile and 

Rastall, 2013; Coppa et al., 2006), oproti tomu v kravském mléce nejsou obsaženy 

oligosacharidy prakticky žádné (Boehm et al., 2003). I v mléce dalších hospodářských zvířat 

se oligosacharidy vyskytují velmi zřídka a jsou mnohem méně strukturálně komplexní oproti 

OMM. Neexistují žádné další dostupné přírodní zdroje umožňující příjem oligosacharidů 

mateřského mléka a z tohoto důvodu jsou kojenecké výživy uměle obohacovány 

galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy s cílem co nejvíce napodobit složení a s tím 

související pozitivní vlastnosti oligosacharidů mateřského mléka (Bode, 2012). Nicméně, jak 

již bylo zmíněno, galaktooligosacharidy, fruktooligosacharidy a další prebiotické glykany 

jsou značně strukturně odlišné od oligosacharidů přirozeně se vyskytujících v mateřském 

mléku a vzhledem k tomu, že většina biologických účinků OMM je strukturně specifická, je 

velmi nepravděpodobné, že by strukturně nejednotné oligosacharidy mohly vykazovat stejné 

zdravotní výhody jako oligosacharidy v mateřském mléce (Bode and Jantscher-Krenn, 2012). 

Dostatečný přísun OMM zajišťuje již zmíněný rozvoj imunitního systému kojence 

a pozitivně ovlivňuje jeho střevní mikrobiotu zvyšováním počtu zdraví prospěšných bakterií 

rodu Bifidobacterium, které jsou hojně se vyskytující skupinou střevních bakterií 

u zdravých kojenců kojených mateřským mlékem. Bakterie rodu Bifidobacterium jsou často 

používány jako probiotikum (Euler et al., 2005). Obecně lze tedy konstatovat, že příjmem 

OMM je zajištěn rozvoj zdravého novorozeneckého střeva a s tím související složení střevní 

mikrobioty s bifidobakteriální predominancí, a to u vaginálně porozených dětí a dětí kojených 

(Fallani et al., 2010). U kojenců porozených císařskou sekcí, v jejichž mikrobiotě dominuje 

rod Clostridium, lze v důsledku kojení předpokládat nahrazení klostridií bifidobakteriemi 

(Musilova et al., 2015). 

OMM byly původně identifikovány jako bifidogenní faktor mateřského mléka. 

V současné době jsou známy již i další prospěšné vlastnosti těchto oligosacharidů – některé 

z nich jsou demonstrovány na následujícím obrázku (obrázek 1). Oligosacharidy mateřského 

mléka fungují jako: prebiotický substrát pro růst prospěšných bakterií a zajišťují tak růstovou 

výhodu proti potenciálně patogenním mikroorganismům (A); antiadhezivní a antimikrobiální 

látky bránící přilnutí patogenu (B); modulátory intestinálních epiteliálních buněk 

a modulátory imunitního systému (C); zdroj sialové kyseliny – esenciální živiny pro vývoj 

mozku (D). OMM dále snižují adhezi leukocytů na endotelové buňky, čímž potenciálně 

snižují slizniční infiltraci (Bode, 2012). 
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Obrázek 1: Prospěšné vlastnosti oligosacharidů mateřského mléka (Bode, 2012) 

 

3.2 Vývoj mikrobioty lidského gastrointestinálního traktu 

Střevní mikrobiota je komplexní ekosystém s rozsáhlou metabolickou aktivitou 

skládající se z 10
11

–10
12

 bakterií na gram stolice a je v ní obsaženo více než tisíce 

bakteriálních druhů (Blaut and Clavel, 2007; Qin et al., 2010). Lidské střevo lze přirovnat 

k anaerobnímu bioreaktoru, který je řízen obrovským množstvím různorodých bakterií. Tato 

intestinální mikrobiota zajišťuje svými genetickými a metabolickými atributy schopnost 

získat jinak nepřístupné živiny pro lidský organismus (Bäckhed et al., 2005). 

Gastrointestinální mikrobiota má klíčovou roli ve zdraví a nemoci hostitele 

prostřednictvím jejího vlivu na výživu, patogenezi a imunologii (Young, 2012). Mikrobiální 

dysbióza gastrointestinální traktu byla spojena s několika funkčními poruchami, například se 

zánětlivým onemocněním střev (Tamboli et al., 2004), syndromem dráždivého tračníku 

(Kassinen et al., 2007), rakovinou žaludku (Parsonnet et al., 1991), obezitou (Turnbaugh et 

al., 2006) a nekrotizující enterokolitidou (de la Cochetière et al., 2004). 

Gastrointestinální mikrobiota může být považována za pomyslný orgán podílející se na 

výživě hostitele, rozvoji regulace střevní angiogeneze, ochraně před patogeny a rozvoji 

imunitní odpovědi (Johnson and Versalovic, 2012). Zásadní rolí lidské střevní mikrobioty je 
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podílení se na udržení zdravého stavu organismu podporováním střevní homeostaze, již 

zmíněnou stimulací vývoje imunitního systému a účastněním se při zpracování živin a zisku 

energie pro organismus (Maynard et al., 2012; Young, 2012). Zachování lidského zdraví 

a homeostaze v měnících se okolních podmínkách v průběhu evoluce je pravděpodobně 

spojeno právě symbiózou mezi mikrobiotou a hostitelem (Rampelli et al., 2016). 

Normální složení mikrobioty střevního traktu je velmi významné z hlediska udržení 

zdraví hostitele. Podílí se na jeho výživě, patogenezi, imunitě a zároveň zajišťuje odolnost 

daného organismu vůči kolonizaci potenciálně patogenními bakteriemi (Kleessen, 2000). 

Kolonizace gastrointestinálního traktu kojence je nezbytná pro správnou funkci 

imunitního systému a vývojovou regulaci střevní fyziologie, čímž dochází ke snížení rizika 

propuknutí onemocnění během života jedince. První kontakt novorozence s mikroorganismy 

je zprostředkován porodem, průchodem plodu porodním kanálem matky. Typ výživy a další 

postnatální faktory dále ovlivňují složení kojenecké mikrobioty (Collado et al., 2012). 

Během života člověka dochází k postupným modifikacím střevní mikrobioty. Porod je 

první fází, při níž je sterilní střevo novorozence kolonizováno mikroorganismy (Di Gioia et 

al., 2014). Několik hodin poté už je detekována přítomnost prvních bakterií v novorozenecké 

stolici (Hansen et al., 2012). Dalším velmi podstatným faktorem změny složení střevní 

mikrobioty je odstav kojence, kdy je kojencem přijímána komplexní strava. Vzhledem 

k příjmu komplexních sacharidů a živin dohází k ustálení střevní mikrobioty, která se začíná 

podobat mikrobiotě dospělého jedince. Další modifikace ve střevní mikrobiotě už jsou 

způsobovány pouze velkými změnami a zásahy do organismu a přirozeně pak také stárnutím 

organismu (Di Gioia et al., 2014; Koenig et al., 2011; Palmer et al., 2007). Odamaki et al. 

(2016) na základě výsledků své studie uvádí zřejmou souvislost v příjmu živin a také věku 

hostitele na složení jeho střevní mikrobioty. 

Fakultativní anaerobové Staphylococcus spp., Enterobacteriaceae a Streptococcus spp. 

jsou prvními bakteriemi objevujícími se ve zdravém střevě kojence první dny po porodu. 

Novorozenecké střevo je pak dále kolonizováno striktními anaeroby – Bifidobacterium, 

Bacteroides a Clostridium (Di Gioia et al., 2014; Matamoros et al., 2013). 

Mikrobiota jedince se v závislosti na čase mění, ať už složením, či počty zastoupení 

jednotlivých skupin mikroorganismů (obrázek 2). Během stárnutí organismu dochází ke 

snižování počtu bifidobakterií a s tím k souvisejícímu zvyšování počtu klostridií. Hlavní 

složkou mikrobioty dospělého gastrointestinálního traktu člověka jsou především kvasinky 

a bakterie (Kasper, 2001). 
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Obrázek 2: Složení střevní mikrobioty člověka v závislosti na čase (Mitsuoka, 1982) 

 

Na následujícím obrázku (obrázek 3) jsou graficky znázorněny jednotlivé etapy 

mikrobiálního osídlení střeva se zastoupením mikroorganismů od porodu do tří let dítěte 

(Arrieta et al., 2014). Nad každou fází růstu dítěte jsou v jednotlivých kruzích demonstrovány 

nejvíce zastoupené bakteriální čeledi. Velikost kruhu je přímo úměrná relativní hojnosti 

zastoupení bakteriálního taxonu v mikrobiotě dítěte. 

Obrázek 3: Etapy mikrobiálního osídlení střeva od novorozence po batole (Arrieta et al., 2014) 
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Střevo novorozence je bezprostředně po porodu osídlováno fakultativními anaeroby 

Enterobacteriaceae. V několika následujících dnech jsou dominantními druhy novorozenecké 

mikrobioty striktně anaerobní bakterie (Matamoros et al., 2013). Vzhledem k příjmu 

bifidogenních oligosacharidů mateřského mléka během kojení jsou bifidobakterie v průběhu 

několika prvních měsíců dominantní skupinou bakterií v kojenecké střevní mikrobiotě 

(Turroni et al., 2012). K výrazné změně střevní mikrobioty kojence dochází okolo čtvrtého až 

šestého měsíce jeho života zavedením příkrmů, což je doprovázeno změnou střevní 

mikrobioty ve prospěch vyššího zastoupení Clostridiaceae, Lachnospiraceae a poté 

i Ruminococcaceae a zároveň snížení počtu Bifidobacteriaceae a Enterobacteriaceae (Fallani 

et al., 2011; Koenig et al., 2011). Složení a zastoupení mikroorganismů v mikrobiotě tříletého 

dítěte je velmi podobné mikrobiotě dospělého člověka a stává se stabilní až do dospělosti 

(Palmer et al., 2007). V batolecí mikrobiotě jsou nejvíce zastoupeny skupiny bakterií 

Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae a Prevotellaceae (Arrieta et al., 2014; 

Lozupone et al., 2013). 

3.3 Rod Bifidobacterium 

Rod Bifidobacterium je složen z nesporulujících anaerobních nebo fakultativně 

anaerobních gram-pozitivních pleomorfních tyčinkovitých bakterií, které se vyskytují 

samostatně, ve shlucích nebo řetězcích. Některé bifidobakterie jsou schopny tolerovat nízké 

koncentrace kyslíku v přítomnosti oxidu uhličitého. Teplotní optimum růstu tohoto rodu 

bakterií se nachází v rozmezí 35–39 °C. Bifidobakterie mají enzym fruktoso-6-fosfát 

fosfoketolasu, pomocí něhož štěpí fruktosu-6-fosfát na acetyl-fosfát a erytrosu-4-fosfát. 

Detekce tohoto enzymu je využívána při identifikaci bifidobakterií na úroveň rodu (Vlkova et 

al., 2002). Rod Bifidobacterium se přirozeně vyskytuje ve zvířecích a lidských organismech, 

je nepatogenní a chemoorganotrofní. Bifidobakterie mají fermentativní typ metabolismu, při 

kterém produkují kyseliny z široké škály sacharidů a neprodukují plyn (Biavati and 

Mattarelli, 2006). Právě sacharolytický typ metabolismu je spojován s kompetitivní 

schopností bifidobakterií v osídlení střevního traktu s ostatními bakteriemi (Milani et al., 

2016). Řada dalších konečných metabolických produktů bifidobakterií – těkavé mastné 

kyseliny, vitamíny, polyenové mastné kyseliny – je spojována se zprostředkováním interakce 

hostitel–mikrob (Ventura et al., 2014). 

V průběhu posledních 10–15 let počet druhů rodu Bifidobacterium a příbuzných rodů 

výrazně vzrostl. Rod Bifidobacterium dosud zahrnuje již 48 uznaných druhů a poddruhů 

izolovaných z rozmanitých stanovišť – z gastrointestinálního traktu většiny obratlovců, 
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zejména savců v průběhu jejich mléčné výživy; drůbeže a některého hmyzu, který žije 

sociálním způsobem života (včely a čmeláci); z lidského urogenitálního traktu; ze zubního 

kazu a také z odpadních vod (Bunesova et al., 2014; Ferrario et al., 2015; Mattarelli et al., 

2014). Druhy Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum 

subsp. longum jsou striktně lidského původu, naopak například druhy Bifidobacterium 

gallinarum, Bifidobacterium angulatum a Bifidobacterium cuniculi jsou výhradně spojeny 

s původem zvířecím (Lamendella et al., 2008). B. longum, B. breve a B. bifidum jsou 

dominantními bifidobakteriálními druhy mikrobioty kojence, zatímco B. catenulatum 

a B. adolescentis jsou více zastoupeny v mikrobiotě dospělých (Arboleya et al., 2016). 

Podle Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Garrity et al., 2004) lze bifidobakterie 

taxonomicky zařadit do kmene Actinobacteria, třídy Actinobacteria, podtřídy 

Actinobacteriadae, řádu Bifidobacteriales, čeledi Bifidobacteriaceae a rodu Bifidobacterium. 

Rod Bifidobacterium je přirozenou, běžně se vyskytující a hojně zastoupenou částí 

mikrobioty člověka (Biavati and Mattarelli, 2006), je dominantním bakteriálním rodem u plně 

kojených a přirozeně porozených dětí, zároveň je také významnou součástí mikrobioty 

dospělých. Důležitou rolí tohoto rodu je zajištění homeostaze mezi střevem a zdravím 

hostitele (Arboleya et al., 2016). 

3.4 Rod Clostridium 

Clostridium je velký rod složený z obligátně anaerobních, gram-pozitivních, 

sporulujících, tyčinkovitých a většinou pohyblivých bakterií s proteolytickou aktivitou (Cato 

et al., 1986). Součástí tohoto rodu nejsou pouze všeobecně známé patogeny, jako například 

Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Clostridium difficile, ale i neškodné 

a solventogenní druhy, které jsou využívány v biotechnologiích (Dürre, 2005). Rod 

Clostridium lze dále rozdělit na základě své fyziologie na sacharolytické a proteolytické 

druhy (Van Mellaert et al., 2006). 

Mezi solventogenní druhy klostridií, u kterých je využíváno aceton-butanolové kvašení, 

lze zařadit Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium 

sacharobutylicum, kdy při sporulaci za nepříznivých bakteriálních podmínek dochází k tvorbě 

rozpouštědel, což je využíváno v průmyslové výrobě rozpouštědel kvasným způsobem (Choi 

et al., 2014; Lee et al., 2008; Patáková et al., 2009). Jsou známy i kmeny klostridií 

Clostridium sporogenes a Clostridium novyi, které mají potenciálně antikancerogenní účinky 

(Dürre, 2005; Heap et al., 2007). 
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Podle Taxonomic Outline of the Prokaryotes (Garrity et al., 2004) lze klostridie 

taxonomicky zařadit do kmene Firmicutes, třídy Clostridia, řádu Clostridiales, čeledi 

Clostridiaceae a rodu Clostridium. 

Hlavním produktem fermentace cukrů mnoha druhů rodu Clostridium je máselná 

kyselina, na základě čehož byl identifikován druh Clostridium butyricum a další nepatogenní 

klostridie. Toto zjištění bylo využito pro komerční produkci kyseliny máselné, butanolu 

a acetonu. Mezi představitele klostridií produkujících kyselinu máselnou lze zařadit 

Cl. butyricum, Cl. butylicum, Cl. beijerinckii, Cl. multifermentans, Cl. iodophilum, Cl. fallax, 

Cl. tyrobutyricum, Cl. pasteurianum, Cl. amylosaccharobutylpropylicum, Cl. madisonii, 

Cl. muelleri, Cl. amylolyticum, Cl. acetobutylicum, Cl. saccharoacetoperbutylicum, 

Cl. roseum, Cl. aurantibutyricum, Cl. rubrum, Cl. lacto-acetophilum, Cl. felsineum (McCoy 

et al., 1926; McCoy et al., 1930). 

Výsledky výzkumů, během nichž byl testován butyrát, závisí na jeho koncentracích 

a biologických modelech, které byly použity, poukazují na silné účinky máselné kyseliny na 

řadu funkcí střevní mukózy, jako je například inhibice zánětu a karcinogeneze, posílení 

složky střevní ochranné bariéry a snížení oxidačního stresu. Byl zjištěn i vliv butyrátu na 

pocit sytosti (Hamer et al., 2008). 

Klostridie se běžně vyskytují v půdě, vodě a gastrointestinálním traktu zvířat i lidí 

(Dürre, 2005). Nejčastěji vyskytujícím se druhem v kojeneckém střevě je Clostridium 

butyricum, který byl až do roku 1986 považován za druh nepatogenní. V roce 1986 byly 

s tímto druhem spojovány první dva případy kojeneckého botulismu (Aureli et al., 1986). Je 

známa i spojitost výskytu klostridií u předčasně narozených děti s propuknutím nekrotizující 

enterokolitidy (Obladen, 2009). Vzhledem k velkému množství butyrátu produkovaného 

klostridiemi může docházet ke snížení střevní permeability a posílení obranných mechanismů 

střevní bariéry, jako je podpora epitelové migrace, indukce mucinu, transglutaminasové 

aktivity a antimikrobiálních peptidů (Hamer et al., 2008). 

Řada onemocnění je spojována právě se schopností klostridií přežít uvnitř i vně 

hostitele a je zprostředkována proteinovými toxiny, enzymy a sporami. Velké množství 

živočišných a lidských onemocnění a otrav, například plynatá sněť, otravy jídlem, průjmy 

spojené s antibiotickou léčbou, pseudomembránové kolitidy a enterotoxémie je zapříčiněno 

Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens a Clostridium 

spiriforme (Stiles et al., 2011). Mezi dobře prostudované druhy způsobující lidské nemoci lze 

zařadit původce tetanu Clostridium tetani a původce botulismu a otrav z jídel Clostridium 

botulinum, které mají jedny z nejsilnějších bakteriálních toxinů. Původcem infekce ran 
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a plynaté sněti je Clostridium difficile, který je během antibiotické léčby schopen přerůst 

ostatní střevní bakterie a způsobit tak pseudomembránové kolitidy. Propuknutí vážných 

onemocnění končících smrtí u nitrožilních uživatelů drog je spojováno s Clostridium novyi 

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

3.5 Faktory ovlivňují mikrobiotu kojence 

Složení a následný vývoj střevní mikrobioty kojence je nejvíce modifikován způsobem 

porodu, typem přijímané výživy, gestačním věkem, hospitalizací kojence a užíváním 

antibiotik (Penders et al., 2006). Přirozené chování dětí v průběhu jejich prvních třech let 

života výrazně přispívá k neustálé expozici mikroorganismům z okolního prostředí, a to 

dotykem úst s kůží matky, neustálým zaváděním rukou, chodidel a různých předmětů do úst, 

stykem rukou a podlahy při plazení, lezení a prvních krůčcích. Děti také mnohem častěji trpí 

infekčními onemocněními oproti dospělým. Na základě všech těchto okolních vlivů lze 

konstatovat, že mikrobiota dětí do tří let značně kolísá a je velmi variabilní (Koenig et al., 

2011). 

Vzhledem k intimnímu kontaktu novorozence a jeho matky během porodu, kojení 

a následného krmení je matka pravděpodobně nejvýznamnějším externím faktorem 

ovlivňující vývoj novorozeneckého mikrobiomu. Tento vliv je patrný hlavně během prvního 

roku života kojence. V průběhu prvního měsíce života novorozence je jeho mikrobiota 

funkčně a fylogeneticky velmi podobná mikrobiotě své matky (Vaishampayan et al., 2010).  

Například počáteční bifidobakteriální kolonizace gastrointestinálního traktu (GIT) je 

závislá na řadě vnějších faktorů. Přenos bifidobakterií je spojen s vaginálním porodem, 

stykem novorozence s GIT matky, přenosem přes placentu a plodovou vodu (Collado et al., 

2016; Makino et al., 2013). 

Dalším významným faktorem ovlivňujícím složení kojeneckého střeva je gestační věk 

novorozence. Srovnáním střevní mikrobioty nedonošených a donošených dětí byly zjištěny 

významné rozdíly. Enterobacteriaceae, Proteobacteria, Staphylococcus a další potenciálně 

patogenní bakterie, jako je Clostridium difficile či Klebsiella pneumoniae, byly nalezeny 

v mikrobiotě  předčasně narozených dětí, kmen Actinobacteria byl identifikován v mnohem 

nižších počtech (Arboleya et al., 2012b). Ve střevě donošených novorozenců bylo dominantní 

zastoupení bakterií rodu Bifidobacterium a Bacteroides, které má tendenci dále dominovat 

v prvních týdnech života. Celkově byla mikrobiota rozmanitější a zastoupena ve vyšších 

počtech (Arboleya et al., 2012a; Arboleya et al., 2015; Barrett et al., 2013). 



21 

 

Hospitalizace, nedonošenost kojenců a podávání antibiotik je spojováno s vyšším 

výskytem Clostridium difficile a zároveň s nižším počtem bifidobakterií a Bacteroides. 

Střevní mikrobiotu kojence dále ovlivňuje i rodinné prostředí, ve kterém dítě žije. U kojenců 

majících starší sourozence byly v jejich mikrobiotě detekovány nižší počty mikroorganismů 

na gram stolice, nicméně byl ale u nich detekován větší podíl bifidobakterií (Penders et al., 

2006). Dalším faktorem podílejícím se na modifikaci kojenecké mikrobioty je zeměpisná 

oblast, ve které kojenec žije, a také kulturní tradice (Yatsunenko et al., 2012). 

Kontakt kojence s matkou, způsob porodu, krmení a zároveň také kontakt s jinými 

kojenci jsou považovány za běžné faktory normálního vývoje kojenecké mikrobioty. Střevní 

mikrobiota může být modifikována i způsobem umělým, zejména propuknutím a průběhem 

onemocnění a s tím spojenou léčbou. Mikrobiota kojence může být nepřímo ovlivněna 

i léčbou matky (Matamoros et al., 2013). 

Jak již bylo zmíněno, získávání bakterií z kůže matky během kojení je přirozený proces 

přispívající k osídlení kojeneckého střeva. V současné době existuje hypotéza („entero-

mammary pathway“), že bakterie přítomné v mléčné žláze původně pocházejí ze střeva 

matky, odkud se do mléčné žlázy transportovaly přes dendritické buňky a makrofágy (Jost et 

al., 2014). 

Moderní změny životního stylu, jako je zlepšená sanitace, provádění císařských sekcí,  

užívání antibiotik a imunizace jsou dalšími vlivy modifikujícími mikrobiotu kojence a jsou 

studovány jako potenciální faktory způsobující náhlé zvýšení imunitních onemocnění 

v rozvinutém světě. Hypoteticky lze předpokládat, že narušením přirozené mikrobioty v rané 

fázi života kojence může být podpořen vznik onemocnění v pozdějším věku (Penders et al., 

2007). Právě životní styl a dietní návyky – desinfekce, užívání antibiotik a příjem stravy 

bohaté na vysoký obsah tuku – mohou způsobit změny ve složení střevní mikrobioty, které by 

mohly vést k negativnímu dopadu na lidské zdraví. Bylo by tedy vhodné preventivně 

modulovat výživu a životní styl člověka s cílem udržení mutualistického fungování lidského 

mikrobiomu v průběhu celého jeho života (Rampelli et al., 2016). 

Navzdory doporučení Světové zdravotnické organizace (WHO) množství prováděných 

císařských sekcí ve vyspělých zemích stále stoupá (WHO, 2001) a zároveň dochází k poklesu 

kojení mateřským mlékem během prvních měsíců života dítěte (Declercq et al., 2011; Kelly 

and Watt, 2005). Po systematickém přezkoumání a odborné konzultaci bylo v roce 2001 

vydáno doporučení výlučného kojení do šesti měsíců života kojence a následné pokračování 

v kojení s nemléčnými příkrmy od ukončeného šestého měsíce až do dvou let věku dítěte 

i déle. Toto doporučení WHO je platné až dodnes (Kramer and Kakuma, 2012; WHO, 2001). 
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V některých zemích je způsob porodu volitelný. Plánované císařské řezy jsou pak prováděny 

na vyžádání rodičkou, často z důvodů obav z bolesti během porodu a také kvůli pohodlí 

provedení pro pacientku a lékaře (Miesnik and Reale, 2007). 

3.5.1 Vliv způsobu porodu na mikrobiotu kojence 

Způsob porodu (vaginální porod, císařská sekce) má významný vliv na časnou 

kolonizaci gastrointestinálního traktu kojence (Biasucci et al., 2010). U dětí porozených 

vaginálně bylo zjištěno zvýšené množství bifidobakterií oproti dětem porozeným císařskou 

sekcí (Dominguez-Bello et al., 2010). Mikrobiota vaginálně porozeného kojence je úzce 

spjata s intestinální mikrobiotou své matky. Některé z bifidobakteriálních kmenů jsou 

přeneseny z matky na novorozence právě bezprostředně během porodu (Makino et al., 2013). 

Velmi významným faktorem, který ovlivňuje střevní mikrobiotu novorozence po 

císařské sekci, je okolní prostředí, které je významnějším modifikátorem kolonizace jeho 

střevního traktu oproti způsobu jeho výživy (Fanaro et al., 2003). Ve vzorcích stolic kojenců 

porozených císařským řezem byly naopak zjištěny nižší počty bifidobakterií a Bacteroides, 

zatímco přítomnost Clostridium difficile v gastrointestinálním traktu takto porozených dětí 

byla detekována nejčastěji (Penders et al., 2006). 

Během průběhu porodu císařským řezem je zabráněno expozici novorozence 

mikroorganismům své matky a je tedy narušena normální kolonizace jeho střeva (Fouhy et 

al., 2012). Sekcí porozené děti jsou vystaveny zvýšenému riziku propuknutí astmatu, obezity 

a diabetu 1. typu (Neu and Rushing, 2011). V mikrobiotě novorozenců po císařské sekci byly 

nejčastěji detekovány rody Escherichia, Shigella a Bacteroides (Azad et al., 2013). 

3.5.2 Vliv výživy na mikrobiotu kojence 

Mateřské mléko představuje komplexní sloučeninu, která je ovlivňována gestačním 

věkem plodu při porodu, laktačním obdobím a stravou ženy, čímž se liší od náhradních 

umělých výživ koncentrací a složením živin, přítomností růstových faktorů, cytokinů, 

imunoglobulinů a trávicích enzymů. Typ výživy kojence má navíc přímý vliv na složení 

mikrobioty, který je zprostředkován poskytnutím substrátů nezbytných pro bakteriální 

proliferaci a funkci (Le Huërou-Luron et al., 2010; Roncada et al., 2012), nepřímý vliv na 

modulaci morfologie a složení buněk intestinální mukózy a také na funkci pankreatickou (Le 

Huërou-Luron et al., 2010). 

Přestože je kojení mateřským mlékem zlatým standardem ve výživě kojenců a je velmi 

doporučováno, nemusí být vždy plně možné, a proto jsou průmyslově vyráběny náhradní 

kojenecké výživy s cílem co nejvíce napodobit nutriční složení mateřského mléka (Martin et 
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al., 2016). Tyto kojenecké formule jsou účinnými náhražkami mateřského mléka, které jsou 

nezbytné pro správnou výživu kojence (Stevens et al., 2009). Výrobní proces kojeneckých 

výživ je přísně regulován a kontrolován. Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) vydal 

pravidlo pro správnou výrobní praxi (GMP) při výrobě kojeneckých formulí a zároveň 

kritérium pro splnění kvalitativních faktorů pro zajištění živin nezbytných pro normální 

fyzický růst a dostatečnou biologickou kvalitu proteinu vhodnou pro kojence (Lönnerdal, 

2012; Martin et al., 2016). Jako nejběžnější základ kojeneckých formulí je používáno kravské 

mléko s nezbytným přídavkem dalších složek, například mastných kyselin (arachidonová 

kyselina, dokosahexaenová kyselina), probiotik a prebiotik (Martin et al., 2016).  

Pokud není možné kojit vlastním mateřským mlékem, existuje alternativní možnost 

podávání pasterizovaného mateřského mléka od dárkyně z mléčné banky. Proces pasterizace 

však snižuje množství přítomných komenzálních mikroorganismů a většiny živých imunitních 

buněk, bioaktivních proteinů a enzymů, což je jistou nevýhodou ve srovnání s čerstvým 

mateřským mlékem od vlastní matky (Martin et al., 2016). 

Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacteroides a laktobacily byly nejčastěji 

přítomny u kojenců, kterým byla podávána umělá výživa ve srovnání s kojenci přijímajícími 

mateřské mléko (Penders et al., 2006). Nepoměrně vysoké zastoupení Clostridium difficile 

bylo také detekováno u kanadských kojenců na umělé výživě a zároveň bylo zjištěno, že 

jejich střevní mikrobiota vykazovala vyšší druhovou rozmanitost dalších mikroorganismů 

oproti dětem přijímajícím mateřské mléko (Azad et al., 2013). 

Způsob kojenecké výživy neovlivňuje významně rozmanitost bifidobakteriálních druhů 

přítomných ve stolici kojence. Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium longum subsp. longum a Bifidobacterium longum subsp. infantis byly 

přítomny u kojenců kojených i kojenců, jímž byla podávána umělá výživa. Nicméně lze 

konstatovat, že mikrobiota kojenců na umělé výživě obsahovala nižší počty bifidobakterií 

oproti kojencům kojeným mateřským mlékem a zároveň také vykazovala větší druhovou 

rozmanitost (Klaassens et al., 2009). 

Příjem mateřského mléka podporuje vegetaci prospěšné střevní mikrobioty kojence 

(Fouhy et al., 2012). Kojenci kojení mateřským mlékem vykazují nižší bakteriální bohatost 

a rozmanitost ve svém střevě oproti kojencům přijímajících umělou výživu, což lze přisuzovat 

právě k obsahu unikátních oligosacharidů mateřského mléka, které fungují jako selektivní 

metabolické substráty pro omezený počet prospěšných střevních mikroorganismů (Azad et al., 

2013). Bifidobacterium a Lactobacillus jsou často detekovanými mikroorganismy 
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v mikrobiotě kojeného kojence, což potvrzuje velmi významnou funkci mateřského mléka 

podporující růst probiotických bakterií (Fernández et al., 2013). 

Střevní mikrobiota kojenců kojených mateřským mlékem obsahuje až dvakrát vyšší 

počty bifidobakteriálních buněk oproti kojencům přijímajících umělou výživu (Bezirtzoglou 

et al., 2011). Obohacování umělých kojeneckých výživ galaktooligosacharidy 

a fruktooligosacharidy je prováděno s cílem co nejvíce napodobit unikátní složení mateřského 

mléka (de Vrese and Schrezenmeir, 2008). Přídavkem prebiotik do těchto výživ je navíc 

pokryta selektivní stimulace růstu bifidobakterií a laktobacilů (Bunesova et al., 2012), jež jsou 

často do kojeneckých výživ také přidávány jako probiotické složky, u kterých má být právě 

přídavkem prebiotik zajištěna jejich selektivní stimulace růstu. Probiotika a prebiotika začala 

být do kojeneckých výživ přidávána s cílem napodobit složení střevní mikrobioty dětí 

přijímajících umělou výživu mikrobiotě dětí kojených (Parracho et al., 2007). 

Výbor pro výživu Evropské společnosti pro dětskou gastroenterologii, hepatologii 

a výživu (ESPGHAN) provedl systematické zhodnocení bezpečnosti a zdravotních přínosů 

příjmu obohacených dětských výživ o probiotika a prebiotika s výsledkem potvrzujícím 

bezpečnost příjmu těchto výživ v souvislosti s růstem a nežádoucími účinky v porovnání 

s neobohacenými výživami o probiotika a prebiotika. Nezbytné je ovšem další pečlivé 

provedení randomizovaných kontrolovaných studií (Braegger et al., 2011). Analýzou 

jednotlivých studií bylo shrnuto, že prebiotické oligosacharidy v kojeneckých výživách mají 

bifidogenní účinek, neovlivňují růst dítěte, jsou bez vedlejších účinků, ovlivňují konzistenci, 

frekvenci a pH stolice a zvyšují počet bifidobakterií (Sýkora, 2011). V klinickém výzkumu 

bylo dále zjištěno, že podávání probiotických kmenů těhotným ženám a kojencům je 

bezpečné a dobře tolerované, navíc výsledky studií poukazovaly na snížení rizika propuknutí 

nespecifických gastrointestinálních infekcí, kolik a propuknutí pláče právě při příjmu 

specifických probiotických laktobacilů (Bergmann et al., 2014). 

Jako jeden z nejdůležitějších faktorů ovlivňující správný vývoj a zdraví novorozence 

a následně dospělého jedince je způsob výživy během jeho prvních měsíců života. V současné 

době jsou umělé výživy obohacovány o prebiotika, probiotika a laktoferin za účelem 

modifikace střevní mikrobioty kojence přijímajícího umělou výživu směrem ke složení 

mikrobioty kojenců kojených mateřským mlékem. Obecně lze říci, že mateřské mléko je 

unikátní komplexní sloučeninou, která má zdraví prospěšné účinky, a mělo by být tedy 

považováno za jasnou volbu ve výběru kojenecké výživy alespoň do šestého měsíce života 

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

Probiotika a prebiotika jsou v současné době jedny z velmi významných představitelů 

na trhu potravinového a farmaceutického průmyslu, a proto je prováděno mnoho výzkumů 

s cílem porozumět jejich vlastnostem a aktivitě (Kumar et al., 2015). Z hlediska prosperity 

potravinového průmyslu je část tohoto trhu zaměřená na děti a je velmi perspektivní. Protože 

kojenci jsou velmi náchylní k nemocem, jsou právě pro tuto skupinu vyhledávány 

nechemoterapeutické způsoby léčby (Mugambi et al., 2014). Zdravotní stav novorozeneckého 

střeva je velmi důležitý pro správný rozvoj celého organismu v dalších stádiích jeho vývoje 

(Bischoff, 2011). 

3.5.3.1 Probiotika 

Probiotikum bylo poprvé a dodnes platně definováno jako mikrobiální doplněk mající 

blahodárný účinek na gastrointestinální mikrobiotu jedince (Fuller, 1989). Již v roce 1907 

byla publikována tzv. „optimistická studie o prodlužování věku“ od Ilji Mečnikova, ve které 

byl poprvé popsán prospěšný vliv živých mikroorganismů obsažených v kysaných mléčných 

výrobcích na zdraví a dlouhověkost lidí žijících na Balkánu. Dodnes je potlačení škodlivých 

bakterií příjmem prospěšných bakteriálních kultur bráno jako jeden z mechanismů 

probiotického účinku (Metchnikoff, 1907). V současné době jsou probiotika chápána jako 

živé mikroorganismy, které pokud jsou podávány hostiteli v adekvátním množství, pozitivně 

ovlivňují jeho zdravotní stav (FAO/WHO, 2001). V roce 2002 byly definovány minimální 

požadavky, které jsou potřebné pro označení probiotického statusu potraviny – identifikace na 

úroveň rodu, druhu a kmene; in vitro testy ověřující schopnost probiotika odolat žaludečním 

a žlučovým kyselinám, trávicím enzymům a rovněž jeho antimikrobiální aktivitu zajišťující 

odolnost vůči potenciálně patogenním bakteriím; bezpečnostní kritérium zajišťující 

bezpečnost probiotika bez kontaminace v podávané formě a in vivo testy pro zdůvodnění 

zdravotních účinků v hostiteli (FAO/WHO, 2002). 

Hill et al. (2014) uvádí možné rozdělení probiotik podle jejich mechanismu účinku do 

tří skupin – účinky vzácné (pozorovány u mála kmenů daného druhu), časté (pozorovány 

u většiny kmenů bakteriálních druhů) a široce rozšířené (pozorovány u běžně studovaných 

rodů). Neurologické, imunologické a endokrinologické působení a produkce specifických 

bioaktivních látek bylo zařazeno mezi účinky vzácné; syntéza vitamínů, přímý antagonismus, 

ochranná mikrobiální bariéra střeva, metabolismus solí žlučových kyselin, enzymatická 

aktivita a neutralizace karcinogenů mezi účinky časté a rezistence kolonizace, tvorba 
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organických kyselin a krátkých řetězců mastných kyselin, normalizace rozrušené mikrobioty, 

zvýšení počtu enterocytů a konkurenční vyloučení patogenů mezi účinky široce rozšířené. 

V současné době jsou probiotika k dostání na trhu ve formě potravinových doplňků 

a léčiv, s jejichž příjmem je spojován preventivní či terapeutický účinek. Probiotikum vhodné 

pro člověka by mělo obsahovat pouze takové kmeny, které jsou přirozenou součástí zdravého 

lidského organismu (Bronský, 2011). Při vyhodnocování bezpečnosti používání probiotik 

musí být zohledněna povaha daného mikroorganismu, způsob jeho podávání, úroveň 

expozice, zdravotní stav příjemce a fyziologické funkce, které mají být stimulovány (Sanders 

et al., 2010). Na trhu existuje mnoho výrobků nesoucích označení „probiotické“, ale velmi 

často nesplňují minimální kritéria pro toto označení, například definovaný obsah a počet 

životaschopných mikroorganismů na konci trvanlivosti a validní důkaz přínosu pro zdraví 

konzumenta (Hill et al., 2014). Probiotika jsou jednou z klíčových oblastí ve výzkumu 

potravin a pro hodnocení jejich kvality je nutná komunikace a spolupráce akademických 

vědců, zdravotníků, potravinářského a bioterapeutického průmyslu, politiků a složek 

regulačních, které by tak měly konat v zájmu spotřebitele a pacienta. Zjednodušeně lze říci, že 

účinnost probiotického výrobku je součtem jeho mikrobiální kvality a funkčního potenciálu  

(Huys et al., 2013). 

Příjmem probiotik lze podpořit správnou funkcí epiteliální střevní bariéry, pomocí níž je 

zabráněno proniknutí patogenů a škodlivých prvků přes lumen střeva do vnitřního prostředí 

organismu. Konkurenčním podáváním probiotických bakterií lze dále zajistit tolerogenní 

imunitní odpověď, která je zprostředkována uvolněním sekrečních imunoglobulinu A (IgA). 

IgA zajišťují stabilizaci těsných spojů epiteliálních buněk střevní sliznice, čímž je zabráněno  

průchodu patogenů do hlubších vrstev sliznice. Hostitel je tímto mechanismem chráněn před 

infekcí a chronickým zánětem. Podpořením funkce epitelové střevní bariéry (těsné spoje 

epiteliálních buněk, snížená paracelulární permeabilita, zvýšená fyzická překážka slizniční 

vrstvy), zajištěním konkurenčního vyloučení nežádoucích mikroorganismů a stabilizace 

přirozené mikrobioty a v neposlední řadě i imunomodulačních schopností (signální dráhy 

ovlivňující vhodnou imunitní, zánětlivou a alergickou odpověď) je zajištěn pozitivní účinek 

probiotik (Binek et al., 2016). 

Probiotika jsou užitečným doplňkem léčby specifických infekčních, zánětlivých 

a funkčních poruch (Cruchet et al., 2015). Mezi mikrobiologicky nejstudovanější onemocnění 

člověka patří akutní průjmy, u kterých bylo zjištěno, že podáváním probiotik dochází ke 

zmírnění průběhu tohoto onemocnění a následné rychlejší rekonvalescenci. Bifidobacterium 

longum a Bifidobacterium breve jsou nejčastěji aplikovanými druhy probiotických kultur při 
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akutních kojeneckých průjmech (Di Gioia et al., 2014). Bifidobakterie jsou totiž velmi často 

využívány jako probiotika s preventivním a terapeutickým účinkem pro novorozence 

a kojence vzhledem k jejich hojnému a přirozenému výskytu v gastrointestinálním traktu 

člověka, jejich schopnosti kolonizovat střevo a zároveň jejich bezpečnosti při užití (Sanders et 

al., 2010). Například Bifidobacterium longum subsp. infantis je jedním z nejvíce 

zastoupených bifidobakteriálních druhů ve střevní mikrobiotě zdravého kojence přijímajícího 

mateřské mléko a zároveň jsou tímto druhem nejlépe utilizovány oligosacharidy mateřského 

mléka (Sela et al., 2008). 

Do probiotik, neboli bioterapeutických agens, nepatří pouze organismy bakteriálního 

původu, ale lze mezi ně zařadit i kvasinky a subcelární složky, jako jsou části bakteriálních 

stěn a fragmenty DNA (Bronský, 2010). Například kvasinka Saccharomyces boulardii je 

používána jako probiotický doplněk při antibiotické léčbě průjmů způsobených bakteriemi 

druhu Clostridium difficile (Szajewska and Mrukowicz, 2005). 

Podáváním mikroorganismů ve formě probiotik lze modifikovat střevní mikrobiotu ve 

prospěch hostitele, neboť ovlivňují jeho střevní bariéru. Zhruba 80 % imunitních buněk je 

totiž spojováno s gastrointestinálním traktem, ve kterém dochází k interakci mezi bakteriemi 

trvale kolonizujícími střevo a bakteriemi ve střevě dočasnými. Tyto bakteriální interakce 

zajišťují rozvinutí ochranných mechanismů stimulujících imunitní odpověď. Vzhledem k této 

schopnosti střevní mikrobioty nedochází k nákaze jedince, i když jeho střevem prochází velké 

množství patogenů (Saavedra, 2007). 

Kojenecké koliky, nekrotizující enterokolitida a streptokokové infekce jsou patologické 

stavy typické pro novorozence, k jejichž prevenci a léčbě jsou používány bifidobakterie 

s probiotickým účinkem (Di Gioia et al., 2014). Probiotika nejsou využívána pouze za účelem 

léčby patologických stavů a homeostaze mikrobioty gastrointestinálního traktu, ale 

i k testování jejich preventivního účinku k propuknutí alergií (Tang et al., 2010). 

Kvasinky (Saccharomyces cerevisiae) a bakterie – bakterie mléčného kvašení 

(Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus), Bifidobacterium, Propionibacterium, Bacillus 

a Escherichia coli – jsou v současné době nejpoužívanějšími probiotickými mikroorganismy 

(Sanders et al., 2010). Mezi aktuálně nejlépe prostudované probiotické kmeny lze zařadit 

Lactobacillus rhamnosus GG a Saccharomyces boulardii (Vandenplas et al., 2015). 

Při léčbě průjmů způsobených antibiotickou léčbou byly testovány různé směsi 

probiotik, jako Saccharomyces boulardii a Lactobacillus rhamnosus GG, které působily jako 

účinná terapie (McFarland, 2006). Na základě předchozího zjištění byl testován vliv směsi 

Clostridium butyricum a Bifidobacterium longum subsp. infantis na tlumení systémového 
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zánětu u myší s průjmy způsobenými příjmem antibiotik. Závěrem tohoto in vivo testování 

bylo zjištění, že tato probiotická směs by mohla být jednoduchou a efektivní metodou při 

léčbě antibiotických průjmů (Ling et al., 2015). Clostridium butyricum totiž produkuje velké 

množství butyrátu, který zajišťuje snížení střevní permeability a podporuje tak složky střevní 

ochranné bariéry (Hamer et al., 2008). Zároveň střevní permeabilitu také snižuje 

i Bifidobacterium longum subsp. infantis, jehož příjmem bylo navíc prokázáno i tlumení 

dráždivého tračníku (Ewaschuk et al., 2008). 

V roce 2013 byla poprvé popsána i nová třída probiotik – psychobiotika. Psychobiotika 

jsou definována jako živé mikroorganismy, které pokud jsou požity v adekvátním množství, 

příznivě ovlivňují zdraví pacienta trpícího psychiatrickým onemocněním. Tento účinek je 

zprostředkován produkcí neuroaktivních látek (gama-aminomáselná kyselina a serotonin), 

které interagují mezi střevem a mozkem hostitele. Během preklinických testů na myších byl 

prokázán antidepresivní a anxiolytický účinek (účinek potlačující úzkost), který mohl být 

zprostředkován nervem vagem, míchou či neuroendokrinním systémem (Dinan et al., 2013). 

3.5.3.2 Prebiotika 

Prebiotika, do nichž lze zařadit fruktooligosacharidy, inulin, galaktooligosacharidy 

a další prebiotické uhlovodíky, byla poprvé definována jako nestravitelné složky potravy, 

které stimulací růstu či aktivity prospěšných bakterií ve střevě příznivě ovlivňují zdraví 

hostitele (Gibson and Roberfroid, 1995). Později byla prebiotika vnímána jako selektivně 

fermentované složky stravy, které umožňují specifické změny jak v kompozici, tak 

i v činnosti gastrointestinální mikrobioty, které jsou příznivé pro zdraví hostitele (Gibson et 

al., 2004). 

Všechna prebiotika lze klasifikovat jako vlákninu, ale nelze zevšeobecňovat, že každá 

vláknina je prebiotikem (Gibson and Roberfroid, 1995). Aby byl zajištěn prebiotický efekt, 

musí být splněna tři kritéria ingredience – odolnost prebiotik žaludeční kyselosti, hydrolýze 

savčími enzymy a gastrointestinální absorpci, fermentovatelnost prebiotika intestinální 

mikrobiotou a selektivní stimulace růstu/aktivity prospěšných střevních bakterií, které jsou 

spojovány se zdravotním přínosem pro hostitele (Gibson et al., 2004). 

Jako potenciální prebiotikum lze vnímat každou součást stravy, která je nestravitelná 

a vstupuje do tlustého střeva. Na základě těchto kritérií by polysacharidy, jako je rezistentní 

škrob a vláknina, proteiny a lipidy bylo možné zařadit mezi prebiotika. Nicméně podle 

současných požadavků na „status prebiotika“ lze s jistotou takto zařadit pouze nestravitelné 

oligosacharidy, které vykazují žádanou fermentační selektivitu (směrem k prospěšným 
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bifidobakteriím). Pórek, chřest, čekanka, topinambur, cibule, česnek, oves a sójové boby jsou 

přirozenými zdroji prebiotických oligosacharidů. Ovšem vzhledem k nízkému obsahu těchto 

složek v lidské dietě by bylo vhodné fortifikovat často konzumované potraviny prebiotickými 

složkami (Gibson et al., 2010), protože už i malou změnou stravy člověka lze modifikovat 

jeho gastrointestinální mikrobiotu s pozitivním vlivem na jeho zdraví (Macfarlane et al., 

2008). Za tímto účelem a zároveň také poptávkou spotřebitelů začaly být potravinářským 

průmyslem produkovány funkční potraviny, které jsou obohacovány probiotiky a prebiotiky. 

Například do funkčních mléčných výrobků jsou ve formě prebiotik přidávány různé typy 

rozpustné vlákniny, jako oligofruktosa, inulin a laktulosa (Oliveira et al., 2013). 

Při podávání prebiotika je vhodné zvážit reakci daného organismu na příjem této 

sloučeniny a podle toho také upravit dávkování. Některá prebiotika, například inulin, jsou 

spojena se zhoršenou gastrointestinální tolerancí při vyšším příjmu (Grabitske and Slavin, 

2009). Naopak existují i prebiotika, například pšeničné dextriny či polydextrosa, která i při 

příjmu přesahujícím 30–45 g/den vykazují vysokou gastrointestinální toleranci (Pasman et al., 

2006). 

Řada studií poukázala na spojitost dysbiózy střevní mikrobioty s mnohými 

onemocněními, jako je zánětlivé onemocnění střev, obezita, kolorektální karcinom, diabetes 

a alergie (DiBaise et al., 2012; Rowland, 2009; Russell et al., 2012; Wen et al., 2008). Na 

základě těchto zjištění bylo zvýšeno povědomí a zájem o modulaci prospěšných střevních 

mikroorganismů pomocí různých stravovacích strategií, kdy jednou z těchto možností je 

podávání prebiotik (Monteagudo-Mera et al., 2016), které zapříčiní selektivní stimulaci růstu 

zdraví prospěšných bakterií – laktobacilů a bifidobakterií (Watson et al., 2013). 

Bifidobakterie a laktobacily patří mezi trvale přítomné střevní bakterie, které jsou 

stimulovány prebiotikem a jsou často přidávány do fermentovaných mléčných výrobků ve 

formě probiotik. Fermentované mléčné výrobky jsou obohacovány probiotiky z důvodu jejich 

schopnosti metabolizovat prebiotické cukry in vivo, což zajistí selektivní obohacení 

gastrointestinálního traktu vytvořením laktátu, acetátu a krátkých řetězců organických 

kyselin, díky čemuž jsou vytvořeny nepříznivé podmínky daného prostředí pro rozvoj 

nežádoucích mikroorganismů (Wang and Gibson, 1993). 

Prvními prebiotiky ve výživě kojence jsou nenahraditelné oligosacharidy mateřského 

mléka, které podporují růst bifidobakterií (Coppa et al., 2004; Rockova et al., 2012). Většina 

oligosacharidů mateřského mléka je odolná gastrointestinálnímu trávení kojence, a tak se 

dostává do tlustého střeva, kde slouží jako prebiotikum (Gnoth et al., 2000), které je 

selektivně metabolizováno vybranými bifidobakteriálními kmeny a představuje tak 
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potenciálně novou třídu biologicky aktivních molekul usnadňující střevní kolonizaci 

novorozenců (LoCascio et al., 2007). V tlustém střevě je poté stimulován růst prospěšných 

bakterií, které fungují jako receptorové analogy zajišťující inhibici vazby patogenu a toxinu 

na epitelové buňky, čímž je tedy kojenec – příjmem oligosacharidů mateřského mléka – 

přirozeně chráněn před patogeny a různými infekcemi (Kobata, 2010). 

Kojenecké výživy vzhledem k nedostupnosti oligosacharidů mateřského mléka 

z přírodních zdrojů v dostatečném množství (nižší výskyt a mnohem menší strukturní 

komplexnost v mlékách jiných savců) neobsahují oligosacharidy mateřského mléka. 

Alternativou napodobení četných výhod oligosacharidů mateřského mléka jsou do umělých 

kojeneckých výživ nejčastěji přidávány prebiotické fruktooligosacharidy (FOS) 

a galaktooligosacharidy (GOS) s bifidogenním efektem (Bode, 2012; Boehm and Moro, 

2008), čímž je tedy podporován růst probiotických bakterií (Nakamura et al., 2009). Nicméně, 

při testování komerčně vyráběných FOS a GOS bylo zjištěno, že tyto sloučeniny podporují 

nejen růst probiotických bakterií, ale i klostridií, gram-negativních bakterií a Escherichia coli 

(Bunesova et al., 2012). V in vitro testování růstu čistých kultur bifidobakterií a klostridií na 

prebiotických oligosacharidech (FOS, GOS, rafinosa, stachyosa, inulin) byla zjištěna jejich 

nedostatečná substrátová selektivita. Oligosacharidy byly totiž utilizovány oběma skupinami 

bakterií, z čehož vyplývá pravděpodobná nevhodnost podávání prebiotik kojencům, v jejichž 

mikrobiotě nejsou přítomny bifidobakterie. Alternativou vhodnou pro tyto kojence by bylo 

podávání synbiotik (Rada et al., 2008). 

Prebiotické účinky oligosacharidů jsou nejčastěji spojovány s pozitivními vlivy na 

problematiku průjmů, obezity a diabetu druhého typu. Vzhledem k synergickému efektu 

prebiotik s probiotiky lze do budoucna předpokládat rozmach jejich užívání (Belorkar and 

Gupta, 2016). 

3.5.3.3 Synbiotika 

Synergismus je základní mechanismus fungování synbiotika, kdy prebiotická složka 

selektivně ovlivňuje složku probiotickou (Schrezenmeir and de Vrese, 2001). Spojením 

prebiotik spolu s prospěšnými probiotiky by měl být vyvolán příznivý účinek, kdy 

prebiotikum jako sacharid, který je součástí diety, selektivně metabolizuje probiotikum 

(Fooks and Gibson, 2002). Současný koncept synbiotik je kombinace probiotika 

s prebiotikem s cílem usnadnění přežití a aktivity probiotik in vivo, stejně tak jako stimulace 

původní prospěšné mikrobioty. Probiotikum a prebiotikum funguje synergicky, a tak přináší 

hostiteli kombinovanou výhodu (Patel and DuPont, 2015). 
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Existuje mnoho studií, u nichž byl prokázán pozitivní synbiotický efekt u řady 

onemocnění (Patel and DuPont, 2015). Podáváním synbiotika s probiotickou kulturou 

Bifidobacterium animalis subsp. lactis a prebiotikem inulinem bylo dosaženo snížení projevů 

a propuknutí nekrotizující enterokolitidy u kojenců s velmi nízkou porodní váhou (Dilli et al., 

2015), u diabetických pacientů pak vedlo podávání Lactobacillus sporogenes s inulinem 

k výraznému poklesu sérové hladiny insulinu (Asemi et al., 2014) a u pacientů s chronickým 

onemocněním jater (nealkoholická steatosa) mělo podávání směsi probiotik obsahující 

Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium breve 

a Bifidobacterium longum spolu s prebiotickými fruktooligosacharidy také pozitivní vliv na 

průběh jejich léčby (Eslamparast et al., 2014). 

V Japonsku v roce 2009 byla testována účinnost synbiotika obsahujícího probiotický 

kmen Bifidobacterium longum a prebiotikum psyllium s cílem zlepšení kvality života 

pacientů trpícími ulcerózní kolitidou. Je zajímavé, že skupina pacientů, jimž bylo podáváno 

synbiotikum, vykazovala nejvýraznější zvýšení kvality jejich života oproti skupinám, kterým 

bylo probiotikum či prebiotikum podáváno samostatně (Fujimori et al., 2009). O dva roky 

později byl v Japonsku znovu testován synbiotický efekt Bifidobacterium breve Yakult 

a galaktooligosacharidů při léčbě ulcerózní kolitidy s výsledkem potvrzení pozitivního účinku 

synbiotika, tedy zlepšení klinických stavů pacientů (Ishikawa et al., 2011). 

Užívání synbiotik dále prokazatelně vedlo ke zlepšení klinických stavů pacientů 

s Crohnovou chorobou, kterým bylo podáváno synbiotikum obsahující probiotikum 

Bifidobacterium longum a prebiotika inulin a oligofruktosu (Steed et al., 2010). Příjem 

probiotických kmenů Lactobacillus a Bifidobacterium spolu s prebiotickými 

fruktooligosacharidy vedl ke snížení intenzity zácpy dospělých žen (Waitzberg et al., 2013). 

Stimulace prospěšných bakterií, zvlášť významných rodů Bifidobacterium 

a Lactobacillus, v kojeneckém střevě prebiotickou vlákninou je nezbytná, neboť bylo 

prokázáno, že právě tyto mikroorganismy hrají velmi důležitou roli v prevenci onemocnění 

(Di Gioia et al., 2014). Proto je velmi důležité pokračovat ve vyvíjení kojeneckých výživ 

s obsahem synbiotik, tedy směsí probiotik a prebiotik, kde prebiotika zajišťují růst 

probiotických mikroorganismů (Slavin, 2013). 

3.6 Testování in vivo 

Testování in vivo je v současné době hlavním pilířem výzkumu v oblasti biologie 

a biomedicíny. Je prováděno s cílem zhodnotit význam interakcí mezi mikroorganismy 
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a mnohobuněčnými organismy, protože řada lidských onemocnění je tímto vztahem 

ovlivňována (Macpherson and McCoy, 2015). Například zánětlivé onemocnění střev, 

rakovina, metabolické a psychiatrické poruchy jsou spojovány se střevní dysbiózou 

mikrobioty (Louis et al., 2014; Sampson and Mazmanian, 2015; Wlodarska et al., 2015). 

Vzhledem ke značné rozmanitosti mikrobioty jednotlivých testovaných organismů 

a také mikroprostředí jednotlivých klecí, v němž jsou experimenty prováděny, je in vivo 

testování na zvířatech značně problematické z hlediska reprodukovatelnosti výsledků 

(Macpherson and McCoy, 2015). Rozdíl mezi bezmikrobním a kolonizovaným zvířetem je 

zřetelný v každém systémovém orgánu zvířete (Smith et al., 2007). 

Růst mikroorganismů je ovlivněn fyzikálně-chemickými podmínkami v daném 

prostředí – například pH, teplotou, oxidačně-redukčním potenciálem – a dostupností 

substrátu. Střevní trakt býložravců, šelem a všežravců vykazuje značné anatomické 

a fyziologické rozdíly. Střevní mikrobiota byla přizpůsobena místním podmínkám svého 

hostitelského organismu, se kterým byla souběžně modifikována. Nejvýraznější bakteriální 

rozmanitost byla detekována u býložravců (Clavel et al., 2016; Ley et al., 2006). 

Savčí hostitelské subjekty jsou značně ovlivněny přítomností symbiotických organismů, 

což způsobuje řadu imunitních i neimunitních změn. Normální funkce mnoha systémů je 

závislá na kolonizaci organismu. Je nutno zmínit, že defektním mutualismem může být 

způsobeno i zánětlivé onemocnění střev. Tyto mechanismy jsou proto studovány pomocí 

kombinačních experimentů s jednotlivými kmeny mikroorganismů a gnotobiotických 

technologií, jež jsou základem při vyvíjení účinných terapií v oblasti zdraví (Smith et al., 

2007). 

3.7 Gnotobiologie, gnotobiont 

Koncept gnotobiotického zvířete byl představen s cílem studia interakcí mezi 

mikrobiotou a hostitelem. Vědní obor gnotobiologie se zabývá mikrobiologicky definovanými 

organismy, což je založeno na skutečnosti, že k vývoji embrya dochází ve sterilním prostředí. 

Slova „gnotobiont“ a „gnotobiotický“ byla odvozena z řeckého „gnotos“ a „biota“, což lze 

volně chápat jako souvislost a znalosti mezi živými organismy a hostitelem. Gnotobiotické 

zvíře je mikrobiologicky definovaný organismus, který je v praxi bezmikrobním nebo 

původně bezmikrobním organismem, jež je uměle osídlen známým kmenem mikroorganismů. 

Bezmikrobní organismus lze získat císařským řezem, hysterektomií mateřského organismu, 

nebo přenosem sterilních embrií do sterilních bezmikrobních náhradních matek. V závislosti 



33 

 

na druhu zvířete mohou být jednotlivá zvířata chována ve sterilních izolátorech bez matky 

nebo s bezmikrobní náhradní matkou (Gordon and Pesti, 1971; Kubelkova et al., 2016). 

Molekulárně-biologické testování mikrobioty poskytuje řadu výsledků, které by měly 

být vhodně paralelně doplňovány funkčními studiemi se zaměřením na intenzivní analýzu 

mikrobioty ve spojení s jejím vlivem na makroorganismus. Studium bakteriální kolonizace 

a její vlivy na hostitele je prováděno na pokusných zvířatech gnotobiologickými metodami. 

Principem těchto metod je poměrně náročný chov gnotobiotických zvířat v izolátorech se 

sterilním prostředím bez živých bakterií, ve kterých jsou řízeně kolonizovány 

mikroorganismy. Účinek kolonizace gnotobiotického organismu je poté sledován na 

genetické a proteinové úrovni (Falk et al., 1998). 

Využití gnotobiotických zvířecích modelů při výzkumu má velký potenciál při 

poskytnutí nových mikrobiologických a imunologických informací o vztazích mezi 

patogenem a hostitelem, o etiologii infekčních onemocnění, akutních a chronických 

zánětlivých stavech, při vývoji vakcíny a získání informací při přechodu stavu organismu 

zdraví–nemoc (Kubelkova et al., 2016). Identifikace mikrobioty, kterou byl kolonizován 

gnotobiotický organismus, by mohla vést k objasnění molekulárních mechanismů při indukci 

patologických změn, propuknutí onemocnění, obranných mechanismů či prospěšných účinků, 

což by mohlo zapříčinit objevení nových možností, jak složením mikrobioty prospěšně 

ovlivnit prevenci a léčbu řady onemocnění. Studiem těchto mechanismů lze nalézt i nové 

bakteriální kmeny a komponenty, například probiotika a prebiotika, jejichž podáváním by 

byly prospěšné účinky zprostředkovány (Tlaskalová-Hogenová et al., 2011). 

Experimentální zvířecí modely jsou nezbytné pro řešení funkční otázky týkající se 

interakce mikrobioty a hostitele s cílem objasnění klinického významu spojeného s iniciací 

a rozvojem onemocnění (Hörmannsperger et al., 2015). 

Studie prováděné na gnotobiotických zvířatech prokázaly vhodnost pro analýzu 

ochranných funkcí organismu. Mnoho experimentů bylo prováděno v souvislosti s imunitním 

systémem (Cebra, 1999; Hooper et al., 2012), strukturálními a metabolickými funkcemi 

organismu (Bäckhed and Crawford, 2010; Karlsson et al., 2013; Tilg and Kaser, 2011), 

vývojovými aspekty funkčních systémů obratlovců (Butler et al., 2009; Grover and Kashyap, 

2014; Umesaki, 2014) a karcinogenezí (Francescone et al., 2014; Schwabe and Jobin, 2013). 

Lidský mikrobiom produkuje velké množství bioaktivních molekul schopných 

interagovat s hostitelem, jejichž účinky by měly být dále studovány. Existence bakterií 

v tlustém střevě a jejich základní funkce ve výživě a metabolismu, jako je fermentace 

nestravitelných oligosacharidů, metabolismus xenobiotik a aktivace, či zničení mutagenních 
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metabolitů dělá střevní mikrobiotu pomyslným velkým fermentativním orgánem (Martin et 

al., 2009). Zkoumání role mikrobioty ve spojitosti s lidskými onemocněními za použití 

zvířecích modelů chovaných v definovaných gnotobiotických podmínkách by mohlo vést 

k objevení souvislosti a složitosti mechanismů chronických onemocnění. Je zřejmé, že lidská 

mikrobiota ovlivňuje zdraví člověka mnohem více, než se předpokládalo (Tlaskalová-

Hogenová et al., 2011). 

Jako tradičně používané bezmikrobní organismy lze zmínit krysy a myši, dále morčata, 

králíky, křečky, psy bígl, prasata, jehňata, telata a kozy (Coates, 1975). 

Experimentálně indukované a spontánně rozvíjené zvířecí modely lidských onemocnění 

jsou nezbytné ke zkoumání vlivu genetických a environmentálních faktorů v propuknutí 

onemocnění ještě před objevením prvních symptomů, k objasnění patogenních mechanismů 

a k vyvinutí preventivních a terapeutických strategií (Tlaskalová-Hogenová et al., 2011). Tyto 

gnotobiotické modely jsou umělé a „biologicky čisté“, neboť na ně nepůsobí žádné vnější 

vlivy, a proto je nutné konstatovat, že nejsou zcela vždy ideální ke srovnání funkcí 

v organismu přirozeném (Kubelkova et al., 2016; Tlaskalová-Hogenová et al., 2011). 

Například gnotobiotická myš a člověk jsou značně rozdílní, a to zejména ve střevní fyziologii 

a fungování imunitního systému, a proto by tomu měla být přizpůsobena interpretace 

výsledků testování (Mestas and Hughes, 2004). Zároveň lze také zmínit vlivy stravovacích 

návyků, chování a životního prostředí (Clavel et al., 2016). 

Laboratorní myš je v současné době hlavním experimentálním modelovým organismem 

v preklinickém výzkumu lidských onemocnění (Eppig et al., 2015), hlavně kvůli poměrně 

snadnému zajištění bezmikrobního stavu, což je základ pro založení gnotobiotického modelu 

(myši kolonizované definovanými bakteriálními kmeny, či jejich směsí), který je nástrojem 

pro testování příčinných vztahů mezi mikroorganismy a jejich hostitelem (Clavel et al., 2016). 
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4 Materiál a metody 

Tato diplomová práce – Testování oligosacharidů mateřského mléka v in vivo 

podmínkách – byla prováděna v návaznosti na práci bakalářskou – Testování synbiotických 

vlastností oligosacharidů mateřského mléka a probiotických bakterií (in vitro kompetice). 

Provedení této práce bylo zprostředkováno na Katedře mikrobiologie, výživy a dietetiky 

(ČZU, Praha) ve spolupráci s Laboratoří gnotobiologie (Mikrobiologický ústav AV ČR, v. v. 

i., Nový Hrádek). 

4.1 In vitro kompetice 

4.1.1 Příprava rifampicin-rezistentního mutanta (RRBM) 

V rámci bakalářské práce byla provedena příprava rifampicin-rezistentního mutanta 

(RRBM) provedením rozboru výrobku Infloran (číslo šarže 3230A, datum spotřeby 04/2015), 

ve kterém bylo výrobcem (Laboratorio Farmaceutico S. I. T. S. r. l., Italien) deklarováno 

10
9
 Bifidobacterium longum subsp. infantis a 10

9
 Lactobacillus acidophilus. Bakterie byly 

kultivovány na selektivním médiu pro bifidobakterie – Wilkins-Chalgren anaerobe agar 

(W+SP médium (OXOID, UK), 100 mg/l mupirocin (OXOID, UK), 1 ml/l octové kyseliny) 

s následnou izolací narostlých kolonií do W+SP bujónu. Identifikace bifidobakterií na úroveň 

rodu i druhu byla ověřena pomocí biochemických a molekulárně-genetických testů (viz 4.1.2 

a 4.1.3). 

Na Petriho misky byly připraveny dva typy agarů – 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 

Vlková et al. (2010) – které byly šikmo zality a vytvářely tak koncentrační gradient. Na takto 

připravené médium byly inokulovány vyizolované a identifikované bifidobakterie z výrobku 

Infloran s následnou anaerobní kultivací při 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé kolonie na části 

agaru s nejvyšší koncentrací antibiotika rifampicinu byly následně izolovány a poté ještě 

několikrát pasážovány s předpokladem nejvyšší možné rezistence na rifampicin. RRBM byl 

následně uchováván v mrazáku při −30 °C ve W+SP bujónu s přídavkem rifampicinu 

(100 mg/l), mupirocinu (100 mg/l) a glycerinu. 

Při každém přeočkování a následném použití RRBM byla zkontrolována čistota narostlé 

kultury pomocí fázově kontrastního mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japan). 
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4.1.2 Identifikace pomocí biochemických testů 

4.1.2.1 F6PPK 

Rod Bifidobacterium lze od ostatních bakteriálních rodů odlišit na základě metabolismu 

sacharidů. Tato rodová identifikace je prováděna detekcí enzymu fruktoso-6-fosfát 

fosfoketolasy, pomocí něhož jsou bifidobakteriemi štěpeny hexosy – fruktoso-6-fosfát na 

erytroso-4-fosfát a acetyl-1-fosfát. Použitím detergentu CTAB je způsobeno rozbití 

bakteriálních buněk, které jsou následně spolu s intracelulárními enzymy převedeny do 

roztoku, do něhož jsou dále přidávány činidla způsobující barevné změny. Detekce enzymu 

fruktoso-6-fosfát fosfoketolasy je potvrzena fialovým zbarvením, naopak zbarvení žluté značí 

reakci negativní. Během této identifikace je vhodné zařazení negativní (Lactobacillus) 

a pozitivní kontroly (Bifidobacterium). 

Narostlé kultury ve W+SP bujónu po 24 hodinách byly odstředěny v centrifuze 

(9000 otáček/8 minut). Supernatant byl slit a usazené pelety byly propláchnuty v roztoku 

1 (0,36 g K2HPO4, 0,10 g KH2PO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml H2O). K lýze buněk bylo použito 

200 µl CTAB (45 mg cetridium bromidu, 100 ml H2O) – kultivace 5 minut. Následně bylo 

přidáno 125 µl roztoku 2 (120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetátu, 20 ml H2O) a 200 µl 

roztoku 7 (290 mg fruktosa-6-fosfátu, 5,5 ml H2O) – kultivace 30 minut/37 °C ve vodní lázni. 

Poté bylo přidáno 750 µl roztoku 3 (4,17 g hydroxylaminu, 30 ml H2O) – kultivace 10 minut 

a nakonec ještě 500 µl roztoku 4 (3 g trichloroctové kyseliny, 20 ml H2O), roztoku 5 (2,48 ml 

HCl, 17,52 ml H2O) a roztoku 6 (1 g FeCl3, 62 µl HCl, 20 ml H2O). 

4.1.2.2 API 50 CHL 

Mikroorganismy lze identifikovat na základě metabolismu sacharidů. API 50 CHL 

(BioMérieux, France) je standardizovanou metodou skládající se z 50 dílčích biochemických 

testů fungujících na základě barevné změny způsobené fermentací substrátu obsaženého ve 

zkumavce za anaerobních podmínek. Změna barvy je způsobena tvorbou kyselin a snížením 

pH. První zkumavka je negativní kontrolou a neobsahuje žádný substrát, tudíž nedojde 

k barevné změně (roztok zůstává fialový). Pokud je reakce pozitivní, roztok ve zkumavce 

zežloutne.  

Narostlé kultury byly stočeny na centrifuze (9000 otáček/3 minuty). Supernatant byl slit 

a usazené pelety byly propláchnuty a promíchány v pufru. Následně bylo připraveno 5 ml 

suspenzního média odpovídajícího svojí hustotou druhému zákalovému stupni McFarlandovy 

zákalové stupnice. Poté bylo připraveno 10 ml fialového suspenzního média API 50 CHL, do 

něhož bylo přidáno dvojnásobné množství vzorku než do média předchozího. Vzniklé 
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inokulum bylo aplikováno do 50 zkumavek, které byly následně anaerobně kultivovány při 

37 °C po dobu 48 hodin. Vyhodnocení bylo prováděno zaznamenáním barevné změny do 

výsledkové tabulky po 24 a 48 hodinách a zadáním do identifikačního softwaru 

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

4.1.2.3 APIZYM 

APIZYM (BioMérieux, France) je semikvantitativní mikrometoda, která je používána 

ke zjištění enzymatických aktivit bakterií. Na základě barevných reakcí lze orientačně zjistit, 

o který rod bakterií se jedná. Ověření přítomnosti bifidobakterií bylo prováděno detekováním 

pozitivních barevných změn u jamek číslo 13 (alfa-galaktosidasa), 14 (beta-galaktosidasa) 

a 16 (alfa-glukosidasa). 

Narostlé kultury nebo směsný vzorek byl stočen na centrifuze (9000 otáček/3 minuty). 

Supernatant byl slit a usazené pelety byly propláchnuty ve fosfátovém pufru. Následně byla 

připravena suspenze odpovídající 5–6 zákalovému stupni McFarlandovy zákalové stupnice, 

která byla po 65 µl aplikována do jamek. Inkubační box byl aerobně inkubován při 37 °C po 

dobu 4 hodin. Následně bylo do každé jamky přidáno činidlo ZYM A a ZYM B s inkubací 

5 minut. Poté byly zhodnoceny barevné změny do výsledkové tabulky. 

4.1.2.4 RAPID ID 32 A 

RAPID ID 32 A (BioMérieux, France) je biochemický test s lyofilizovanými substráty 

v jednotlivých jamkách, který je používán k identifikaci anaerobních bakterií na základně 

barevných změn, které jsou způsobeny aktivitou přítomného substrátu spolu s inokulem 

bakterií.  

Narostlé kultury byly stočeny na centrifuze (9000 otáček/3 minuty). Supernatant byl slit 

a usazené pelety byly propláchnuty ve fosfátovém pufru. Následně byla připravena suspenze 

odpovídající čtvrtému zákalovému stupni McFarlandovy zákalové stupnice, která byla 

aplikována do jamek. Jamka obsahující ureasu byla ještě zakápnuta parafínovým olejem. Test 

byl aerobně inkubován při 37 °C po dobu 4 hodin. Po inkubaci byly jamky obsahující nitrát 

zakápnuty činidly NIT1 a NIT2, jamka s indolem činidlem JAMES a zbytek jamek v dolním 

řádku činidlem FB. 

4.1.3 Identifikace pomocí molekulárně-genetických testů 

4.1.3.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Identifikace bakterií na úroveň druhu byla prováděna polymerázovou řetězovou reakcí 

(PCR). Principem metody je zmnožení specifického úseku DNA, který je umožněn 
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ohraničením dvěma druhově či rodově specifickými oligonukleotidy – primery (Garibyan and 

Avashia, 2013). 

Nejprve byla provedena izolace DNA z čistých kultur s následným vytvořením PCR 

směsi, která byla podrobena PCR reakci. Poté byl PCR produkt aplikován do gelové destičky 

v elektroforéze. Elektroforéza (OWL
 

EasyCast
TM

, Thermoscientific, USA) je přístroj 

umožňující odlišnou pohyblivost látek ve stejnosměrném elektrickém poli a je to jedna ze 

základních metod pro vizualizaci a analýzu PCR produktu, která je ovlivněna velikostí 

molekul, hustotou gelu a napětím (Garibyan and Avashia, 2013). Pohyb nukleových kyselin 

je uskutečňován od záporně nabité katody ke kladně nabité anodě. Po proběhnutí tohoto 

procesu byl gel prosvícen UV světlem a vizualizován (BIO-RAD, USA) v podobě 

elektroforeogramu. 

Izolace DNA z čistých kultur byla provedena převedením 1 ml narostlé kultury do 

sterilní zkumavky a následným odstředěním (14500 otáček/2 minuty). Supernatant byl slit 

a usazené pelety byly resuspendovány ve 100 µl PrepMan
TM

 Ultra (Applied Biosystems, 

USA) s následnou inkubací při 99 °C/10 minut v termobloku. Po vychladnutí byla suspenze 

znovu odstředěna (14500 otáček/2 minuty) a vzniklý supernatant odebrán do nové sterilní 

zkumavky. 

Identifikace na úroveň druhu – Bifidobacterium longum subsp. infantis – byla 

umožněna použitím dvou druhově specifických primerů BiINF-1 a BiINF-2 se sekvencemi 

bází TTCCAGTTGATCGCATGGTC a GGAAACCCCATCTCTGGGAT (Matsuki et al., 

1999). PCR reakce byla uskutečněna v termocykleru (Biometra, Germany), v němž byly 

opakovány tři cykly s rychle se střídajícími teplotami – denaturace (oddělení jednotlivých 

vláken DNA templátu při 95 °C), hybridizace (přisedání primeru k templátu DNA na základě 

komplementarity bází při 40–72 °C) a elongace (syntéza nového komplementárního vlákna 

DNA působením Taq DNA polymerasy při 72 °C). 

Pro proběhnutí reakce v elektroforéze byl nejprve připraven 1% agarosový gel 

(1 g agarosy (SERVA, Germany)/100 ml TAE pufru) s přídavkem 5 µl gelu RED (Biotium, 

USA). Poté byl ztuhlý gel vložen do elektroforézy, ve které do něj byly napipetovány po 5 µl 

velikostní standard (GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Fisher Scientific, USA) a PCR 

produkt. Elektroforéza byla následně zapnuta na 80 V a 50 mA po dobu 90 minut. 

4.1.4 Růst RRBM na oligosacharidech mateřského mléka (OMM) 

V rámci bakalářské práce byla dále testována schopnost RRBM utilizovat různé frakce 

oligosacharidů mateřského mléka (OMM) – včetně monomerů OMM – sialyllaktosy a fukosy 
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(Sigma-Aldrich, USA) – jako jediný zdroj uhlíku o koncentraci 2 g/l. Do mikrotitrační 

destičky obsahující jednotlivá média – frakce OMM, sialyllaktosu, fukosu – byl inokulován 

RRBM o koncentraci 4 log KTJ/ml s následnou anaerobní kultivací při 37 °C po dobu 

24 hodin. Po kultivaci byl proveden rozbor deskovou metodou s použitím selektivních médií 

pro stanovení RRBM.  

4.1.5 Rozbor stolice kojenců a in vitro kompetice 

Od osmi plně kojených, císařským řezem porozených kojenců, bez příjmu antibiotik 

a probiotik, ve stáří 33,25 ± 7,89 dní (4–5 týdnů) byly odebrány čerstvé vzorky stolice, které 

byly neprodleně po odběru převedeny do zkumavky s W+SP bujónem s anaerobním 

prostředím. Následně byl z těchto vzorků proveden rozbor deskovou metodou s použitím 

selektivních médií pro zjištění růstu celkových počtů anaerobních bakterií, bifidobakterií, 

gram-negativních bakterií, enterokoků, Escherichia coli, laktobacilů a RRBM. Kultivace byla 

provedena dle náročnosti jednotlivých skupin mikroorganismů (viz příloha 1). 

Součástí in vitro testování v bakalářské práci bylo mimo jiné i ověření schopnosti růstu 

střevních bakterií těchto kojenců na třech médiích – oligosacharidy mateřského mléka 

(OMM), mateřské mléko a médium kontrolní (W+SP bujón). Do mikrotitrační destičky bylo 

napipetováno 88 µl média, 10 µl vzorku kojenecké stolice (6 log KTJ/g) a 2 µl RRBM (5 log 

KTJ/g), nebo 2 µl kontrolní ředící řady s následnou anaerobní kultivací při 37 °C po dobu 

24 hodin. Po kultivaci byl proveden rozbor deskovou metodou pomocí selektivních médií pro 

zjištění růstu již zmíněných skupin mikroorganismů.  

4.1.6 Měření koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu 

Po in vitro kompetici byla u každé varianty z důlku mikrotitrační destičky provedena 

analýza primárních metabolitů iontově-výměnnou chromatografií s potlačenou konduktivitou 

(Katedra pedologie a ochrany půd, ČZU, Praha). Na tuto analýzu byl použit iontový 

chromatograf ICS 1600 (Dionex, USA) s detektorem a analytickou kolonou a předkolonou 

IonPac AS11-HS (Dionex, USA). Jako mobilní fáze byl použit KOH s gradientem 1–37,5 

mM po dobu 1–50 minut a průtokem 1 ml/min. K potlačení konduktivity eluentu byl použit 

supresor ASRS 300 (Dionex, USA) a pro snížení vlivu uhličitanů rozpuštěných ve vzorku 

bylo použito Carbonate Removal Device 200 (Dionex, USA). 
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4.2 In vivo kompetice 

4.2.1 Příprava vzorků kojenecké stolice 

Od 4–6 týdnů starých kojenců porozených císařskou sekcí byly odebrány dva vzorky 

kojenecké stolice, v nichž nebyly přítomny bifidobakterie. Tyto vzorky byly následně 

analyzovány pomocí deskové metody a biochemických testů APIZYM, API 50 CHL 

a RAPID ID 32 A (BioMérieux, France) pro ověření nepřítomnosti bifidobakterií. Po 

provedení analýzy byly vzorky převedeny do vzorku směsného s koncentrací bakterií 

9 log KTJ/g určeného k humanizaci bezmikrobních myší. Směsný vzorek byl následně 

převezen do místa in vivo pokusu do Laboratoře gnotobiologie v Novém Hrádku, kde byl 

vzorek opět otestován na nepřítomnost bifidobakterií. 

4.2.2 Humanizace bezmikrobních myší 

Bezmikrobní imunokompetentní BALB/c myši byly chovány v plastových izolátorech 

v Novém Hrádku a byly krmeny dietou 1414 (Altromin). Myši byly kolonizovány způsobem 

orální gaváže obsahující 9 log KTJ/g směsného vzorku kojenecké stolice. Po 14 dnech byla 

provedena analýza bakteriálního osídlení střev myší pomocí selektivní deskové metody 

a následně i pomocí metody fluorescenční in situ hybridizace (FISH). Vzorky stolic myší byly 

asepticky odebrány do zkumavek s W+SP médiem a následně po přepočtu byly sériově 

naředěny v ředících řadách do konečného poměru 1:10
9
 g/ml. Následně byly takto rozředěné 

vzorky převedeny do sterilních Petriho misek, které byly okamžitě zality selektivními médii 

a kultivovány dle náročnosti jednotlivých skupin mikroorganismů (viz příloha 1).  

Vzorky stolic byly vyšetřeny na celkové počty anaerobních bakterií (Wilkins-Chalgren 

anaerobe agar, Oxoid, UK), na přítomnost RRBM (Wilkins-Chalgren anaerobe agar, Oxoid, 

UK; doplněno o 100 mg/l mupirocinu, 100 mg/l rifampicinu, 1 ml/l octové kyseliny), gram-

negativních bakterií (Wilkins-Chalgren anaerobe agar, Oxoid, UK; doplněno 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 použita 

metoda fluorescenční in situ hybridizace (FISH) s kity specifickými pro Clostridium 

butyricum group (RiboTechnologies, The Netherlands). Misky zality médiem pro celkové 

počty anaerobních mikroorganismů, gram-negativní bakterie a RRBM byly anaerobně 

inkubovány v anaerostatech (Anaerobic Plus System, Oxoid, UK) při 37 °C po dobu 

48 hodin. Enterococcus spp. byl kultivován aerobně při 37 °C po dobu 48 hodin a Escherichia 

coli také aerobně při 37 °C po dobu 24 hodin. Analýza vzorků stolic myší byla provedena za 
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účelem potvrzení osídlení bezmikrobních myší právě kojeneckou mikrobiotou ze směsného 

vzorku stolice. 

4.2.2.1 Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

Fluorescenční in situ hybridizaci (FISH) lze zařadit mezi základní metody molekulární 

cytogenetiky s principem zviditelnění sekvence nukleových kyselin na mikroskopickém 

preparátu pod fluorescenčním mikroskopem. FISH je široce využívanou metodou k detekci 

normální či aberantní DNA sekvence v intaktní buňce, ať už v interfázi, metafázi, či 

v izolovaném chromozomu pomocí označení sekvence nukleové kyseliny vysoko-

energetickým fluoroforem (Bartlett, 2004). Molekulární hybridizací lze identifikovat polohu 

DNA sekvence in situ, neboli v její přirozené pozici v chromozomu. Právě k identifikaci 

a kvantifikaci přirozeně se vyskytujících sekvencí v biologickém vzorku je používána 

molekulární hybridizace pomocí značené sekvence DNA nebo RNA sondy (O'connor, 2008). 

Kvantifikace Clostridium spp. byla prováděna metodu FISH. Čerstvé směsné vzorky 

stolice myší (se zaznamenanou navážkou) byly odstředěny (14500 otáček/5 minut), 

supernatant byl slit a usazené pelety byly resuspendovány v 500 µl MCPX1 pufru 

(RiboTechnologies, The Netherlands). Tento proces byl zopakován a poté bylo přidáno 50 µl 

roztoku Fixative (RiboTechnologies, The Netherlands) s promícháním a inkubací při 4 °C po 

dobu 30 minut. Po inkubaci byly zkumavky stočeny (14500 otáček/5 minut), supernatant byl 

slit a pelety opět resuspendovány v 500 µl MCPX1 pufru. Tento proces byl opět zopakován 

s rozdílem resuspendace pelet v 500 µl Solution A (RiboTechnologies, The Netherlands) 

a další inkubací při −30 °C po dobu 1 hodiny. 

Po inkubaci bylo z každé zkumavky odebráno 50 µl roztoku do dvou čistých zkumavek 

– do jedné zkumavky bylo přidáno 50 µl roztoku specifické klostridiální sondy 

(RiboTechnologies, The Netherlands) a do druhé 50 µl bifidobakteriální sondy 

(RiboTechnologies, The Netherlands). Takto připravené zkumavky s roztoky byly podrobeny 

hybridizaci v termobloku při 50 °C za nepřístupu světla po dobu minimálně 10 hodin. Během 

této inkubaci probíhalo navázání specifické sondy na bakteriální RNA. 

Po hybridizaci byly vzorky převedeny do MCW1 pufru (RiboTechnologies, The 

Netherlands) a poté byly přefiltrovány přes filtrační papír, který byl po uschnutí vložen na 

kapku Mounting Fluid (RiboTechnologies, The Netherlands) na podložním sklíčku. Kapka 

Mounting fluid byla aplikována i na filtrační papír svrchu a poté bylo přiloženo krycí sklíčko. 

Takto připravené preparáty byly prohlédnuty fluorescenčním mikroskopem (Nikon Eclipse 

E800 VFM, Japan), a zároveň z nich bylo pořízeno 10 snímků sloužících k následné 
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kvantifikaci programem LUCIA General 5.10 (příloha 2, 3). Poté byl proveden přepočet na 

počet bakterií v gramu vzorku dle vzorce:  

             í            

  
                                                                                                    

                                                  
 

4.2.3 Směs OMM a MM s RRBM v humanizovaných myších 

Schopnost růstu RRBM, který byl použit v in vivo testování s cílem jeho sledování při 

kompetici s kojeneckým vzorkem stolice (od kojenců porozených císařskou sekcí bez 

bifidobakterií v jejich mikrobiotě) a vzniku možného synbiotického efektu s prebiotikem, byla 

testována na třech médiích – médium s oligosacharidy mateřského mléka (OMM), médium 

s mateřským mlékem a médium kontrolní. Přežití RRBM bylo ověřováno kultivací na W+SP 

médiu s přídavkem mupirocinu (100 mg/l), rifampicinu (100 mg/l) a octové kyseliny (1 ml/l). 

Následně byl RRBM re-identifikován použitím druhově-specifické PCR. 

Humanizované myši byly dva týdny po kolonizaci rozděleny do tří skupin. Každá 

skupina byla složena ze dvou samců a dvou samic. První pokusné skupině byla podávána 

voda s OMM o koncentraci 7 g/l a byl jí orálně gavážován RRBM (Mielcarek et al., 2011). 

Druhé pokusné skupině bylo podáváno mateřské mléko bez vody a byl jí také orálně 

gavážován RRBM. Třetí skupina byla skupinou kontrolní, a proto jí nebyly podávány OMM, 

mateřské mléko a ani ji nebyl orálně gavážován RRBM. 

 Mateřské mléko bylo získáno z Ústavu pro péči o matku a dítě (Praha) a bylo ošetřeno 

Holderovou metodou – tepelné ošetření při 62,5 °C/30 minut – zajišťující minimální vliv na 

obsah laktoferinu, sIgA a lysozymu v mateřském mléce (Peila et al., 2016).  Bifidobakteriální 

probiotický kmen – RRBM – byl kultivován ve W+SP médiu se sójovým peptonem (5 g/l), 

a poté byl centrifugován (14500 otáček/5 minut). Po odstředění narostlé kultury byl odstraněn 

supernatant a z usazených bakteriálních buněk na dně zkumavky byla resuspendací ve 

fyziologickém roztoku připravena bakteriální suspenze o koncentraci 10
7
 KTJ/ml. 

200 µl takto připravené probiotické suspenze bylo zaváděno orální gaváží první a druhé 

pokusné skupině myší každý třetí a čtvrtý den (2∙10
6
 KTJ/ml RRBM). 

Každý třetí den byl z každé pokusné i kontrolní skupiny myší odebrán čerstvý směsný 

vzorek stolice do zkumavek s W+SP médiem s anaerobními podmínkami (bez přítomnosti 

kyslíku v CO2 prostředí). Takto odebrané vzorky byly neprodleně převezeny na KMVD 

v Praze, kde byly prováděny rozbory pomocí deskové metody stanovující přítomnost 

jednotlivých skupin mikroorganismů pomocí selektivních médií a metody FISH 
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(Clostridium). Po 14 dnech bylo provedeno ukončení pokusu, a to anestezií myší (3–4 hodiny 

po odebrání pítek) a následným aseptickým odebráním jejich orgánů (zabránění křížové 

bakteriální kontaminaci) – periferní krve, mezenterických lymfatických uzlin, sleziny a střev. 

4.2.4 Měření koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu 

U každého směsného vzorku stolice, který byl odebrán myším, byla provedena analýza 

primárních metabolitů iontově-výměnnou chromatografií s potlačenou konduktivitou 

(Katedra pedologie a ochrany půd, ČZU, Praha). 

4.2.5 Analýza cytokinů 

Ze sleziny myší byly asepticky připraveny jednobuněčné suspenze. Buňky sleziny 

(6∙10
5
/v jamce) byly následně kultivovány v médiu (RPMI 1640 medium s 10% tepelnou 

inaktivací FBS, 10 mM HEPES, 100 U/ml penicilinu a 100 µl/ml streptomycinu; všechno 

Sigma-Aldrich, USA) při 37 °C v CO2 po dobu 48 hodin. Koncentrace IL-4, IL-6, IL-10 

a IFN-γ v buněčném supernatantu byly detekovány pomocí MILLIPLEX MAP Mouse 

Cytokine/Chemokine Panel (Milipore Corporation, USA). Hladiny TNF-α byly zjištěny 

metodou ELISA Ready-Set-Go! Kits (eBioscience, USA) podle instrukcí výrobce. Tato 

analýza byla prováděna v Laboratoři gnotobiologie (Mikrobiologický ústav AV ČR, v. v. i., 

Nový Hrádek). 

4.2.6 Statistické vyhodnocení 

Statistická analýza byla provedena pomocí dvou-výběrového T-testu s rovností rozptylů 

v programu Microsoft Excel (Microsoft Office 2013 Professional Plus) a pomocí Multiple Range 

Tests (Duncan‘s Multiple Range Tests) při P ≤ 0,05 v programu Statgraphics Centurion XV.II 

(Manugistics, Rockville, MD, USA). 
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5 Výsledky 

5.1 In vitro 

5.1.1 Růst RRBM na OMM 

Schopnost růstu RRBM byla testována na směsích oligosacharidů mateřského mléka 

(Směs OMM 1–3) izolovaných ze směsných vzorků mateřských mlék, na fukose 

a sialyllaktose. Z následující tabulky (tab. 1) je patrné, že vzhledem k většímu zdroji uhlíku 

byly lépe utilizovány testované směsi OMM, oproti fukose a sialyllaktose. Vzhledem 

k inokulační dávce 10
4
 KTJ/ml je nutno konstatovat, že ke svému růstu byl RRBM schopen 

využít všechny testované substráty. 

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

Médium Směs OMM 1 Směs OMM 2 Směs OMM 3 Fukosa Sialyllaktosa 

log KTJ/ml 8,17 ± 0,04
b
 8,27 ± 0,04

b
 8,65 ± 0,02

c
 6,58 ± 0,02

a
 6,43 ± 0,16

a
 

Hodnoty jsou průměry ± směrodatné odchylky (SD) z minimálně tří hodnot. Statistická 

analýza byla provedena pomocí Multiple Range Testu (P < 0,01) v programu Statgraphics 

Centurion XV.II (Manugistics, Rockville, MD, USA). Hodnoty s odlišným horním indexem 

se od sebe statisticky významně liší na hladině významnosti α = 0,01. 

5.1.2 Kompetice a re-identifikace izolátů 

Výsledkem kompetice jsou průměrné hodnoty narostlých skupin mikroorganismů na 

jednotlivých mediích – oligosacharidy mateřského mléka (OMM), kontrolní médium 

(W+SP), mateřské mléko (MM) a jejich směrodatné odchylky (tab. 2). 

Tabulka 2: Růst jednotlivých skupin mikroorganismů (log KTJ/ml) na oligosacharidech 

mateřského mléka, na W+SP médiu a na mateřském mléce – Multiple Range Test 

Skupiny 

bakterií 

OMM W+SP MM 

Kontrola RRBM Kontrola RRBM Kontrola RRBM 

CP 9,00 ± 0,23a 9,04 ± 0,34a 9,48 ± 0,28b 9,36 ± 0,29b 8,97 ± 0,25a 9,16 ± 0,37ab 

G- 7,27 ± 0,90bc 7,54 ± 0,86bc 8,11 ± 0,57c 7,91 ± 0,74c 6,52 ± 1,26b 5,18 ± 0,77a 

Clostridium 7,43 ± 1,02a ND 7,24 ± 1,19a ND 7,73 ±1,76a ND 

RRBM ND 8,27 ± 0,57a ND 8,16 ± 0,36a ND 8,23 ± 1,40a 

EC 9,28 ± 1,05b 9,01 ± 0,89b 9,41 ± 0,72b 9,13 ± 0,48b 8,72 ± 0,36b 7,13 ± 1,71a 

ENT 8,71 ± 0,42bc 8,15 ± 1,20bc 8,99 ± 0,28c 8,69 ± 0,63bc 7,33 ± 1,31ab 6,69 ± 1,66a 
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Pozn.: CP – Celkové počty bakterií, G- – Gram-negativní bakterie, RRBM – rifampicin-

rezistentní mutant, EC – Escherichia coli, ENT – Enterokoky, OMM – oligosacharidy 

mateřského mléka, W+SP – kontrolní médium, MM – mateřské mléko. 

Hodnoty jsou průměry ± směrodatné odchylky (SD) z minimálně tří hodnot. 

Zkratka ND znamená nedetekovatelnou hodnotu log KTJ/ml. Detekční limit pro námi 

použitou metodu byl 3 log KTJ/ml. Statistická analýza byla provedena pomocí Multiple 

Range Testu (P < 0,05) v programu Statgraphics Centurion XV.II (Manugistics, Rockville, 

MD, USA). Hodnoty v řádcích s odlišným horním indexem se od sebe statisticky významně 

liší na hladině významnosti α = 0,05. 

Po kompetici byla ověřena přítomnost RRBM biochemickými a molekulárně-

genetickými testy na úroveň rodu a druhu (tab. 3). Všechny čisté kultury odebraných izolátů 

po in vitro kompetici byly identifikovány na úroveň rodu jako bifidobakterie a zároveň také 

byly potvrzeny a re-identifikovány jako RRBM – Bifidobacterium longum subsp. infantis. 

Tabulka 3: Identifikace RRBM pomocí biochemických a molekulárně-genetických testů 

Číslo vzorku Počet izolátů P. čistých 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-fosfát fosfoketolasa (rodová identifikace), PCR – 

polymerázová řetězová reakce (druhová identifikace), RRBM – rifampicin-rezistentní mutant. 

5.1.3 Měření koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (in vitro) 

Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (mmol/l) byly analyzovány 24 hodin 

po in vitro inkubaci v přítomnosti vzorku kojenecké stolice se synbiotickou směsí OMM s/bez 

RRBM, MM s/bez RRBM a kontroly s/bez RRBM (obrázek 4, příloha 4). 

Statisticky významné rozdíly v koncentraci laktátu byly zjištěny mezi skupinami 

s OMM bez RRBM a OMM s RRBM; s MM bez RRBM a MM s RRBM. Rozdíl koncentrací 
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acetátu a butyrátu byl významný mezi skupinami s MM bez RRBM a MM s RRBM. 

Významný rozdíl byl dále zjištěn i u koncentrace laktátu mezi skupinami s MM s RRBM 

a kontrolou bez RRBM, a také mezi skupinami s MM s RRBM a kontrolou s RRBM. 

Obrázek 4: Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (in vitro) 

 

* Statisticky významný rozdíl naměřených hodnot na hladině významnosti α = 0,05. 

5.2 In vivo 

Po 14 dnech po provedené humanizaci BALB/c myší byly celkové počty anaerobních 

bakterií ve všech experimentálních skupinách stejné – 9,99  0,78 log KTJ/g – jako ve směsi 

kojenecké stolice použité ke kolonizaci – 8,95  0,17 log KTJ/g. 

Počty Escherichia coli zůstaly stejné ve všech skupinách v průběhu celého in vivo 

pokusu (9,43  0,73 log KTJ/g). 

Počty gram-negativních bakterií u druhé pokusné skupiny (MM + RRBM) nebyly 

ovlivněny vzhledem ke skupině kontrolní (8,50  1,52 log KTJ/g), zatímco u první pokusné 

skupiny (OMM + RRBM) byly počty sníženy z 8,48 log KTJ/g na 5,60 log KTJ/g. 

Počty Enterococcus spp. byly sníženy z 10,36 log KTJ/g na 5,58 log KTJ/g u první 

i druhé pokusné skupiny ve srovnání se skupinou kontrolní (8,74  0,40 log KTJ/g), ve které 

se počty během pokusu nezměnily. 
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RRBM byl schopen kolonizovat střevní trakt myší první pokusné skupiny s OMM po 

dobu 4 dnů a u myší druhé pokusné skupiny s MM po dobu 8 dnů (obrázek 5, 6), po nichž 

vymizel. U první pokusné skupiny nebyl RRBM detekován již po druhém podání probiotika – 

8 dní po první aplikaci – ani po opakovaném podání (detekční limit byl 3 log KTJ/g). U druhé 

pokusné skupiny s MM byly počty RRBM sníženy z 9,30 log KTJ/g na 5,31 log KTJ/g a po 

11 dnech došlo k jeho úplnému vymizení. 

Ve vzorcích myší stolice po humanizaci byly detekovány vysoké počty klostridií 

(9,15 log KTJ/g). Významné snížení počtu klostridií bylo zjištěno u první i druhé pokusné 

skupiny ve srovnání se skupinou kontrolní. Během 15 dnů bylo u první pokusné skupiny 

s OMM detekováno snížení počtů klostridií z 7,39 log KTJ/g na 5,52 log KTJ/g. U druhé 

pokusné skupiny s MM bylo také detekováno snížení počtu klostridií spolu se snížením počtu 

RRBM a po 15 dnech pokusu již nebyly klostridie detekovány vůbec. Jejich počty byly 

sníženy z 7,15 log KTJ/g z prvního dne až pod limit detekce (< 5 log KTJ/g) ve srovnání 

s kontrolní skupinou, u které byl zjištěn pouze mírný pokles jejich počtu z 7,84 log KTJ/g na 

7,65 log KTJ/g (obrázek 7). 

Obrázek 5: Počty bakterií (log KTJ/g) ve stolici humanizovaných BALB/c myší (OMM 

s RRBM) 
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Obrázek 6: Počty bakterií (log KTJ/g) ve stolici humanizovaných BALB/c myší (MM s RRBM) 

 

Obrázek 7: Počty bakterií (log KTJ/g) ve stolici humanizovaných BALB/c myších (kontrola) 
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5.2.1 Měření koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (in vivo) 

Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (mmol/kg) byly měřeny ve vzorku 

stolic humanizovaných BALB/c myší po in vivo kompetici se synbiotickou směsí OMM 

s RRBM, MM s RRBM a u kontrolní skupiny (obrázek 8, příloha 5). 

Obrázek 8: Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (in vivo) 

 

* Statisticky významný rozdíl naměřených hodnot na hladině významnosti α = 0,05. 

Významné rozdíly v koncentraci butyrátu byly zjištěny mezi první pokusnou 

(4,07 mmmol/kg) a kontrolní skupinou (7,80 mmol/kg), a také mezi druhou pokusnou 

(3,68 mmol/kg) a kontrolní skupinou (7,80 mmol/kg), což koreluje se snížením počtu 

klostridií. Mezi první pokusnou a kontrolní skupinou byl také významný rozdíl v koncentraci 

propionátu. 

5.2.2 Analýza cytokinů  

U první pokusné skupiny s OMM bylo detekováno výrazné zvýšení hladiny 

protizánětlivého cytokinu IL-10 ve srovnání se skupinou kontrolní. U skupin, jimž byl 

podáván RRBM – první a druhá pokusná skupina – bylo zjištěno zvýšení hladin IL-10. 

U první pokusné skupiny bylo také detekováno výrazné zvýšení hladiny prozánětlivých 

cytokinů IL-6, TNF-α a IFN-γ ve srovnání s ostatními skupinami. Zvýšené hladiny těchto 
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prozánětlivých cytokinů byly zjištěny také u druhé pokusné skupiny s MM ve srovnání se 

skupinou kontrolní (obrázek 9). 

Obrázek 9: Analýza cytokinů 

 

Pozn.: SPL supernatant – supernatant jednobuněčné suspenze ze sleziny myší, IL-10 – 

interleukin 10, IL-6 – interleukin 6, TNF-α – faktor nádorové nekrózy („tumor necrosis 

factor“), IFN-γ – interferon γ, OMM – oligosacharidy mateřského mléka, MM – mateřské 

mléko, RRBM – rifampicin-rezistentní mutant. 
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6 Diskuze 

Cílem této práce bylo zjistit vliv synbiotických vlastností oligosacharidů mateřského 

mléka (OMM) a bifidobakterií v porovnání s mateřským mlékem (MM) a bifidobakteriemi 

a zároveň jejich vliv na novorozenecký střevní mikrobiom po císařské sekci v podmínkách 

in vitro a in vivo. Během prvního dne in vivo testování nebyly zjištěny žádné významné 

rozdíly. Délka podávání probiotika byla určena na základě předchozích studií u lidí a myší, 

které byly provedeny v rozmezí od 7 (Nakayama and Oishi, 2013) do 14 dnů (Monteagudo-

Mera et al., 2016). Kolonizací střevního traktu rifampicin-rezistentním mutantem (RRBM) 

bylo způsobeno snížení počtu Clostridium spp. od 8. dne po podávání synbiotik (skupina 

s MM a RRBM). Monteagudo-Mera et al. (2016) a Nakayama and Oishi (2013) uvádějí, že 

podávání synbiotika po dobu jednoho týdne bylo dostatečné k detekci změn v mikrobiotě 

myší u skupin bakterií Clostridium spp. a gram-negativních bakterií. 

Doporučenou denní dávkou prebiotik pro člověka bylo v řadě studií uváděno množství 

8–15 g/den (Macfarlane et al., 2008), nicméně bifidogenní efekt prebiotik byl pozorován již 

od dávky 5 g/den (Anthony et al., 2006). Koncentrace OMM – 7 g/l – použita v našem in vivo 

pokusu byla přibližně stejná jako koncentrace oligosacharidů v mateřském mléce – v průměru 

5–20 g/l (Bode, 2012; Gabrielli et al., 2011). Při podávání 1 g galaktooligosacharidů na 

kilogram hmotnosti myši byl zaznamenán zvýšený výskyt bifidobakterií a laktobacilů. 

Rovněž byl zjištěn vliv prebiotických oligosacharidů na koncentrace těkavých mastných 

kyselin (Pan et al., 2009), což bylo v této práci také potvrzeno. 

Těkavé mastné kyseliny – acetát, butyrát, propionát – jsou primárním produktem 

mikrobiální fermentace prebiotik, jsou zdrojem dobře a rychle využitelné energie a podílejí se 

na metabolismu hostitele (Yang et al., 2013). Je pravděpodobné, že těkavé mastné kyseliny 

vykazují určitou souvislost mezi dietou, střevní mikrobiotou a imunitní reakcí a je tedy 

zřejmé, že jejich tvorba pozitivně ovlivňuje lokální metabolické procesy tlustého střeva 

a rozvoj trávicího systému jako takového (Oozeer et al., 2013). V této souvislosti bylo 

zjištěno, že acetát, který byl syntetizován bifidobakteriemi, zvyšoval střevní obranu hostitele 

proti infekci. Tato ochrana byla zprostředkována buňkami epitelu (Ventura et al., 2014). 

V naší in vitro kompetici byly zjištěny významné rozdíly koncentrace laktátu v rámci 

skupiny s OMM a skupiny s MM. Tyto rozdíly byly způsobeny inokulací probiotického 

RRBM. Je totiž známo, že metabolickým produktem Bifidobacterium spp. je laktát a acetát 

v poměru 2:3 (De Vries and Stouthamer, 1967; Gupta et al., 2016). Dále byly zjištěny 

i významné rozdíly v koncentraci acetátu a butyrátu v rámci skupiny s MM. Při měření 
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koncentrace těkavých mastných kyselin po in vivo kompetici byly zjištěny významné rozdíly 

koncetrací butyrátu mezi první pokusnou a kontrolní skupinou a zároveň také mezi druhou 

pokusnou a kontrolní skupinou, což koreluje se snížením počtu klostridií. Zároveň byl také 

zjištěn významný rozdíl koncetrací propionátu mezi skupinou první a kontrolní. 

U skupiny myší s OMM a u skupin, jimž byl podáván RRBM in vivo, byla zjištěna 

zvýšená hladina protizánětlivého cytokinu IL-10. Kole and Maloy (2014) uvádějí, že 

produkce cytokinu IL-10 byla spojována s jeho ochranným efektem při zánětlivých 

onemocněních střev. Nicméně, u skupin myší s OMM byly výrazně produkovány 

i prozánětlivé cytokiny IL-6, TNF-α a IFN-γ, které pak byly v menším množství produkovány 

i u skupiny myší s MM. Produkce těchto cytokinů byla pravděpodobně ovlivněna příjmem 

synbiotik, respektive probiotik a prebiotik. Na základě této úvahy plynoucí z výsledků naší 

in vivo studie by tedy bylo pravděpodobné, že správná funkce a vývoj imunitního systému 

organismu by mohla být podporována příjmem prebiotických OMM, nebo synbiotik 

obsahujících OMM s RRBM. Zároveň by bylo možné, že tento vliv by mohl být mírně 

způsoben i příjmem MM nebo synbiotik obsahujících MM s RRBM. 

Po ukončení pokusu pitvou myší bylo zjištěno, že podáváním OMM byla způsobena 

flatulence a břišní plynatost. Tento jev – flatulence – byl potvrzen již v dřívějších studiích při 

dávce fruktooligosacharidů či inulinu vyšší než 15 g/den (Stone-Dorshow and Levitt, 1987) 

a také při dávce oligofruktosy vyšší než 30 g/den (François et al., 2014). 

Aloisio et al. (2012) a Mazzola et al. (2015) doporučují po in vitro testování probiotický 

kmen Bifidobacterium breve B632 spolu s prebiotickými galaktooligosacharidy (Vivinal®) 

a fruktooligosacharidy (Actilight®950P) jako vhodné součásti synbiotik pro kojence. 

Nicméně účinek synbiotik in vivo může být různý. Právě proto byl v řadě dalších in vivo 

studií dále zkoumán vliv synbiotik – kombinace probiotik a prebiotik – na složení 

gastrointestinální mikrobioty. Vlastní efekt synbiotika, které je podáváno s cílem prospěšně 

ovlivnit střevní mikrobiotu hostitele, ještě nebyl zcela prozkoumán a výsledky synbiotického 

vlivu jsou tedy poměrně omezené (Saulnier et al., 2008). V současné době jsou prováděny 

nové in vivo metody selekce probiotik pro použití do synbiotik. Principem této metody je 

izolace probiotických bakterií ze stolice jedince, kterému byly předem podávány prebiotika. 

Po izolaci v této studii byly následně vlastnosti probiotického kmene po in vivo selekci 

ověřeny na krysím in vivo modelu podáváním probiotika, prebiotika a synbiotika. Výsledkem 

bylo zjištění, že selekce probiotika in vivo by mohla být vhodnou metodou pro zajištění 

lepších vlastností a konkurenceschopnosti probiotika jako součásti synbiotika 

v gastrointestinálním traktu hostitele (Krumbeck et al., 2015). Bindels et al. (2015) testoval 
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účinek synbiotik in vivo u myší s indukovanou leukémií. Tento příjem byl spojován 

s modifikací mikrobioty myší ve prospěch znovuvytvoření mikrobiální homeostaze, 

prodloužení jejich přežití a snížení kachexie. 

 Součástí výstupu našeho in vitro testování bylo zjištění, že kombinací OMM s RRBM 

lze získat potenciální synbiotikum pro kojence, a proto byla tato směs dále testována in vivo 

ve zvířecím modelu. Nejvyšší synbiotický efekt in vitro testování byl detekován u varianty 

MM jako prebiotika s RRBM jako probiotikem, u které byly nejvýrazněji sníženy počty 

potenciálně patogenních gram-negativních bakterií. Nižší synbiotický efekt vykazovala také 

varianta OMM spolu s RRBM, u které byly opět počty gram-negativních bakterií výrazně 

sníženy oproti kontrole. RRBM byl detekován ve stejných počtech ve všech médiích, do 

nichž byl inokulován. Bifidogenní efekt OMM nebyl tak výrazný jako u MM pravděpodobně 

proto, že OMM poskytují pouze komplexní cukry – oligosacharidy – jako zdroj uhlíku, 

zatímco MM dále poskytuje i jednodušší a snadněji fementovatelné cukry – glukosu, 

galaktosu a laktosu. MM navíc dále obsahuje i antimikrobiální faktory – laktoferin, 

laktofericin, lysozym a antimikrobiální peptidy, které inhibují růst patogenů (Field, 2005). Je 

zajímavé, že antimikrobiální enzym lysozym, který rozkládá buněčnou stěnu gram-

pozitivních bakterií hydrolýzou β(1→4) vazby mezi N-acetylglukosaminem 

a N-acetylmuramovou kyselinou (Wiesner and Vilcinskas, 2010), nezpůsobil inhibici růstu 

RRBM (Bifidobacterium longum subsp. infantis) patřícího do této skupiny bakterií. Již dříve 

bylo zjištěno, že některé gram-pozitivní bakterie – Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium 

longum – jsou lysozym rezistentní a mají výbornou růstovou schopnost v mateřském mléce 

(Rockova et al., 2011), ve kterém může být lysozym obsažen v koncentracích až 400 µg/ml 

(Clare et al., 2003). 

Saulnier et al. (2008) potvrdil synbiotický účinek řady kombinací fruktooligosacharidů 

spolu s Lactobacillus fermentum, Lb. plantarum, Lb. paracasei a Bifidobacterium longum, při 

kterém byl růst probiotik stimulován prebiotiky. Byly zvýšeny počty prospěšných a sníženy 

počty potenciálně patogenních bakterií a ve srovnání pouze s probiotickým účinkem byl 

synbiotický účinek významnější. Uvádí dále nezbytnost dalšího in vivo testování. Přestože byl 

růst střevních bakterií na oligosacharidech mateřského mléka in vivo testován již dříve, také 

Wang et al. (2015) uvádí nezbytnost dalšího in vivo testování pro potvrzení prebiotických 

účinků oligosacharidů mateřského mléka na stimulaci prospěšné střevní mikrobioty kojence. 

Jak již bylo zmíněno, synbiotický účinek OMM s RRBM byl prokázán pouze v in vitro 

testování. Je pravděpodobné, že in vivo modely myší nejsou vždy zcela vhodné a jsou často 

kritizovány z důvodu různých omezení. Přestože in vivo modely mohou poskytovat poměrně 
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přesné výsledky, nejsou vždy v dokonalém souladu s testy na lidech. Je zřejmé, že myš není 

sedmdesátikilový člověk (Leist and Hartung, 2013; Seok et al., 2013) ani tříkilový 

novorozenec. Přesto tyto modely stále poskytují řadu důležitých informací. Zvířecí modely 

byly použity i pro testování bezpečnosti některých OMM, konkrétně k objasnění jejich funkce 

ve střevě novorozence spolu s lakto-N-tetraosou z MM (Coulet et al., 2014; Coulet et al., 

2013).  
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7 Závěr 

- V in vitro kompetici bylo potvrzeno, že RRBM izolovaný z probiotika Infloranu je 

vhodným probiotickým kmenem pro kojence a v kombinaci spolu s prebiotickým MM nebo 

OMM by mohl být potenciálním kojeneckým synbiotikem se schopností inhibovat růst 

potenciálně patogenních bakterií. 

- V in vitro vykazoval RRBM dobrou růstovou schopnost ve všech médiích, do kterých 

byl inokulován. Nejvýraznější snížení počtu potenciálně patogenních bakterií (gram-negativní 

bakterie a E. coli) bylo zjištěno u média s MM a RRBM. Laktobacily nedosáhly detekčního 

limitu (3 log KTJ/ml). 

- V in vivo kompetici u myšího modelu nebyl potvrzen synbiotický účinek, ale přesto 

bylo detekováno výrazné snížení počtu Clostridium spp. u obou pokusných skupin (OMM 

+ RRBM, MM + RRBM) a zároveň i snížení počtu gram-negativních bakterií u první pokusné 

skupiny (OMM + RRBM). 

- Existuje málo in vivo studií a zároveň některé zvířecí modely nejsou zcela vhodné pro 

testování s OMM. Ve zvířecím modelu nelze zcela přesně nasimulovat vlastnosti a funkce 

lidského organismu. Přesto jsou tyto modely nenahraditelné pro testování bezpečnosti 

funkčních potravin – prebiotik, probiotik a synbiotik. Testování OMM a probiotických 

bakterií in vivo by mělo být předmětem dalšího zkoumání. 

- Probiotický RRBM vykazoval imunostimulační účinky na imunitní systém hostitele, 

které byly ještě zesíleny podáním prebiotických OMM ve srovnání s MM. Byla vyvolána 

specifická imunitní odpověď – tvorba protilátek – o čemž svědčí zvýšená hladina IL-6 ve 

skupinách, jímž byl podáván RRBM. 
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9 Přílohy 

Příloha 1: Selektivní média pro růst mikroorganismů 

Mikroorganismy Složení média na 100 ml dH2O 
Podmínky 

kultivace 

CP anaerobních 

mikroorganismů 

4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 

0,1 ml Tween (Sigma, US) 
AN, 37 °C/24 hodin 

Gram-negativní 

bakterie 

4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 5 ml koňská 

krev, 2 ml suplement pro gram-negativní bakterie 
AN, 37 °C/24 hodin 

Bifidobacterium - MUP 
4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween 
(Sigma, US), 100 µl octová k., MUP (100 mg/l) 

AN, 37 °C/24 hodin 

Bifidobacterium - NORF 
4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween 

(Sigma, US), 10 ml NORF, MUP (100 mg/l) 
AN, 37 °C/24 hodin 

RRBM - RIF 

4,3 g W agar, 0,5 g SP, 0,05 g Cys, 0,1 ml Tween, 

100 µl octová kyselina, MUP (100 mg/l), 

1 ml RIF (100 mg/l) 

AN, 37 °C/24 hodin 

Lactobacillus 6 g Rogosa agar, 132 µl octová 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 počty, RRBM – rifampicin-rezistentní mutant, W agar – Wilkins-

Chalgren Anaerobe Agar, SP – Sójový pepton, Cys – cystein, MUP – mupirocin, NORF – 

norfloxacin, RIF – rifampicin, AE – aerobně, AN – anaerobně, MAE – mikroaerofilně. 

Výrobcem jednotlivých složek médií je OXOID (UK), pokud není uvedeno jinak. 

Příloha 2: Vizualizace FISH – Bifidobacterium 
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Příloha 3: Vizualizace FISH – Clostridium 

 

Příloha 4: Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (mmol/l) po in vitro kompetici 

Médium 
Těkavé mastné kyseliny 

Laktát Acetát Propionát Butyrát 

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 mateřského mléka, RRBM – rifampicin-rezistentní 

mutant, MM – mateřské mléko. 

Příloha 5: Koncentrace těkavých mastných kyselin a laktátu (mmol/kg) po in vivo kompetici 

Skupiny myší 
Těkavé mastné kyseliny 

Laktát Acetát Propionát Butyrát 

První pokusná skupina (OMM + RRBM) 80,67 98,40 19,45 4,07 

Druhá pokusná skupina (MM + RRBM) 88,72 141,92 30,25 3,68 

Kontrolní skupina 85,84 111,69 28,05 7,80 

Pozn.: OMM – oligosacharidy mateřského mléka, RRBM – rifampicin-rezistentní 

mutant, MM – mateřské mléko. 
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Příloha 6: Na základě výzkumu a této práce byl přijat článek do vědeckého časopisu Beneficial 

Microbes s názvem „Assessment of the synbiotic properties of human milk oligosaccharides and 

B. longum subsp. infantis in vitro and in humanised mice“ (zobrazen proof ke článku – 2017) 

 


