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Kolonizace traviciho traktu bifidobakteriemi

Souhrn

Stfevni mirkobiota piedstavuje slozitou bakteridlni komunitu. Rozviji se bezprostfedné
po narozeni. Dulezitymi kolonizatory jsou bifidobakterie, které pozitivné ovliviiuji zdravi
jedince, podporuji fungovani imunitniho systému, syntetizuji vitaminy, poskytuji ochranu
pied patogennimi bakteriemi. Jejich vyskyt v trdvicim traktu je ovlivnén fadou faktort,
predevsim porodem a stravou. Matefské mléko ma zasadni podil na kolonizaci traviciho traktu
bifidobakteriemi diky obsahu oligosacharidi. Bifidobakterie jsou diky pozitivnimu vlivu

na hostitele ¢asto vyuzivany jako probiotiké mikroorganismy.

V diplomové praci byla testovand schopnost bifidobakterii kolonizovat dutinu Ustni,
tlusté stfevo a mléko dojnic. Mléko miuze piedstavovat potencialni zdroj bifidobakterii
pro utvareni stfevni mikrobioty telete. K experimentu byl vybran vhodny kmen bifidobakterii
na zékladé¢ jeho probiotickych vlastnosti. Kvuli odliSeni od ostatnich bifidobakterii
vyskytujicich se v travicim traktu byly zvybraného kmene Bifidobacterium animalis
spp. animalis vytvofené rifampicin rezistentni mutanti, ktefi byli podani laktujici dojnici.
Kultivaéni metodou byly stanoveny celkové pocty anaerobnich bakterii, bifidobakterii,
laktobacilti, koliformnich bakterii, Escherichia coli a rifampicin rezistentnich bifidobakterii
(RRBIF). Ptritomnost bifidobakterii byla ovéfena pomoci fruktoso-6-fosfat fosfoketalasového

testu.

Bifidobakterie byly ve vykalech stanoveny v poétu 107 — 108 KTJ/g. Rifampicin
rezistentni bifidobakterie do¢asné kolonizovaly tlusté stievo v poétu az 10° KTJ/g. V duting
Gistni byly bifidobakterie nalezeny v poétu 10° — 10* KTJ/g. RRBIF byly detekovany po podani
probiotik v po¢tu 10* KTJ/g. V mléce dojnice byly bifidobakterie stanoveny v po&tu méné
nez 10> KTJ/g a RRBIF nebyly viibec nalezeny kultivaéni metodou. Frukotos-6-fosfat
fosfoketolasovy test vzorku mléka byl vyhodnocen negativné, v mléku nebyly pfitomny Zadné

RRBIF. Zda se, Ze mléko dojnice neni zdrojem bifidobakterii pro stfevni mikrobiotu telete.

Klicova slova: stfevni mikrobiota, kolonizace, bifidobakterie, probiotika, zptlisob

porodu, mateiské mléko.



Colonization of gastrointenstinal tract by bifidobacteria

Summary

Intestinal microbiota represents a complicated bacterial community. It is formed
immedietally after birth. The important colonizers are bifidobacteria having positive effect on
health, they support function of immunite system, synthesize vitamines, protect against
pathogens. Many factors influence their presence in gastrointestinal tract, especially mode of
delivery and diet. Breast milk has a major influence on colonization of gastrointestinal tract by
bifidobactreia, because there are oligosaccharides in breast milk. Bifidobacterias have positive

effects on host, they are used as probiotic microorganisms.

In this thesis we tested bifidobacterial abillity to colonize the cow’s oral cavity, colon
and milk. The milk can be potencional source of bifidobacteria for forming calf’s gut
microbiota. We chose suitable strain of bifidobacteria, which has probiotics properties. From
strain Bifidobacterium animalis spp. animalis were prepared rifampicin-resitant mutants
(RRBIF) to differ them from other species of bifidobacteria present in gut. RRBIF was
administered to lactable cow. Total anaerobes, bifidobacteria, lactobacilli, coliform bacteria,
Escherichia coli and RRBIF were determined by cultivation method. The presence

of bifidobacteria in milk was checked also by fruktosa-6-phosphate phosphoketolase test.

Bifidobacteria were detected in faeces in counts 10’ — 108 CFU/g. RRBIF temporarily
colonizated the colon, in faeces were found in counts 10° CFU/g. Bifidobacteria were detected
in the oral cavity in counts 10° — 10* CFU/g. RRBIF were detected in counts 10* CFU/g during
the administration period. Bifidobacteria were determined in milk in counts less than 102 CFU/g
and RRBIF were not found by cultivation method at all. Fruktosa-6-phosphate phosphoketolase
test was negative, no RRBIF were present in the milk. It seems, cow’s milk isn’t a source of

bifidobacteria for calves.

Keywords: intestnial microbiota, colonization, bifidobacteria, probiotics, way

of delivery, breast milk
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota pfedstavuje slozité spolecenstvi bakterii, které ovliviluje fadu
fyziologickych procest, napomaha traveni zivin, syntetizuje vitaminy, podili se na fungovani
imunitniho systému. Stfevni mikrobiota se rozviji bezprostiedn€¢ po narozeni, je ovlivnéna
fadou vnitfnich 1 vnéjSich faktorti. Vyznamny vliv piedstavuje zptisob porodu a nasledné

zpusob stravy V kojeneckém obdobi.

Mezi dulezité prvni kolonizatory traviciho traktu patii bifidobakterie, které tvoii
pfevaznou ¢ast mikrobioty v prvnich mésicich zivota kojence krmeného matefskym mlékem.
Jejich pritomnost poskytuje ochranu pied patogennimi bakteriemi. Bifidobakterie podporuji

spravny vyvoj imunitniho systému. Diky svym vlastnostem patii mezi probiotické bakterie.



2 Literarni reSerse

2.1 Lidska strevni mikrobiota

Lidskou stfevni mikrobiotu predstavuji symbiotické bakterie obyvajici tlusté stfevo.
Jedna se o extrémné slozitou mikrobialni komunitu, kterd ma vyznamny vliv na fyziologii
Cloveéka (Turroni et al., 2008). Ve skuteCnosti obsahuje 10krat vice bun¢k nez lidské télo
a 150krat vice gent nez lidsky genom (Maukonen et Saarela, 2015). Stievni mikrobiota ma
zasadni vliv na zdravi a do zna¢né miry se podili i na homeostaze lidského té€la. Mimo jiné, role
lidské mikrobioty spoc¢iva i v podpofe traveni zivin v celém gastrointestinalnim traktu (GIT)
(Tidjani et al., 2016). Rozmanitost bakterii vyskytujici se v lidském GIT je vysoka, odhady
poctu se pohybuji v rozmezi od 3000 do 5000 druhi. Ackoli je stievni mikrobiota jednou
zvelmi dobfe charakterizovanych nik diky molekuldrné-genetickym metodam, mnohé

Z bakterialnich druhti jsou dosud neznamé nebo nekultivované (Fredricks, 2013).

Prostfedi GIT se v kazdé své Casti znacné€ liSi, coz vede k rozdilnym mikrobidlnim
spole€enstvim v jednotlivych ¢astech (Wilson, 2008). V hornich oblastech GIT (zaludek, tenké
stievo) neni prostfedi zcela vhodné pro kolonizaci mikroby, navic v této oblasti dochazi
I k velkému vstfebavani Zivin ze stravy. Epitelialni povrch tenkého stieva u zdravych lidi neni
pfilis kolonizovan, bakterie jsou zde reprezentovany jen piilezitostnymi skupinami a nachéazeji
se vV nizkych koncentracich (Fredricks, 2013). Mezi ptevladajici bakterie kolonizujici tenké
stfevo patii rody Streptococcus, Bacteroidetes, Clostridium, Enterococcus a Lactobacillus
(Hayashi et al., 2005). Kvuli nutnosti pouziti invazivnich postupti pro pfistup do tenkého stieva
neni jeho mikrobialni systém piili§ dobfe prozkoumany (Sundin et al., 2017). V tlustém stievé
se nachazi ptiznivé prostredi pro vytvareni velkych a rozmanitych mikrobidlnich spolecenstev.
Existuje také horizontalni stratifikace na jakémkoli mist¢ v GIT. Lumen, slizni¢ni vrstva
a epitelialni povrch nabizeji odlisna prostredi, ve kterych se mohou rozvijet rizné mikrobialni

kolonie (Wilson, 2008).

Slozeni a aktivita sttevni mikrobioty ma zdsadni vyznam pro lidskou imunitu, fyziologii
traveni a patologické procesy, a tedy pro celkové zdravi jednotlivce (Hayashi et al., 2002).
Lidskd mikrobiota tlustého stfeva vykazuje nizkou rozmanitost na urovni kment. Sklada se
z jediného archaického kmenu Euryarchaeota a sedmi bakteridlnich kment: Firmicutes,
Bacteroidetes,  Actinobacteria,  Proteobacteria, = Fusobacteria,  Verrucomicrobia

a Cyanobacterialike (Talukdar et al., 2015). Mezi pievladajici rody patfi Bacteroides,



Eubacterium, Collinsella, Bidobacterium, Clostridium, Fusobacterium, Ruminococcus,
Peptococcus a Peptostreptococcus (Hayashi et al., 2002). Za hojnéjsi rody jsou povazovany
Actinobacteria, Bifidobacterium a Collinsella (Sanchez et al., 2013). Metabolické aktivity rodu

Bifidobacterium maji na ¢lovéka prokazatelné pozitivni vliv (Russell et al., 2011).

Stfevni mikrobiota poskytuje fadu funk¢énich vyhod, které jsou rozhodujici pro lidské
zdravi (Pey et al., 2017). Hostitel a mikrobiota spolu funguji jako celek chranici své prostiedi
proti invazi potencialnimi patogeny (Selber-Hnatiw et al., 2017). Za normalnich okolnosti
mikroorganismy pusobici v GIT napomahaji ¢lovéku, naptiklad rozkladem potravy, syntézou
vitaminli a interakci s imunitnim systémem. Prostfedi GIT zase naopak podporuje rist,
reprodukci a dlouhovekost bakteridlni komunity (Browne et al., 2017). Stfevni mikrobiota
inhibuje stfevni kolonizaci patogennimi mikroorganismy a ma antikarcinogenni,
imunostimulaéni a antidiaredlni vlastnosti, napomah4 zmirnit intoleranci laktézy a snizit

hladinu cholesterolu (Russell et al., 2011).

Mikrobiota navic produkuje metabolity, které mohou ovlivnit fyziologii ¢loveéka. Tyto
metabolity také plsobi na imunitni systém a metabolismus prostfednictvim komplexniho
souboru chemickych interakci a signalnich cest (Clemente et al., 2012). Tyto interakce mohou

vyznamng¢ ovlivnit zdravotni stav hostitele (Livingston et al., 2017).

Strevni mikrobiota je nezbytna pro spravny vyvoj imunitniho systému (Hooper et al.,
2012). Industrialni spole¢nost vykazuje sniZenou stfevni mikrobidlni rozmanitost v disledku
stravovani s vysokym obsahem tuku a s nizkym obsahem vlakniny, zvySeného pouZivani
antibiotik a zvy$ené hygieny, ¢imz dochazi k mensimu kontaktu s bakteriemi (Obregon-Tito et
al., 2015). Tato nedostatecné rozvinuta stievni mikrobiota miize vést k naruseni imunitnich
funkci, zvySenému vyskytu alergii a autoimunitnich onemocnéni (Blaser et Falkow, 2009).
Naruseni ¢i zména slozeni mikrobioty nebo dysbidza je Casto spojena s onemocnénim lidi,
z ¢cehoz vyplyva, Zze 1 kdyz neexistuje univerzalni slozeni mikrobioty, jeji vyvazenost je

rozhodujici pro lidské zdravi (Selber-Hnatiw et al., 2017).

Zmény ve stievnim prostiedi zplisobené stravou a fyziologii ¢loveka, stejné jako poziti
mikrobii, mohou vytvofit zdroje pro konkurenc¢ni mikroby, které ovliviiuji rezidentni
mikrobiotu, coz mize plsobit na lidské zdravi (Sommer et Backhed, 2013). Zmény v kompozici
a aktivité strevni mikrobioty byly také spojeny s riznymi metabolickymi poruchami, vCetné
obezity, diabetu a kardiometabolickych poruch (Cani et Knauf, 2016). Stfevni mikrobiota je
spojovana s dal§imi ¢etnymi nemocemi jako je syndrom drazdivého stfeva, astma, metabolicky

syndrom, cukrovka, kardiovaskuldrni onemocnéni a kolorektdlni karcinom (Blumberg et

3



Powrie, 2012), autismus, deprese a uzkost (Amato, 2017). Ke ztraté stfevni mikrobidlni

diverzity a zvySenému vyskytu nemoci dochazi i po uzivani antibiotik (Blaser et Falkow, 2009).

2.2 Faktory ovliviiujici sloZeni stievni mikrobioty

Dnes je dobie znamo, ze slozeni stfevni mikrobioty je mezi jednotlivci velmi variabilni
(Eckburg et al., 2005). Mikrobiota v dospélém véku je relativné stabilni, co se tyka zastoupeni
jednotlivych druht, ale mohou se objevit zmény pocti danych druht v disledku plisobeni
riznych vnéjSich i vnitinich faktord (Holmes et al., 2012). Zdrava stfevni mikrobialni
kompozice se méni podle veéku a genetiky (Maukonen et Saarela, 2015). Strava a fyziologie
¢loveka ovlivituje prostiedi stiev a tim i slozeni a funkci stfevni mikrobioty (David et al., 2014).
Tyto zmény se mohou projevit na zdravi hostitele (Amato, 2017). Mezi vnitini faktory, které
maji vliv na mikrobiotu, patii teplota, pH, redoxni potencidl, mnoZstvi kysliku a aktivita vody
(Maukonen et Saarela, 2015). Dalsimi faktory, které mohou ovliviiovat bakterialni kolonizaci
lidského stfeva, jsou léky (pfedevSim antibiotika), imunita a mikrobiologické interakce
(Ghoddusi et Tamime, 2014).

2.2.1 Kolonizace GIT

Predpokladalo se, Ze stfeva novorozence jsou sterilni a kolonizace mikroorganismy
zacind aZ pii porodu. V poslednich letech vSak doSlo k objevu bakterii nebo bakterialni DNA
V pupecnikové krvi, placenté a mekoniu (Jiménez et al., 2008), coz naznacuje moznou expozici
cisafskym fezem. Nejcastéji nalezené bakterie v mekoniu byly Staphylococcus,
Enterobacteriaceae, Enterococcus, Lactobacillus a Bifidobacterium. Nejvyssi pocty
vykazovaly bifidobakterie. Kolonizace traviciho traktu v prenatalnim obdobi neni jesté

dostate¢né prozkoumana a objasnéna (Martin et al., 2016).

Mikrobialni ekosystém v GIT ditéte se zacind velmi rychle rozvijet bezprostfedné
po narozeni (Cronin et al., 2011). Zminéné rody Staphylococcus, Enterobacteriaceae,
Enterococcus patii mezi prvni kolonizatory traviciho traktu, jedna se o fakultativné anaerobni
bakterie, které redukuji mnoZstvi kysliku a tim pfipravuji prostiedi pro striktné anaerobni

bakterie jako jsou Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium. Kolonizace jednotlivymi druhy



a ¢asovy ramec, ve kterém k tomu dojde, zavisi pfedev§im na zplsobu porodu (Milani et al.,

2015).

Béhem vagindlniho porodu zac¢ind kolonizace GIT bakteriemi, které pochazeji bud’
Z mateiské mikrobioty (pifedevsim ze stfeva a pochvy) nebo z Zivotniho prostiedi. (Derrien et
Van Hylckama Vlieg, 2015). U déti narozenych cisaiskym fezem (NCR) se piedpoklada,
ze jsou kolonizovany bakteriemi z prostiedi, tedy z klize matky, nemocni¢niho personalu

a nemocni¢niho prostiedi (Martin et al., 2016).

D¢ti narozené vaginalnim porodem (NVP) jsou pii pruchodu rodidly matky vystaveny
velkému poétu bakterii, zatimco kojenci NCR postradaji pfimy kontakt s mateiskou
mikrobiotou a jsou vystaveny vice bakteriim z prostiedi, coz zfejmé podporuje kolonizaci a rust
fakultativné aerobnich a koznich bakterii, jako jsou druhy Staphylococcus, Propionibacterium
a Clostridium. Také byly detekovany ve vyssich poctech bakterie rodu Enterococcus a druhu
C. perfringens u kojenctt NCR v porovnani s détmi NVP (Martin et al., 2016). D&ti NCR mély
v GIT nizsi pocet bakterii rodu Bifidobacterium a Bacteroides ve srovnani s détmi NVP (Thijs
et al., 2006). Vliv na kolonizaci ma i hospitalizace a pied¢asny porod, které jsou spojovany
s vyssi pravdépodobnosti kolonizace Clostridium difficile. Dalsimi faktory, které se podileji
na rozvoji stievni mikrobioty jsou hygienické podminky, velikost porodnice a 1é¢ba antibiotiky
(Vlkova et al., 2005), ktera je u déti spojovana s niz§im poctem rodu Bifidobacterium
a Bacteroides (Thijs et al., 2006).

Prvni tydny Zivota jsou obdobi, kdy je stfevni mikrobiota velmi dynamicka, pfi¢emz
velky vliv na rozvijejici se mikrobiotu ma vyziva. Matefské mléko je jedine¢né, protoze
odpovidd potfebdm vyzivy kojence, a navic stimuluje spravny vyvoj imunitniho systému.
Kromé nutri¢ni podpory poskytuje matefské mléko bioaktivni slozky, které podporuji rozvoj
mikrobioty (Ranucci et al., 2017). U kojenych kojencii dominuji mikrobioté bifidobakterie
(Martin et al., 2016), jejichz Gspésna kolonizace GIT je zpusobena jejich schopnosti vyuZzivat
oligosacharidy mateiského mléka (Turroni et al., 2012). Slozeni matefského mléka Se odviji
od zdravotniho stavu matky a jejim zptisobu stravovani. Kojenci krmeni nahradni stravou maji

vys$si pocty Bacteroides, Clostridium a Lactobacillus (Ranucci et al., 2017).

Pokud jsou déti NCR kojeny velmi rychle se u nich rozviji kolonizace bifidobakteriemi,
kojeni tedy mize ¢asem vykompenzovat jejich zpozdénou kolonizaci, vyrovnat jejich pocty
na stejné jako maji kojené déti NVP. Neexistuje piesné vymezené obdobi, kdy by rozdily
ve sloZeni stievni mikrobioty u kojencti NVP a NCR vymizely, n&ktefi autoti uvadgji 1 mésic,

jini 7 let (Martin et al., 2016).



Bylo zjisténo, ze snizeny pocet bifidobakterii ve stievni mikrobioté kojenct koreluje
s enterickymi poruchami (Di Gioia et al., 2014). Existuje né€kolik studii, které ukazaly,
ze probiotické preparaty s bifidobakteriemi snizuji vyskyt a zavaznost nekrotizujici

enterokolitidy zpusobené klostridiemi (Musilova et al., 2015).

Bakterie rodu Bifidobacterium predstavuji prevladajici populaci u novorozenct
a kojencti (Mariat et al., 2009), jejich pocty se vSak po ukonceni kojeni a prechodu na béznou
stravu podstatné snizuji. Po zavedeni pevné stravy pokracuje postupnd zména mikrobioty, ktera
se stale vice podoba slozeni mikrobioty dospé€lého Cloveka. Piesny vek, ve kterém je vytvofena
stabilni kompozice mikrobioty, je individualni, ale nejcastéji k tomu dochéazi kolem 3 let
(Yatsunenko et al., 2012). I po uplynuti véku 3 let se vSak objevuji v zivoté udalosti, které
mohou ovlivnit slozeni mikrobioty, jako jsou hormondlni zmény v obdobi puberty
nebo vyrazné zmény stravovacich navyka. Zakladni sloZzeni mirkobioty je vsak stejné, méni se

zastoupeni jednotlivych skupin. (Martin et al., 2016).

Zastoupeni druhti rodu Bifidobacterium v lidském stfevé se méni v zavislosti na véku.
B. longum se vyskytuje v lidském stieve po cely zivot. B. breve byl identifikovan u 70 % déti
ve véku do 3 let. B. adolescenti a B. catenulatum pievladaly u déti po ukonceni kojeni.
B. bifidum byl nalezen téméf ve vSech vékovych kategoriich. B. dentium se vyskytuje
predevsim u starSich lidi (Kato et al., 2017). Na rozdil od détské stievni mikrobitoty ptevazuji
u dospélych druhy B. adolescentis a B. catenulatum (Avershina et al., 2016). Tyto ptevladajici
druhy pietrvavaji az do stafi s naristem vyskytu druhu B. dentium (Ouwehand et al., 2008).
Pies bézné druhy jako B. dentium, B. longum ssp. longum, B. thermophilum, B. catenulatum
a B. adolescentis u seniort bylo zji§téno, ze se u nich navic vyskytuji druhy, jako je B. minimum,
B. gallinarum, B. pulloru, B. saecularmay a B. mongoliense, které u dospé€lych lidi nenajdeme
(Kato et al., 2017).

2.2.2 Materské mléko

Matetské mléko predstavuje idealni vyzivu pro sav¢éi mladé, presné odpovida jeho
nutricnim potfebam. Mléko obsahuje mnoho komplexnich proteinti, lipidi a sacharidi.
Zastoupeni jednotlivych slozek v matefském mléku je uvedeno v tabulce ¢. 1, ve které je
uvedeno pro porovndni i sloZeni kravského mléka. SloZeni mléka se méni nejen béhem jednoho
kojeni, ale i v prub&hu laktace, aby napliovalo potieby ditéte (Andreas et al., 2015). Krom¢
poskytnuti kliCovych Zivin, které jsou nezbytné pro spravny rast a vyvoj ditéte obsahuje také

fadu biologicky aktivnich latek, jako jsou imunoglobuliny, laktoferin, lactofericin, lysozym,
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lactoperoxidaza, haptokorin, volné mastné kyseliny, antimikrobialni peptidy a dalsi.
Za nejvyznamnéjsi antimikrobidlni 1atky jsou povazovany laktoferin a lysozym. Antibakteridlni
efekt laktoferinu spociva ve vychytavani volného zeleza, které je ristovym faktorem zejména
koliformnich bakterii. Lysozym je schopny degradovat vn¢jsi bunécnou sténu gram-pozitivnich
bakterii. Lysozym v synergickém vztahu s laktoferinem je také schopny zabijet bakterie.
Laktoferin poskytuje prostfednictvim navazani lipopolysacharidi (a tim padem jejich
odstranénim z vnéjsi bunécné membrany bakterii) lysozymu pfistup k degradaci vnitini
proteoglykemické matrix, ¢imz dochazi k usmrceni mikroorganismii. Odolnost vici lysozymu
se zda byt dulezitou vlastnosti probiotickych bakterii pro kojence, vétSina lidskych druht
bifidobakterii je vici lysozomu odolnd. Navic komponenty mateiského mléka nabizeji dalsi
dalezité vyhody, jako je vyvoj traviciho Ustroji novorozenctll, zvySené vstiebdvani vapniku,
Zeleza a dalSich mineralll a podpora rozvoje centralni nervové soustavy. Kojeni novorozenci
maji obecné vyssi 1Q, delsi Zivotnost a lepsi odolnost proti infekénim chorobam (Rada et

Rockova, 2011).

Podle WHO se doporucuje vyhradni kojeni po dobu Sesti mésicii a u déti kojenych
do jednoho roku lze pozorovat ur€ité pfinosy pro zdravi (Thomson et al., 2017). Mateiské
mléko neslouzi jen k vyziveé kojenci, ale je také zdrojem ristovych faktort pro stfevni bakterie.
Prebiotickou funkci matefského mléka plni oligosacharidy. Pomoci vyvinuté metody
hmotnostni spektrometrie byla sledovana spotieba bakterii jednotlivych oligosacharida
matefského mléka (OMM), byla prokdzana preferencni spotteba OMM vybranymi kmeny
bifidobakterii. OMM predstavuji ¢tvrtou nejvice zastoupenou slozku matefského mléka.
Kolostrum obsahuje az 20 g/1, poté obsah OMM klesa a pohybuje se v rozmezi 3 — 15 g/l (Rada
et Roc¢kova, 2011; Thomson et al., 2017). Ackoli vechny fyziologické funkce OMM nejsou
zcela znamy, jednou z objasnénych funkci je, ze zabranuji adhezi patogenti na epitelové bunky
(Rada et Rockova, 2011). Kravské mléko ma oproti lidskému mensi obsah oligosacharidd,
presto telata krmena mlékem méla ve stfevni mikrobioté vyssi poCty bifidobakterii nez telata

krmena umélou stravou (Vlkova et al., 2008b).

OMM a dalsi biologicky aktivni slozky matefského mléka se podili na vyvoji stfevni
mikrobioty, jejich zaclenéni do kojenecké vyzivy je slozité. Porozuméni funkei téchto slozek
matefského mléka umozni zlepsit kojeneckou vyzivu a pozitivni ovlivnéni utvafeni stievni

mikrobioty (Andreas et al., 2015).



Tabulka ¢. 1: SloZeni lidského materského mléka (Park et al., 2007; Rada et Rockova,

2011)

Slozka Mateiské mléko [%] | Kravské mléko [%0]
Laktoza 6,9 4.7

Oligosacharidy 0,3-15 0,003 — 0,006
Proteiny 1,2 3,2

Kaseinové bilkoviny 0,4 2,6

Syrovatkové bilkoviny | 0,7 0,6

Tuk 4 3,6

2.2.3 Vliv antibiotik na stfevni mikrobiotu

Mikrobiota GIT mize byt vystavena antibiotikiim, ktera se pouzivaji k 16¢bé infekénich
onemocnéni zpisobenych bakteriemi (Duranti et al., 2017). Podavani antibiotik miize zptsobit
naru$eni stievni mikrobioty. Vliv antibiotik neni pro pacienta vzdy prospésny, protoze mohou
zniCit nejen patogeny, ale 1 prospésné bakterie. V diisledku tohoto oslabeni miize ve stievé dojit
K rozsifeni dalSich patogenti. Po ukonceni 1é¢by antibiotiky ne vzdy dochéazi k uplnému
obnoveni plvodni stfevni mikrobioty (Mangin et al., 1999). B¢hem antibiotické 1écby
I po jejim skonceni se doporucuje uzivani probiotik, které snizuji rozsah naruSeni stfevni

mikrobioty zpisobené antibiotickou terapii (Plummer et al., 2005).

Bakterie GIT mohou potlatovat plisobeni antibiotik prostiednictvim ziskani
specifického genetického vybaveni, tzv. rezistence, které se podili na inaktivaci antibiotik.
byt DNA,

ale i na extrachromozomalnich mobilnich genetickych elementech, jako jsou plazmidy a fagy,

Mechanismy pro rezistenci mohou zakodovany v  chromozomalni
které jsou prenositelné i na dalsi bakterie stievni mikrobioty diky procesu horizontalniho
genového transferu. Rezistenci proti antibiotikiim mohou bakterie ziskat také mutaci v genu
kodujicim antibioticky cil (Duranti et al., 2017). Bakterialni komunity si geny pro rezistence
k antibiotikiim uchovavaji, coz je povazovano za nezadouci, protoze to muze vést ke vzniku

rezistence viici antibiotikiim (AR) 1 u patogennich bakterii. Pomoci mechanismi horizontalniho



genového transferu mize dochazet k vyméné AR genii nejen mezi bakteriemi plvodni

mikrobioty, ale i na jiné bakterie, které praveé prochéazeji travicim traktem (Duranti et al., 2017).

Patel et al. (2012) uvadi citlivost rodu Bifidobacterium na ampicillin, penicillin G,
bacitracin, cefalosporin, chloramphenicol, erythromycin, clindamycin, nitrofurantoin,
tetracycline a rezistenci na vancomycin, gentamycin, streptomycin, polymyxin B,

trimethoprim, colistin, metronidazol.

2.3 Probiotika

VSeobecné uznavanou definici probiotik navrhla Svétova zdravotnickd organizace
(WHO), tj. probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi
poskytuji hostiteli zdravotni piinos (WHO, 2001). Probiotika pozitivné ovliviiuji stfevni
mikrobiotu, imunitni systém, snizuji symptomy alergii, zmiriiuji akutni gastroenteritidy, snizuji
intoleranci laktézy a zmiriuji stievni zanéty (Turroni et al., 2011). Daéle je studovan jejich
hypocholesterolemicky potencial (Abd El-Gawad et al., 2005) a antiobezitni vlastnosti, véetné
jejich vlivu na télesnou hmotnost, adipozitu nebo piijem potravy. Piesné fungovani probiotik

neni zcela zndmo a stéle je pfedmétem vyzkumu (Arora et al., 2013).

V podstaté ale probiotika ovliviiuji pfimo 1 nepfimo fadi mechanismi, které piinasi
pfiznivy uc¢inek. Pozitim probiotik dochdzi k pfechodné kolonizaci, kterda mlZe ovliviiovat
slozeni a aktivitu pfirozené stievni mikrobioty, zvySit pocet prospéSnych bakterii a omezit
kolonie $kodlivych mikroorganismti. Toho mize byt dosazeno tim, Ze probiotické bakterie
produkuji organické kyseliny a mastné kyseliny s kratkym fetézcem, ¢imz dojde ke snizeni pH

stfev, tedy k méné vhodnému prostiedi pro patogenni mikroorganismy (Amund, 2016).

Probiotika byla soucasti lidské vyzivy i v minulosti ve formé riznych fermentovanych
potravin (Arora et al., 2013). Probioticky koncept pochazi z roku 1908, kdy Metchnikoff
zaznamenal, ze konzumace urcitych fermentovanych potravin ma pozitivni vliv na lidské zdravi
(Turroni et al., 2011). Jako probiotika se pouzivaji rizné druhy bakterii a kvasinek. Nejcastéji
pouzivané druhy rodt Lactobacillus a Bifidobacterium jsou uvedené v tabulce ¢. 2. (Lacroix
a Yildirim 2007).

Probiotika bézn¢ najdeme jako soucast fermentovanych mléénych vyrobkid (Amund,

2016). Kvili poptavce spotiebitell, ktefi trpi intoleranci laktdzy, alergii na mlééné bilkoviny,



jsou na trhu probiotika ve formé tablet. Rozviji se i vyzkum zaméfeny na zaclenovani probiotik

do napoji, vyrobkill na bazi obilovin i cukrovinek (Tripathi et Giri, 2014).

Tabulka €. 2: Vyuzivané probiotické bakterie (Soccol et al., 2010)

Laktobacily Bifidobakterie

Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium longum ssp. longum
Lactobacillus casei Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus rhamnosus Bifidobacterium animalis ssp. lactis
Lactobacillus curvatus Bifidobacterium breve

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus Bifidobacterium longum ssp. infantis
Lactobacillus fermentum Bifidobacterium pseudolongum
Lactobacillus plantarum Bifidobacterium thermophilum

2.3.1 Kritéria pro vybér probiotickych bakterii

Mikroorganismy urc¢ené k pouZiti jako probiotika musi splilovat urcita kritéria pro vybér
na zéklad¢ bezpe€nostnich, technologickych a funkénich charakteristik. Bezpe€nost je jednim
z nejdulezitgjSich kritérii vybéru bakteridlnich druhi (Gueimonde et al., 2013).
Mikroorganismy pro probiotické pouziti by mély byt lidského piivodu a izolovany ze zdravého
lidského gastrointestinalniho traktu, mély by byt nepatogenni, netoxické a nesmi mit rezistence
Kk antibiotikiim (Saarela et al., 2000). VétSina bakterii pro pouZiti v probiotickych produktech
je i1zolovana od lidi, aby se zvysSila pravdépodobnost kompatibility s lidskym stfevem a jeho

mikrobidlnimi latkami a zlepsila se Sance na preziti (Amund, 2016).

Technologicka kritéria se zaméfuji na zacleiovani probiotickych mikrobiorganismit
do potravinovych produktl bez ztraty zivotaschopnosti (Lacroix et Yildirim 2007). Probiotické
mikroorganismy vybrané pro zaclenéni do potravinaiskych produkti by mély zlstat nazivu
béhem podminek vyroby potravin a béhem skladovani vyrobku po dobu jeho trvanlivosti.
Ptidani probiotik do potraviny by také nemélo ovliviiovat senzorické vlastnosti produktu

(Sanchez et al., 2012).
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Mikroorganismy pro probiotické vyuziti musi byt také schopné ptezit prostiedi traviciho
traktu od ustni dutiny, ptfes zaludek az do stfev (Lacroix a Yildirim 2007). Stresy zptisobené
prichodem travicim traktem mohou ovlivnit jejich fyziologickou aktivitu a tim i jejich
zamyslenou funk¢nost (Amund, 2016). Pochopeni ptekonani stresovych faktorti bakterii je
nezbytné pro vhodny vybér probiotickych druhti a vyvoj nastroji pro zlepseni jejich funkce
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).

Ocekavané vlastnosti a bezpecnostni kritéria pro probiotika: (BuneSova et al., 2015)

e Netoxické a nepatogenni
e Prfesna taxonomickd charakterizace a identifikace
e Mikroorganismus piirozené se vyskytujici u cilového hostitele
e Prezivani, kolonizace a metabolicka aktivita v travicim traktu hostitele, kdy je
vyzadovana:
o Odolnost viic¢i zalude¢nim $tavam a zluci
o Perzistence v gastrointestinalnim traktu
o Adheze na stfevni epitel a hlen
o Kompetice s rezidentni mikrobiotou
o Produkce antimikrobialnich latek
o Antagonismus vuci patogennim organismim
o Modulace imunitni odpovédi
e Geneticka stabilita
e Schopnost vyvinout alesponl jednu zdravi prospésnou védecky podpotenou
vlastnost
e Poddajnost a stabilita kmene béhem zpracovani, skladovani a aplikace
e Zivotaschopnost ve vysokych poétech

e Zadouci organoleptické a technologické vlastnosti

2.3.2 Faktory ovliviiujici preZiti probiotik pri pruchodu GIT

Jednou z prvnich bariér, na kterou pozité probiotické bakterie narazi v GIT, pfedstavuje
kyselé¢ prostiedi Vv zaludku. AvSak pii vyrobé probiotik lze dosdhnout u vybranych
probiotickych bifidobakterii jisté tolerance vi¢i pH (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).

Vystaveni u¢inkiim nizkého pH ovliviiuje protonovou hybnou silu, coz méa za nasledek
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akumulaci H* uvnitf buiiky. V souladu s tim byla spojena nadprodukce podjednotek FO-F1-
ATPazy, které proti této akumulaci reaguji zvySenou aktivitou vytlatovanim H* (Sanechez et
al., 2008). Krom¢ toho bakterie také zvysi produkci aminokyselin s rozvétvenym fetézcem
aamoniaku, které zachycuji protony a pusobi tak jako cytoplazmaticky pufr. Adaptace
na kyselé prostiedi souvisi i s dal$imi zménami, jako jsou zmény metabolismu sirnych
aminokyselin, ackoli jeho pfesné spojeni s adaptaci ziistdva nejasné (Gonzalez-Rodriguez et
al., 2013). Zmény v povrchovych vlastnostech ovlivitujicich adhezi a fermenta¢ni schopnosti

byly také spojeny se ziskavanim tolerance ke kyselému prostiedi (Collado et Sanz, 2006).

VétSina druhti bifidobakterii mé pfirozenou schopnost piezit roztoky obsahujici
pankreatin a pepsin (Masco et al., 2007). Piesné uCinky travicich enzyma na vlastnosti

bifidobakterii vSak dosud nebyly popsany (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).

V GIT bifidobakterie rovnéz celi enterickym antimikrobidlnim peptidiim, konkrétné
defenzinim. Jsou soucasti vrozené¢ho imunitniho systému u savci a pfispivaji k obrané hostitele
pfed stfevnimi mikrobidlnimi infekcemi. Bylo prokazano, ze n€které mysi defenziny jsou
zvlasté U¢inné proti patogeniim, a nikoliv proti komenzalnim mikroorganismiim. AvSak
tolerance bifidobakterii a jejich reakce na sav¢i defenziny nebyly pfili§ zkoumany (Gonzélez-

Rodriguez et al., 2013).

Je tedy zfeymé, Ze bifidobakterie musi mit specifické adaptaéni mechanismy
na prostedi, ve kterém Ziji, protoze jsou klicové pro uspéSnou kolonizaci GIT. Genetické
pozadi genomu rodu Bifidobacterium naznacuje, Ze tato skupina mikroorganismu se vyvinula,
aby vyuzila zdroje energie, které Ize nalézt ve stievé, pro clovéka nestravitelné oligosacharidy
(Bottacini et al., 2010). Dale tyto bakterie obsahuji specifické detoxikaéni systémy pro Skodlivé
slouceniny nachézejici se ve stfevé. DalSi vyhodou téchto bakterii je, Ze jsou schopny
pfizplsobit své enzymatické mechanizmy, coZz vede ke zlepSeni jejich schopnosti preZit

a pretrvat v GIT (Sanchez et al., 2013).

Probiotické bakterie se v GIT setkavaji jesté s jednou prekazkou, kterd jim ztézuje
usidleni a kolonizaci stfev, tzv. koloniza¢ni rezistence, kterd funguje predevs§im jako obrana
proti patogennim mikroorganismim. GIT je totiz husté osidlen rezidentni mikrobiotou, ktera
tvoii silny stabilni ekosystém, ktery plné¢ vyuZziva dostupné Ziviny pro sviij vlastni rast. Navic
je pro nové bakterie obtizné proniknout skrze silné kolonizovanou vné€j$i vrstvu mucinu
a uchytit se na sttevni epitel. Tento jev omezuje vytvoieni a riist kolonii bakterii prochazejicich
GIT (Lawley et Walker, 2013). Diky mikrobialni kompetici o ziviny, mize dostupnost
hostitelskych a dietnich sacharidu ve stfeveé ovlivnit slozeni mikrobioty (Kim et al., 2017).
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2.3.3 Adheze

Adheze ke stfevnim povrchim je dulezitd pro kolonizaci lidského stfeva, protoze
zabranuje eliminaci probiotik peristaltikou a poskytuje konkurencni vyhodu oproti patogeniim.
Je to dulezity faktor, aby probiotika splnila o¢ekdvanou funkcnost, tedy aby se probiotické

bakterie uchytily ve stievé a mohly tak pozitivné ovlivnit zdravi hostitele (Amund, 2016.)

Velmi malo prozkoumany je molekularni zéklad interakce mezi hostitelskym
intestinalnim epitelem a bifidobakteriemi. Piedpoklada se, ze bifidobakterie koduji struktury
spojené s bunécnou sténou, které mohou hrat klicovou roli pfi ur€ovani interakce mezi mikroby
a hostitelem. Vypada to, Ze se jedna o extracelularni polysacharid nebo kapsularni polysacharid
a muze byt dalezity pii adhezi bakterii k hostitelskym builkdm, nebo také mulze ptispét
K rezistenci na zalude¢ni a zluové kyseliny (Ventura et al., 2004). Dalsimi piedpokladanymi
koédujicimi strukturami bilkovinné povahy jsou struktury podobné fimbriim (Schell et al.,
2002). Prestoze dosud nebyla urcena piresna role takovych struktur u bifidobakterii, u jinych
sttevnich bakterii bylo zjisténo, ze zprostfedkovavaji mikrobialni adhezi a kolonizaci

intestinalnich epitelnich bunék 1 jinych hostitelskych bunék (Turroni et al., 2011).

Molekularni mechanismy, které jsou zadkladem interakce mezi bifidobakterii a buiikami
traviciho traktu, zlstavaji z velké Casti nejasné a védecké usili v této oblasti se zaméfilo
na ptilnavost a specifické rysy bakteridlni bunécné stény, které mohou byt zapojeny do ptimé
nebo nepifimé interakce (Cronin et al., 2011). Ptilnavost mikroorganismi k intestinalni sliznici
je dilezitym rysem, ktery se podili na kolonizaci a souvisi se schopnosti bakterii interagovat
S hostitelem. Adhezni schopnost bakterii se také zda byt dilezitd pro imunitni modulaci

a kompetitivni vylou€eni patogenti (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).

Mechanismy adheze bakterii na gastrointestinalni sliznici jsou sloZité a zahrnuji jak
nespecifické jevy, jako jsou elektrostatické sily a hydrofobni interakce, tak i specifické jevy
zavislé na piitomnosti bakteridlnich adhezinli a mukoéznich receptor. Faktory, jako jsou
determinanty schopnosti bakterie pfilnout k sliznici. U bifidobakterii byly zjiStény oba typy
mechanismu, specifické i nespecifické. Prilnavost bifidobakterii k lidské stievni sliznici je tedy
mnohostrannym procesem, ve kterém se zd4, Ze hraji roli molekuly rizné povahy, vcéetné
proteint, lipidd a sacharida (Gueimonde et al., 2007). Navic bylo zjiSténo, ze adhezi ovliviuje
i sam hostitel prostfednictvim pH, ZIu¢i a travicich enzymu (de los Reyes-Gavilan et al., 2011).

Na adhezi se hodné podileji proteinové slozky, predev§im extracelularni proteiny, které jsou
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navazany na povrch bakteridlni buniky nebo uvolnény do prostoru. Nékteré z téchto proteinti

mohou pfimo interagovat s imunitnimi bunikami hostitele (Gonzalez-Rodriguez et al., 2013).

Bylo prokazano, ze in vitro adheze bifidobakterii k lidskym intestinalnim epitelidlnim
bunikam se 1i$i u jednotlivych druhti (Riedel et al., 2006). Kolonizace t€émito bakteriemi je
ovlivnéna také faktory GIT, jako je pfitomnost specifickych sacharidii a zlucovych kyselin a pH

(Guglielmetti a kol., 2009).
2.3.4 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravy, které slouzi jako strava
pro stfevni mikrobiotu, tim mohou stimulovat rast prospésnych bakterii (Quigley, 2011).
Prebiotika jsou Casto spojovana s probiotiky kvili lep$imu pozitivnimu G¢inku. Prebiotika
podporuji piezivani probiotik pii prichodu travicim traktem. Kombinace prebiotik a probiotik

se nazyvaji synbiotika (Tidjani et al., 2016).

2.4 Rod Bifidobacterium

2.4.1 Historie

Bifidobakterie byly poprvé objeveny ve vykalech kojenct Tissierem, ktery bakterie
izoloval a nazval je Bacillus bifidus. V roce 1917 Winslow navrhl tyto bakterie zatadit do celedi
Lactobacillaceae a o tii roky pozdéji je Holland pojmenoval Lactobacillus bifidus. V roce 1924
byly zafazeny do rodu Lactobacillus (Biavati et al., 2000). V 8. vydani Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology uz byl vytvofen samostatny rod Bifidobacterium, ktery spadal
pod celed’ Actinomycetaceae fadu Actinomycetales. Dalsi korekce klasifikace byla provedena
po zavedeni elektroforézy, coz vedlo k uzndni 24 druhi uvedenych v dalSim vydani
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Stackebrand akol. vroce 1997
prostfednictvim analyzy 16S rRNA navrhli vytvofeni nové taxonomické jednotky, ve které
zaradili rod Bifidobacterium s rodem Gardnerella do jedné celedi Bifidobacteriaceae tadu
Bifidobacteriales (Biavati et al., 2000).
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Tabulka ¢. 3: Seznam druhi a poddruhi rodu Bifidobacterium (Mattarelli et al., 2017)

Druh a poddruh

Prvné identifikovano v

Reference

. actinocoloniiforme

travici trakt ¢melaka

Killer et al. (2011)

. aquikefiri kefir Laureys et al. (2016)
. adolescentis bachor skotu, stieva dospélych Reuter (1963)

. aerophilum vykaly tamarina pin¢iho Michelini et al.

. aesculapii vykaly kosmana bélovousého Modesto et al. (2014)
. angulatum lidské vykaly, kanalizace Scardovi and

. animalis ssp. animalis

krysi vykaly, kufeci vykaly

Scardovi and

. animalis ssp. lactis

jogurt

Meile et al. (1997)

. asterodides

travici trakt véel

Scardovi and

. avesanii vykaly tamarina pin¢iho Michelini et al.

. biavatti vykaly tamarina Zlutorukého Endo et al. (2012)

. bifidum stieva dospélych, stolice kojenych | Orla-Jensen (1924)

. bohemicum travici trakt ¢melaka Killer et al. (2011)
bombi obsah traviciho traktu ¢melaka Killer et al. (2009)
boum bachor skotu Scardovi et al. (1979)
breve stfevo kojence Reuter (1963)

. callitrichos vykaly kosmana bélovousého Endo et al. (2012)

. catenulatum

lidské vykaly, kanalizace

Scardovi and

. choerinum vykaly selete Scardovi et al. (1979
. commune travici trakt ¢melaka Praet et al. (2015)

. coryneforme travici trakt véel Biavati et al. (1982)

. crudilactis syrové mléko a syrové mlécné Delcenserie et al.

. cuniculi krali¢i vykaly Scardovi et al. (1979)
. dentium zubni kaz Scardovi and

. eulemuris vykaly lemura tmavého Michelini et al.

. faecale vykaly kojence (2 tydny) Choi et al. (2014)

. gallicum stieva dospélého Lauer (1990)

. gallinarum slepé stievo kufete Watabe et al. (1983)
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. moukalabense

vykaly z divoké gorily nizinné

Tsuchida et al. (2014

. pseudocatenulatum

lidské vykaly, kanalizace

Scardovi et al. (1979)

. pseudolongum ssp.

globosum

bachor

B. hapali vykaly kosmana bélovousého Michelini et al.

B. indicum travici trakt véel Scardovi and

B. kashiwanohense vykaly zdravého ditéte (1,5 roku) | Morita et al. (2011)
B. lemurum vykaly lemura katy Michelini et al.

B. longum ssp. infantis stieva kojence Reuter (1963)

B. longum ssp. longum teleci vykaly, stfeva dospélého Reuter (1963)

B. longum ssp. suis praseci vykaly Matteuzzi et al.

B. longum ssp. suillum praseci vykaly Mattarelli et al.

B. magnum krali¢i vykaly Scardovi and Zani
B. merycicum bachor dobytka Biavati and

B. minimum kanalizace Biavati et al. (1982
B. mongoliense mongolsky napoj vyrobené Watanabe et al.

B

B

B

Biavati et al. (1982)

B. pseudolongum ssp.

pseudolongum

praseci vykaly, kufeci vykaly

Mitsuoka (1969)

porcinum

vykaly ze selete

B. psychraerophilum slepé stievo prasete Simpson et al. (2004)
B. pullorun kufeci vykaly Trovatelli et al.

B. ramosum vykaly tamarina pin¢iho Michelini et ad.

B. reuteri vykaly kosmana bélovousého Endo et al. (2012)
B. ruminantium bachor dobytka Biavati and

B. saeculare krali¢i vykaly Biavati et al. (1991)
B. saguini vykaly tamarina zlutorukého Endo et al. (2012)
B. scardovii lidska krev Hoyles et al. (2002)
B. stellenboschense vykaly tamarina Zlutorukého Endo et al. (2012)
B. subtile kanalizace Biavati et al. (1982)
B. thermacidophilum ssp.

Zhe et al. (2003)
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B. thermacidophilum ssp. odpadni voda z farmy Dong et al. (2000)
thermacidophilum

B. thermophilum praseci vykaly, bachor skotu Mitsuoka (1969)
B. tissieri vykaly kosmana bélovousého Michelini et al.

B. tsurumiense zubni plak kiecka Okamoto et al.

2.4.2 Charakteristika

Rod Bifidobacterium patii do ¢eledi Bifidobacteriaceae, fadu Bifidobacteriales, tiidy
Actinobacteria a kmene Actinobacteria, ktery ptfedstavuje jednu z nejvétSich bakterialnich
taxonomickych jednotek (O'Callaghan et Van Sinderen, 2016). Dosud bylo do tohoto
bakterialniho rodu zahrnuto 54 druhd s 10 poddruhy, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 3.
Bifidobakterie jsou kli¢ovymi komenzaly v lidském stfevé a jsou spojeny se zdravim svych
hostitelt (Songling et al., 2015). Mohou se vyskytovat v koncentracich vyssich nez 10 bunék
na gram vykali. Mnohem vice je najdeme u novorozencti a kojencti nez u dospélych a starsich
lidi (Arboleya et al., 2011). Bifidobakterie tvofi jednu z hlavnich bakteridlnich populaci
u zdravych jedinct (Qin et al., 2010). Odhaduje se, ze 1 — 3 % lidské intestinalni mikrobioty
pramérného dospélého ¢loveka tvoii rod Bifidobacterium, ktery zahrnuje nékolik probiotickych
druhi (Ventura et al., 2004, Derrien et Van Hylckama Vlieg, 2015).

Bifidobakterie jsou nepohyblivé, nesporotvorné, striktné anaerobni bakterie (Cronin et
al., 2011), ale existuji i druhy s mirnou toleranci ke kysliku (Wilson, 2008). Pro tento rod je
charakteristicky vysoky obsah guaninu a cytosinu v genomu, minimum je 51 % (Turroni et al.,
2011). Bifidobakterie jsou grampozitivni tyCinky, které¢ se vyskytuji jednotlivé
nebo v fetizkach, nékteré druhy se mohou shlukovat (Wilson, 2008). Bifidobakterie jsou

chemoorganotrofni, maji fermentacni typ metabolismu (Felis and Dellaglio, 2007).

Jsou schopny mnozeni v teplotnim rozmezi 20 — 46 °C, jejich optimalni teplota pro rist
je 37 — 41 °C. Vyjimkou je termofilni druh B. thermacidophilum, ktery je schopny rtst
I pti teploté 49,5 °C. (Dong et al., 2000). Bifidobakterie do ur¢ité miry toleruji kyselé prostiedi,
jejich idealni pH je 6,4 — 7. Nebyl zaznamenan rast zadného druhu pfi pH niz§im

nez 4,5 a vys$$im nez 8,5 (Biavati et al., 2000).
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2.4.3 Fyziologie

Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy (Cronin et al., 2011). Fermentuji Sirokou
Skalu sacharidd a umi hydrolyzovat rizné polysacharidy, véetné $krobu, xylanu, pektinu,
inulinu, arabské gumy a dextranu. Bifidobakterie degraduji hexdézy prostfednictvim
specifického enzymu fruktoza-6-fosfoketolaza (EC 4.1.2.2). Tento enzym byl povazovan
za taxonomickou charakteristiku pro identifikaci na trovni rodu, ale kvili reklasifikaci druht
Bifidobacterium do novych rodt ho lze povazovat za taxonomicky marker pro celed
Bifidobacteriaceae (Felis a Dellaglio, 2007). Kromé toho je aktivita bifidobakterii spojovana
s produkci fady metaboliti podporujicich zdravi, véetné mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
konjugované kyseliny linolové a bakteriocini (Arboleya et al., 2016). Také mohou

hydrolyzovat proteiny a peptidy (Wilson, 2008).

Produkuji fadu enzymd, které jsou dulezité pii degradaci mucini, vcetné sialidaz,
a- a B-glykosidaz, a-a f-d-glukosidaz, a-a B-d-galaktozidaz a f-d-fukosidazy (Wilson, 2008).
Bifidobakterie mohou produkovat fadu vitaminti B, véetné thiaminu (B1), pyridoxinu (B6),
kyseliny listové (B11) a kyseliny nikotinové (B3), nckteré druhy také obsahuji geny
pro riboflavin (B2) (Turroni et al., 2009).

244 Vyskyt

Druhy bifidobakterii obyvaji b&ézné cely travici trakt teplokrevnych Zzivocicht,
ale 1 hmyzu se socidlnim zpisobem Zivota, jsou soucasti vagindlni mikrobioty, pifidavaji
se do potravin, byly nalezeny i v odpadnich vodach (Russell et al., 2011). Kazdy jednotlivec
ma jedinecné sloZeni stfevni mikrobioty (Ley et al., 2006), je kolonizovan omezenym poctem
druhu bifidobakterii, tyto druhy pietrvavaji v dané osobé po pomérné dlouho dobu (Wilson,
2008). Druhy vyskytujici se u lidi byly identifikovany jako B. adolescentis, B. bifidum, B. breve,
B. catenulatum, B. dentium, B. gallicum, B. longum subsp. longum a subsp. infantis,
B. pseudolongum subsp. pseudolongum (Russell et al., 2011) a B. animalis subsp. lactis
(Turroni et al., 2011).

Druhy vyskytujici se v GIT zvifat predstavuji piedev§im B. pseudolongum,
B. thermophilus a B. animalis. Ne¢které druhy jsou specifické pro hostitele, naptiklad

B. magnum a B. cuniculi, které byly nalezeny pouze ve vzorcich vykali kralikt, B. pullorum
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a B. gallinarum v kufecim stfevé a B. longum subsp. suis pouze v trusu prasat. B. minimum

a B. subtile byly identifikovany pouze v odpadnich vodach (Russell et al., 2011).
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3 Hypotéza

Kolonizace nastdva hned po narozeni a je ovliviiovana mnoha faktory jako je zptisob
porodu, mikrobiota matky, prostiedi a strava. Stravu pro mlad’ata savcl predstavuje predevsim
matefské mléko, které by mohlo byt moznym zdrojem bifidobakterii pro kolonizaci traviciho
traktu bifidobakteriemi. Pfedpokladame, Ze bifidobakterie ptivodné izolované z traviciho traktu

telat budou schopny kolonizovat tlusté stfevo, ustni dutinu a mlé¢nou zlazu dojnic.

4 Cil prace

Cilem diplomové prace je popsat faktory ovliviiujici kolonizaci traviciho traktu ¢lovéka,
ale 1 dalSich Zivoc¢ichli probiotickymi bakteriemi. Na zéklad¢ stanovené hypotézy, je dalSim
cilem sledovani schopnosti podanych bifidobakterii kolonizovat tlusté stfevo, dutinu ustni

a ptipadné i mléko dojnic.
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5 Material a metody

Experiment probihal na farmé& mlééného skotu Vitézslava Skody ve Vrazkové.
V pokusu byla sledovana krava holstynsko-friského plemene. Krave bylo podano 250 ml mléka
prokysaného kmenem Bifidobacterium animalis ssp. animalis 23II. Po prokysani mléko
obsahovalo 108 KTJ/ml (stanoveno kultivaéni metodou). Mléko bylo podavano spolu
s krmivem jednou denné po dobu 5 dni. Pro stanovovani bakterii byly odebrany vzorky vykali,
mléka a zubniho stéru pfed podanim probiotik (kontrola), dale pak 4., 8. a 11. den od prvniho
podani probiotik. Pfezivani podaného bifidobakterialniho kmenu a ovlivnéni dalSich skupin

bakterii traviciho traktu bylo stanoveno kultiva¢né na selektivnich médiich.

5.1 Vybér vhodného probiotického kmenu

Bifidobakterie, které byly podany kravé jako probiotika, byly vybrany na zakladé
pfedchozich studii, které byly zaméfené na vybér vhodnych bifidobakterii jako probiotik
pro skot. V téchto studiich bylo testovano in vitro 30 kment bifidobakterii, které byly odebrany
z vykalti telat. Pokud bifidobakterie pochazeji z mirkobioty tlustého stieva stejného
zivoci$ného druhu, kterému jsou podavana, je vétsi Sance na zachovani jejich zivotaschopnosti
pfi prichodu travicim traktem a jejich naslednou kolonizaci. Vybrané kmeny byly posuzovany
na zéklad¢ probiotickych kritérii jako je odolnost vii¢i Zlu€i, odolnost vii¢i nizkému pH, jejich
autoagregacni aktivita a schopnost adherence ke sttevnimu epitelu. Na zakladé€ vysledki téchto
testll bylo vybrano 10 kmend, které byly dale testovany in vivo. Kmeny bifidobakterii byly
identifikovany pomoci metod API, PCR a 16S rDNA (Bunesova et al., 2010).

Kmen B. animalis ssp. animalis 2311 byl odolny viéi nizkému pH a zlu¢i. Pro stanoveni
tolerance pH byla bakteridlni suspenze smichana s 2 ml pufru o pH 3 (PBS, pH upravené
pomoci HCI). Pro test Zlu€ové tolerance byla smichdna s 2 ml PBS pufru (pH 7,2) obsahujiciho
1,5 % ZluCového extraktu. Pro kontrolu se k bakteridlni suspenzi pfidaly 2 ml PBS pufru
(pH 7,2). Bakterialni suspenze byly kultivovany pfi teplot¢ 37 °C po dobu 1 a 2 hodin
(test tolerance pH), 2 a 3 hodiny (test tolerance zluc¢i) a 0 a 3 hodiny (kontrola). Pocty
zivotaschopnych bakterii byly stanoveny pomoci kultivaéni metody a spocitani narostlych

kolonii (Vlkova et al., 2009).

Kmen B. animalis ssp. animalis 2311 vykazoval dobrou autoagregacni aktivitu. Pfi jejim

testovani byla bifidobakteridlni kultura pfes noc inkubovana s protfepavanim pii 37 ° C.
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Po inkubaci byla v ¢asech 0, 0,5, 1, 2, 3, 4 a 5 hodin méfena absorbance pii 600 nm (A600)
Autoagregacni schopnost byla vyjadiena jako procento autoagregace po 5 hodinach inkubace

(Vlkova et al., 2008a).

Nasledn¢ se provedlo testovani piezivani kmene B. animalis ssp. animalis 2311 spolu
s dal$imi 9 kmeny V in vivo podminkach traviciho traktu telat. Pro odliSeni testovanych kment
bifidobakterii od ostatnich bifidobakterii, které se bézné vyskytuji v travicim traktu, byly
vytvofeny rifampicin rezistentni mutanti (RRBIF) gradientovou deskovou metodou.
Rifampicin byl zvolen z toho diivodu, Zze odolnost bifidobakterii na néj je vzacna. Do Petriho
misky byl nalit Zivny agar, miska se mirn¢ naklonila a agar se nechal ztuhnout, poté se miska
postavila rovné a zalila se agarem, do kterého byl pfidan rifampicin (100 mg/l) a nechal se
zatuhnout, vytvofil se antibioticky gradient. Na ztuhly agar se naockoval vybrany kmen.
Po kultivaci byly RRBIF izolovany z oblasti s nejvyssi koncentraci rifampicinu (Vlkova et al.,
2009). Rifampicin rezistentni varianty kment bifidobakterii byly podany ve formé kysaného
mléka a nasledné bylo jejich piezivani sledovano kultivacné na selektivnim médiu s obsahem
rifampicinu. Kmen B. animalis ssp. animalis 2311 vykazoval nejlep$i schopnost docasné
kolonizovat travici trakt telat (BuneSova et al., 2010), proto byl vybran jako nejvhodnéjsi

pro testovani v ramci této diplomové prace.

5.2 Priprava kultiva¢nich médii

Pro stanoveni bakterii bylo pfipraveno 5 rtznych kultivaénich médii. Jednalo
se 0 Wilkins-Chalgren agar (Oxoid), ktery se pouzil pro stanoveni celkového poctu anaerobnich
bakterii. Pro kultivaci bifidobakterii byly pouzité dva typy agarii (agar B a agar N), oba mély
stejné slozeni jako Wilkins-Chalgren agar, ale navic do agaru B se pfidala ledové kyselina
octova (1 ml/l) a mupirocin (100 mg/1), do agaru N se ptidala ledova kyselina octova (1 ml/l),
mupirocin (100 mg/l) a norfolxacin (200 mg/l). Pro rifampicin rezistentni bifidobakterie
se pouzil agar B navic s pfidanim rifampicinu (100 mg/l). Pro kultivaci laktobacil byl pouzit
Rogosa agar (Oxoid). Pro stanoveni E. coli a koliformni bakterie byl ptipraven TBX agar
(Oxoid) Slozeni jednotlivych agard je uvedeno v tabulkach ¢. 4, 5 a 6 (Vlkova et al., 2010;
Vikova et al., 2015).
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Tabulka ¢. 4: Slozeni Wilkins-Chalgren agaru

Latka MnozZstvi
Trypton 10 g
Pepton zelatiny 109
Kvasni¢ny extrakt | 5g
Glukosa 1g
NaCl 59
L-arginin 1g
Pyruvat sodny 19
Menadion 0,5 mg
Hemin 5 mg
Voda 1000 ml
Agar 109
Sojovy pepton 50
Cystein 059
Tween 1 mi
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Tabulka €. 5: SloZeni Rogosa agaru

Latka MnoZstvi
Trypton 109
Kvasni¢ny extrakt | 5g
Glukosa 20 ¢
Tween 1mil
KH2PO4 6g
Citrat amonny 24
Acetat sodny 179
MgSO4 0,575¢
MnSO4 0,12 mg
Fe2(SO4)3 34 mg
Agar 209
Voda 1000 ml

Tabulka €. 6: SloZzeni TBX agaru

Latka MnoZstvi

Trypton 209

Zlugové soli 159

X-glukuronid 75 mg

Agar 15¢

Voda 1000 ml
5.3 Kultivace

Vzorky byly odebirany do zkumavek s anaerobnim fyziologickym roztokem. Vzorek
byl zvéazen. ProSel homogenizaci pomoci vortexu. Byla vytvofena fedici fada desitkového
fedéni az do fedéni 10°°. Ve vialkach fedici fady se nachazi Wilkins-Chalgren bujén (Oxoid),
ktery byl pfipraven metodou roll-tube (anaerobni prostfedi vytvotfené probublavanim média

oxidem uhli¢itym), jeho sloZeni je uvedeno v tabulce ¢. 7. Zfedéné vzorky byly ptrevedeny
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na Petriho misky a ihned zality agarem. VSe probihalo asepticky, aby se piedeSlo mozné

kontaminaci z prostiedi.

Kultivace bifidobakterii a celkovych poctii anaerobnich bakterii probihala anaerobné
pii 37 °C 48 hodin. Pro vytvofeni anaerobni atmosféry byly misky umisténé do anaerostatu
S VyvijeCem anaerobni atmosféry (Anaerogen, Oxoid). Laktobacily se kultivovaly pti 37 °C
48 hodin v mikroaerofilnim prostiedi, které bylo zajisténo dvoji vrstvou agaru. Suspenze
bakterii v Petriho misce byla zalita agarem a po jeho zatuhnuti byla pielita dalsi vrstvou agaru.
Po zatuhnuti se misky umistily do termostatu dnem vzhiiru. Bakterialni suspenze pro kultivaci
koliformnich bakterii se nanesla na pfedem nality a ztuhly agar, na jehoz povrchu byla rozetfena
pomoci sterilni mikrobiologické hokejky. Kultivace probihala aerobné pti 37 °C 24 hodin,
misky byly umistény dnem vzhtiru (Vlkova et al., 2010).

Tabulka €. 7: SloZeni Wilkins-Chalgren bujonu

Latka Mnozstvi

Trypton 10 g

Pepton Zelatiny 10 g

Kvasni¢ny extrakt | 5 ¢

Glukosa 19
NaCl 59
L-arginin 1g

Pyruvat sodny 19

Menadion 0,5 mg
Hemin 5mg
Voda 1000 ml

5.4 Kultivace vzorku mléka

V odebranych vzorcich mléka se ocekavala velmi nizka koncentrace RRBIF, kultivacni
metodou na selektivnim agaru by tedy nebyly stanoveny, proto byl 1 ml vzorku ptidan do 10 ml
modifikovaného Wilkins-Chalgrens bujonu s pfidanim ledové kyseliny octové (1 ml/l),
mupirocinem (100 mg/l) a rifampicinem (100 mg/l). Pfidani rifampicinu potlacuje rist

ostatnich kment bifidobakterii, pokud by se ve vzorku nachézely RRBIF, doslo by jejich
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nartstu a jejich snadnéjSimu stanoveni. Kultivace probihala 24 hodin pii 37 °C. Poté byl
potencialni nartst zkontrolovan mikroskopicky a pomoci fruktoso-6-fostat fosfoketolasového

testu.

5.5 Vyhodnoceni

Po kultivaci byly spocitdny narostlé kolonie. Konecné hodnoty byly pfepocteny
a vyjadieny jako pocet kolonie tvoficich jednotek/g [KTJ/g]. Vysledky byly vyhodnoceny
pomoci ANOVY v programu Statistical2. Narostlé kolonie bifidobakterii byly zkontrolovany

mikroskopicky a pomoci fruktoso-6-fosfat fosfoketolasového testu.

5.6 Detekce enzymu fruktoso-6-fosfat fosfoketolsy (FOPPK test)

Bifidobakterie $tépi hexosy pomoci specifického enzymu F6PPK. Pro jeho detekci je
nutné nejdiiv narusit bakteridlni bunky, aby se jejich obsah spolu s intracelularnimi enzymy
vylil do roztoku. K roztoku se dale pridaji ¢inidla, ktera zptisobi jeho zbarveni. Pokud burika
obsahuje F6PPK, je fruktoso-6-fosfat timto enzymem S§tépen na erytroso-4-fosfat
a acetyl-1-fosfat, ktery reaguje s FeCls za vzniku komplexni slouéeniny, kterd ma fialové
zbarveni. Pf1 pozitivni reakci tedy dochazi k vytvoreni fialového zbarveni a izolat muize byt
oznacen jako rod Bifidobacterium. Pro kontrolu spravnosti provedeni je vhodné stanovovat
zaroven aktivitu FOPPK u typového kmene rodu Bifidobacterium jako pozitivni kontrolu

a jiného ptibuzného rodu jako negativni kontrolu (napt. Lactobacilllus).
Pro fosfoketolazovy test byla pouzita ¢inidla:
Roztok 1 (fosfatovy pufr): 0,12 g KoHPO4; 0,33 g KH2PO4; 0,05 g cystein; 100 ml H20
Roztok 2: roztok NaF (0,6 g/100 ml H20), Na-iodoacetat (1 g/100 ml H20)
Roztok 3: roztok hydroxylaminu (13,9 g/100 ml), pH 6,5 (NaOH)
Roztok 4: 15% roztok TCA (trichloroctové kyseliny)
Roztok 5: 4 M HCI
Roztok 6: roztok FeCls (5 g/100 ml H2O; + 310 ul HCI)

Roztok 7: fruktoso-6-fosfat (substrat pro pisobeni enzymu, 1 davka = 6,6 mg/0,02 ml
H20)
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Roztok 8: roztok detergentu cetridium bromidu (CTAB, 45 mg//100 ml H20)

Pro testovani bylo pouzito 10 ml kultury kultivované 24 hodin ve Wilkings-Chalgren
bujonu (Oxoid). Nasledné byl testovany material prelit do zkumavek a centrifugovan po dobu
8 minut pii 9000 ot/min pii teploté 20° C. Poté byl slit supernatan a vzorky byly proplachnuté
roztokem 1 a v 0,5 ml t€hoz roztoku byly rozpustény. Bylo ptidano 200 pl roztoku 8 a 5 minut
byly kultivovany pfti pokojové teploté. Nasledné bylo do vzorkl napipetovano 200 pl roztoku
2 a 200 pl roztoku 7. Vzorky byly fadné€ promichany a umistény na 30 minut do vodni lazn¢
0 teploté 37°C. Po vyjmuti z vodni lazn¢ bylo ptfidano 750 ul roztoku 3 a inkubovano 10 minut
pti pokojové teploté. Nakonec se postupné ptidalo 500 pl roztoku 4, 5 a 6. Test byl posléze
vyhodnocen na zaklad¢ zbarveni roztoku, pfi pozitivni reakci dochazi k fialovému zbarveni,

pii negativni se roztok zbarvi zluté (Orban et Patterson, 2000).
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6 Vysledky

Po podani probiotik ve formé fermentovaného mléka byly odebrany vzorky vykald,
mléka a stéru zubi, ve kterych byly kultiva¢ni metodou sledovany celkové pocty anaerobnich
bakterii, bifidobakterii, rifampicin rezistentnich bifidobakterii, laktobacili, E. coli

a koliformnich bakterii.

6.1 Pocty bakterii ve vykalech

Pocty bakterii jsou uvedeny v tabulce ¢. 8. Ve vykalech byl stanoven celkovy pocet
anaerobnich bakterii pfed podanim probiotik 7,85 £ 0,06 log KTJ/g. V prubéhu podavani
probiotik 1 po jeho ukonceni nebyly zaznamendny vyrazné rozdily v celkovych poctech
anaerobnich bakterii. Podty laktobacilii ve vykalech se pohybovaly v rozmezi 10* az 10° KTJ/g.
E. coli byly detekovany pted podanim probiotik ve vykalech v poctu 5,57 + 0,09 log KTJ/g,
4. den v podobném poctu 5,02 + 0,05 log KTJ/g, 8. a 11. den jen v poétu pod 10* KTJ/g.
Koliformni bakterie byly stanoveny pted podanim v poctu 5,25 + 0,09 log KTJ/g, v poslednim
odbéru vzorkl v niz§im poétu 4,33 + 0,58 log KTJ/g. Pocty bifidobakterii ve vykalech jsou
uvedeny v tabulce ¢. 9 a znazornény pomoci grafu (Graf ¢. 1). Bifidobakterie byly stanoveny
na dvou typech agarii. Rozdil v jejich selektivé byl minimalni, pocty po celou dobu experimentu
byly 107 KTJ/g, rozdily v poétu bifidobakterii na agaru B a agaru N nebyly statisticky
vyznamné (p > 0,05). RRBIF ve vykalech nebyly pied podanim probiotik viibec detekovany,
stejné tak 11. den. 4. den byly stanoveny v poctu 5,19 + 0,04 log KTJ/g, 8. den v poctu
3,11 £ 0,16 log KTJ/g. Podavani RRBIF statisticky neovlivnilo celkovy pocet bifidobakterii
na obou typech agari (p > 0,05).
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Tabulka ¢. 8: Primérné hodnoty poctu bakterii ve vykalech (uvedené v log

KTJ/g + smérodatna odchylka; n = 3)

Vykaly CP LB EC-M EC-B
Pied podanim 7,85 +£0,06 5,35+0,13 5,57 +0,09 5,25+ 0,09
4. den 7,90 +0,16 6,15+0,17 5,02+ 0,05 5,93 +0,21
8. den 7,73+ 0,37 4,17+0,15 <4 <4

11. den 8,09+ 0,25 522+0,11 <4 4,33 +0,58

CP = celkové pocty anaerobnich bakterii

LB = laktobacily
EC-M =E. coli

EC-B = koliformni bakterie

Tabulka ¢. 9: Pramérné hodnoty poctu bifidobakterii ve vykalech (uvedené v log

KTJ/g £ smérodatna odchylka, n = 3)

Vykaly BIF NOR RRBIF
Pred podanim 7,19 £ 0,06 7,02 +£0,03 <1

4. den 7,19+ 0,25 6,99 + 0,06 5,19+ 0,04
8. den 7,41+0,24 7,09 + 0,06 3,11+0,16
11. den 7,47+0,13 7,38 £0,03 <1

BIF = bifidobakterie kultivované na agaru B

NOR = bifidobakterie kultivované na agaru N
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Graf ¢. 1: Grafické znazornéni poctu bifidobakterii v pribéhu pokusu
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6.2 Pocty bakterii v zubnim stéru

Celkové pocty anaerobnich bakterii byly v priibéhu celého pokusu v poétu 10° KTJ/g
(tabulka ¢&. 10). Laktobacily se vyskytovaly v zubnim stéru po celou dobu v poétu 10* KTJ/g.
E. coli byly stanoveny v poétu pod 10? KTJ/log, pouze posledni den v mirné vyssim podtu
2,33 + 0,58 log KTJ/g. Koliformni bakterie byly v pribéhu sledovani stabilni v poctu
10° KTJ/g. U poétu bifidobakterii byl jen zanedbatelny rozdil v poétech pii kultivaci na agaru
B a agaru N. V pribéhu experimentu doslo k viditelnému naristu bifidobakterii po podani
probiotik z hodnoty 3,10 £ 0,12 log KTJ/g na pocet 4,67 + 0,10 log KTJ/g (tabulka ¢. 11 a graf
¢. 2). 11. den se projevil pokles bifidobakterii na 3,15 + 0,13 log KTJ/g. Rozdily v poctu
bifidobakterii na agaru B a agaru N nebyly statisticky vyznamné (p > 0,05). RRBIF nebyly
pied podanim probiotik detekovany stejné tak 1 11. den. V priibéhu podavani byly stanoveny
vpoctu 4,75 + 0,1 log KTJ/g. Podavani RRBIF statisticky ovlivnilo celkovy pocet
bifidobakterii na agaru B i N (p < 0,05).
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Tabulka ¢. 10: Prumérné hodnoty poctu bakterii v zubnim stéru (uvedené v log

KTJ/g + smérodatna odchylka, n = 3)

Zubni stér CP LB EC-M EC-B

Pied podanim 6,11 £0,12 425+0,17 <2 5,86 0,16
4. den 6,26 +0,11 4,66 + 0,25 <2 5,68 +0,20
8. den 6,46 +0,41 4,54 + 0,05 <2 5,53 + 0,06
11. den 6,09 +0,10 4,81+0,16 2,33 +0,58 5,38+0,19

Tabulka ¢. 11: Primérné hodnoty poctu bifidobakterii vV zubnim stéru (uvedené

v log KTJ/g + smérodatna odchylka, n = 3)

Zubni stér BIF NOR RRBIF
Pred pod4anim | 3,10+ 0,124 2,96 + 0,067 <1A

4. den 4,67+0,108 4,64+0,108 4,75+0,108
8. den 3,90+0,11A 3,12+0,23A <1A

11. den 3,15+0,13A 2,83+0,067 <1A

AB Hodnoty ve sloupcich s rozdilnymi indexy se statisticky vyznamné lisi (p < 0,05).
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Graf ¢. 2: Grafické znazornéni poctu bifidobakterii v zubnim stéru
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6.3 Pocty bakterii v mléce

Celkové pocty anaerobnich bakterii se pohybovaly v rozmezi 102 az 10* KTJ/g.
Laktobacily, E. coli, koliformni bakterie i bifidobakterie se vyskytovaly v poétu pod 102 KTJ/g.
Pocty bakterii jsou uvedeny v tabulce ¢. 12, bifidobakterie v tabulce ¢. 13. Rozdily v poctu
bifidobakterii na agaru B a agaru N nebyly statisticky vyznamné (p > 0,05). Podavani RRBIF
statisticky neovlivnilo celkovy pocet bifidobakterii (p > 0,05).

Tabulka ¢. 12: Pramérné hodnoty poc¢tu bakterii v mléce (uvedené v log

KTJ/g + smérodatna odchylka, n = 3)

Miéko CP LB EC-M EC-B
Pied podanim 3,48+ 0,10 <2 <2 <2
4. den 3,27+0,02 <2 <2 <2
8. den 4,17 +£0,07 <2 <2 <2
11. den 3,11+0,43 <2 <2 <2
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Tabulka ¢. 13: priamérné hodnoty poctu bifidobakterii v mléce (uvedené Vv log

KTJ/g + smérodatna odchylka, n = 3)

Miléko BIF NOR RRBIF
Pred podanim |<2 <2 <1
4. den <2 <2 <1
8. den <2 <2 <1
11. den <2 <2 <1

6.4 Fruktoso-6-fosfat fosfoketolasovy test mléka

Pii mikroskopickém pozorovani vzorku mléka kultivovaného v modifikovaném bujonu
s piidavkem rifampicinu nebyly pozorovany zadné bifidobakterie. Pti fruktoso-6-fosfat
fosfoketalasovém testu doSlo ke Zlutému zbarveni, test byl negativni. Ve vzorku mléka

se nevyskytovaly Zadné¢ RRBIF.
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7 Diskuze

Strevni mikrobiota predstavuje slozité spolecenstvi bakterii a dal$ich mikroorganism,
které vyznamné ovlivituje zdravi ¢lovéka. Slozeni stfevni mikrobioty je velmi individudlni.
Naruseni nebo zmény mikrobitoy jsou spojovany s fadou onemocnéni jako je napiiklad
syndrom drazdivého stfeva, kardiovaskularni choroby, vysoké hladina cholesterolu, diabetes,
astmata i fada psychickych poruch. Mikrobiota se rozviji bezprostfedné po narozeni. Jeji
vytvofeni je komplexni proces, ktery je ovlivnén fadou wvné&jSich i1 wvnitinich faktort
a interakcemi mezi mikroby a hostitelem. Mezi diilezité faktory vyvoje mikrobioty patii zptisob
porodu a strava (Moro et Arslanoglu, 2005). Prvnimi kolonizatory stiev jsou fakultativné
anaerobni bakterie, které spotiebuji kyslik, ¢imz se vytvoii vhodné prostfedi pro anaerobni
bakterie, mezi které patii i rod Bififdobacterium, ktery pii spravné stravé dominuje kojenecké
mikrobioté. Jeho vysokd hladina ma pozitivni vliv na zdravi hostitele, pfedev§im sniZenim
vyskytu stfevnich infekci a prijmi, bariérou proti patogeniim, spravnym vyvojem imunitniho
systému (LoCascio et al, 2009).

Biasucci et al., 2010 zkoumali vliv porodu na slozeni mikrobioty pomoci PCR. Jejich
vysledky ukazaly, ze déti NCR méli nizsi poéty rodi Bifidobacterium a Bacteroides a byly
Zastéji kolonizovany Clostridium difficile oproti kojenciim NVP. Navic u déti narozenych CR
dochazi k pozdégjsi kolonizaci bifidobakteriemi oproti détmi NVP. Na rozdil od NVP déti
vykazuje stfevni mikrobiota kojencti NCR vyrazné mensi podobnost s fekalni mikrobiotou
jejich matek (Béckhed et al., 2015). Toto tvrzeni potvrzuje Makino et al, 2013, ktefi zjistili,
ze 12 % ranych kolonizatorti VP narozenych déti bylo nelezeno ve stolici matky. Zatimco u déti

NCR to bylo jen 41 %.

Dalsim dulezitym faktorem, ktery moduluje stfevni mikrobiotu je strava. Strava kojencii
predstavuje nejcastéji matetské mléko. Z riznych divodu vsak v nékterych piipadech neni
mozné krmit kojence matefskym mlékem, proto je nahrazeno umélou vyZivou uréenou
pro kojence. V fadé studii je prokazan rozdil ve vyvoji a sloZzeni mikrobioty v zavislosti na typu
stravy (Backhed et al., 2015). Locasio et al., 2009 uvadi, Ze u vyhradné kojenych déti mohou
bifidobakterie pfedstavovat az 90 % stfevni mikrobioty, zatimco stfevni mikrobiota u kojencti
na umélé vyzive je vice komplexnéjsi a podoba se stfevni mikrobioté dospelého cloveka. Dale
bylo u kojencii na umélé vyzivé pozorovany ve vySsim poctu Clostridium, Bacteroides
a Enterobacteriaceae oproti kojenym détem. Ve vétSiné piipadi se u nich bifidobakterie

vyskytuji v desetkrat mensim poctu nez u kojenych (Moro et Arslanoglu, 2005).
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Na zéakladé téchto rozdilti bylo zkoumano sloZeni matefského mléka. Aby se nasly
slozky, které podporuji rust bifidobakterii, mohly se jimi obohatit uméld vyziva urcena
pro kojence. Matetské mléko piedstavuje idedlni stravu pro kojence diky svému unikatnimu
slozeni. Mléko obsahuje n¢kolik antimikrobidlnich molekul, jako jsou enzymy, peptidy a lipidy,
které omezuji kolonizaci ur€itych patogennich bakterii a tim umoznuji rast prospéSnych bakterii
(Sela, 2011). Po bilkovinach, lipidech a laktéze jsou nejvice zastoupenou slozkou
oligosacharidy. V mateiském mléce jich bylo identifikovano vice nez 200 a piedstavuji dilezity
faktor pro podporu spravného vyvoje stfevni mikrobioty, z toho divodu jsou oznacovany
jako bifidogenni faktor. Nejvice totiz slouzi jako selektivni strava pro bifidobakterie, které diky
jejich dostate¢nému piijmu mohou hojn¢ kolonizovat tlusté stfevo Pozorovani tohoto
bifidogenniho ucinku matetského mléka vedlo k vyzkumu, ktery prokdzal odolnost
oligosacharidi matetského mléka (OMM) vii€i enzymatickému traveni v horni ¢asti traviciho
traktu (Moro et Arslanoglu, 2005). Fermenta¢ni studie in vitro prokazala, ze rozklad OMM
vyzaduje rozsahlou sérii glykosidovych hydrolaz, které se v tenkém stfeveé kojence nenachazi,
proto OMM prochazi az do tlustého stieva v nepozménéné formé, kde slouzi jako zdroj energie
pro mikrobiotu (Marcobal et Sonnenburg, 2012). OMM jsou tedy charakteristické
prebiotickymi uc¢inky. OMM podporuji prospéSnou interakci mezi bifidobakteriemi
a intestinalnim epitelem, coz vede ke snizené expresi zanétlivych genti a pfispiva k udrzeni

integrity stievni sliznice (Wickramasinghe et al., 2015).

Matetské mléko bylo tradi€n€ povazovano za sterilni. Nedavno né€kolik studii ukézalo,
Ze kolostrum a matetfské mléko obsahuje bakterie. V matefském mléce byl stanoven celkovy
pocet bakterii pod 10° KTJ/ml (Perez et al., 2007). Prvni popisy bakterialni rozmanitosti
matefského mléka u zdravych Zen byly zaloZeny na pouziti kultivacnich médii a ukéazaly
pfevahu stafylokokt, streptokokii, bakterii mlééného kvaseni (BMK), propionibakterii.
Skutecnost, Ze bakterie byly izolovany z Cerstvého mléka zdravych Zen, naznacuje, Ze jejich
pritomnost je bézna, mély by byt tedy povazovany jako soucast pfirozené mikrobioty lidské
prsni zlazy, a ne jako pouze ptechodnou bakteridlni kontaminaci. Mikrobiota prsni zlazy
se zacina objevovat v poslednim trimestru téhotenstvi, nejvétsiho rozvoje dosahuje na konci
tohoto obdobi, ziistdva pomérmné konstantni béhem laktace. Pfi odstavu prudce klesé a velmi
rychle zmizi uplné, kdyz dojde k ukonceni tvorby mléka a involuci prsni zlazy (Fernandez et

al., 2013)

Matetské mléko by mohlo byt zdrojem prospéSnych bakterii pro utvareni stfevni

mikrobioty ditéte. Vliv téchto bakterii na stfevni mikrobiotu ditéte je zatim predmétem
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vyzkumu (Gomez-Gallego et al., 2016). Puvod bakterii pfitomnych v matefském mléce
se V poslednich letech stal kontroverznim tématem. Nélezy bakterii v mléce byly spojovany
S onemocnénim a zanéty, proto bylo analyzovdno pouze na piitomnost patogennich bakterii
(Fernandez et al., 2013). Teprve nalez nepatogennich bakterii vedl k dalSimu vyzkumu
mikrobioty mléka. Predpokladalo se, ze dochazelo ke kontaminaci bakteriemi z klize nebo
z dutiny ustni kojence. Infracervené fotografovani ukdzalo, ze béhem kojeni dochéazi k ur¢itému
retrogradnimu toku mléka zpét do mlécnych kanalkl. Je zfejmé, ze takovyto zpétny tok mize
poskytnout idealni zptisob vymény bakterii z dutiny ustni ditéte do mléc¢né Zlazy. Stejné tak
ale mize byt matefské mléko zdrojem bakterii pro mikrobiotu dutiny Ustni kojence. Teorie
0 mozném endogennim puvodu téchto bakterii v mléce vychazi z nalezu anaerobnich bakterit,
které v aerobnich podminkach nejsou schopny piezit.

Cilem této préace bylo otestovat schopnost bifidobakterii kolonizovat dutinu Gstni, travici
trakt a matefské mléko. K testovani byl vyuzit zvifeci model, konktrétné laktujici krava, které
byly podéany bifidobakterie, ze kterych byly vytvofeny rifampicin rezistentni mutanti, aby byly
snadno odliSitelné od ostatnich bifidobakterii, které se nachazi v travicim traktu. Jejich
schopnost pfeziti priichod travicim traktem byla vyhodnocena kultivaéni metodou
na specifickych péstebnich ptidach. RRBIF byly ve vykalech stanoveny v po¢tu 5,19 + 0,04 log
KTJ/g 4. den pokusu a 3,11 £ 0,16 log KTJ/g 8. den pokusu. Jejich mozny transport endogenni
cestou do matetfského mléka se ale nepotrvdil, v mléku RRBIF nebyly viibec nalezeny. Byla
ale zjisténa schopnost RRBIF kolonizovat dutinu ustni, RRBIF byly stanoveny v poctu
4,75+ 0,10 log KTJ/g 4. den pokusu. Nase vysledky tedy podporuji hypotézu o mozné zpétné
kontaminaci mléka z dutiny Ustni kojence. Tento vysledek je podpofen studii, ve které byla
testovana pfitomnost bifidobakterii v matefském mléku. Analyzovany byly dvé skupiny Zen,
prvni skupina byla zastoupena 18 Zenami, u jejichZz déti byly nalezeny bifidobakterie
ve vykalech. Druha skupina piedstavovala 43 Zen u jejichZ déti nebyly nalezeny bifidobakterie.
Ptitomnost bifidobakterii ve vykalech bylo testovano kultiva¢né a pomoci FISH. Nasledné bylo
testovano mléko na pritomnost bifidobakterii kultivaéné a FOPPK testem. V prvni skupiné byla
ptitomnost bifidobakterii identifikovana u 35 % vzorkl, ve druhé skupiné nebyly v mléku
nalezeny zadné bifidobakterie. Tato studie se pfiklani k moznosti zpétné kontaminace mléka
Z mikrobioty kojenct (Rada et al., 2011).

Dalsi studie sledovala bifidobakterie v mléce a vykalech u 102 zdravych matek a jejich
déti. Mléko bylo odebrano pted porodem, nasledné kolostrum a pak 7. a 30. den po porodu,
vykaly kojencti byly odebrany 7. a 30.den po narozeni a mekonium. Analyza probéhla pomoci

kultivacni metody a nasledné identifikace jednotlivych druhii pomoci 16S rRNA. Ve vzorcich
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mléka pred porodem a kolostrem nebyl izolovan zadny bifidobakterialni kmen, zatimco kmeny
bifidobakterii byly nalezeny v nékolika vzorcich mekonia. Bifidobakterie se vyskytovaly
v mléku vzdy ve stejném case jako ve vykalech kojenci, nebo pozdéji, tedy napied byly
identifikovany ve vykalech kojencli a potom byly nalezeny v mléku. V zavéru je navrzeno
pouziti znacenych kment bakteridlnich kmenti k otestovani moznosti ptenosu z mléka (Makino

etal., 2015)

Teorii mozného pienosu bakterii ze stiev matky do matefského mléka zkoumali Martin
et al., 2003. Ve studii, které se zGcastnilo 8 zdravych Zen a jejich kojenci, sledovala se
ptitomnost bakterii mlécného kvaseni (BMK) v matefského mléku. Z diivodu zkoumani
puvodu BMK v mléce byly testovany i stéry z klize na prsou a areol, vykaly kojencu a stér
Z jejich dutiny ustni. BMK byly stanoveny kultivacné na selektivnich pidach a nasledné
analyzovany metodou nahodné amplifikace polymorfni DNA (RAPD). Vysledky analyz
ukazuji, Ze RAPD profily BMK izolovanych z kiize prst byly jiné nez profily RAPD BMK
izolovanych z matetského mléka. To naznacuje, ze tyto BMK maji endogenni ptivod. BMK
pritomné v kolostru a matetském mléku pravdépodobné tvoii biofilm na mlécné zlaze uvniti
syst¢ému mlécného kanalku. Mlécnad Zzladza se pfipravuje na laktaci prostfednictvim tfady
vyvojovych kroka jiz béhem dospivani. K hlavnimu rozvoji dochéazi v pribéhu téhotenstvi
nartistem alveoll a mlécnych kanalkii. V pozdni fazi te€hotenstvi jsou alveoly maximalné
vyvinuty a mize dojit i k uvolilovani malého mnozstvi kolostra. Navic se vyrazné zvétsi i areola
a bradavka. Tyto zmény poskytuji dobré podminky pro tvorbu biofilmu. ZvySena lymfaticka
akrevni zasoba mlécné Zlazy, uvoliovani oxytocinu, které zplsobuje kontrakci

myoepitelovych buné€k miize také podporovat pritomnost BMK v matefském mléce.

Martin et al., 2012 podrobili dal§imu vyzkumu hypotézu endogenniho piivodu bakterii
vV matetském mléce. V této studii uvadi mozny transport bakterii ze stfeva matky do mlécné
zlazy stejnou cestou jako probihd transport bunék imunitniho systému. Ve studii bylo
prokazano, ze dendritické bunky mohou proniknout do stievniho epitelu a zachytit bakterie
ze sttevni mikrobioty a Ze antigenem stimulované buiikky se pohybuji ze stfevni sliznice,
aby kolonizovaly vzdalené slizni¢ni povrchy v téle. Na zakladé¢ téchto hypotéz bylo testovano
20 part matek s jejich kojenci. Pomoci qRTi-PCR (kvantitativni PCR v realném case) byla
testovana pritomnost DNA rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a Stapyhlococcus v matefském
mléku a vykalech kojenci. U 11 parti byla nalezena DNA bakterii rodt Staphylococcus,

u 9 para Lactobacillus a u 3 part Bifidobacterium.
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Martin et al., 2009 testovali kultivaéni metodou pfitomnost Bifidobacterium
v matetském mléku 23 Zen a ve vykalech jejich déti. Bifidobakterie byly nalezeny v 8 vzorcich
mléka a ve 21 vykalech, ptislusnost k danému rodu byla ur¢ena pomoci FOPPK testu. Nasledné
byly identifikovany jednotlivé druhy pomoci qRTi-PCR. Ve studii nejsou sledovany vytéry
dutiny ustni kojencti, ani stfevni mikrobioty matky. Vysledky nalezenych bakteridlni druhi
v mateiském mléku nejsou porovnavany s druhy nalezenymi ve vykalech kojenct. V zavéru je

vSak naznaCen mozny transport bakterii endogenni cestou ze stiev matky do mlécné zlazy.

Vétsina studii analyzuje pfedevsim matetské mléko a stievni mikrobiotu kojence, jejich
slozeni mezi sebou porovnava. Vzhledem k moznosti zpétné kontaminaci matetského mléka
Z kojenecké dutiny ustni by mély byt do vyzkumu zahrnuty i vytéry z dutiny stni kojence.
K potvrzeni moznému endogennimu transportu by méla byt analyzovdna 1 matetské fekalni
mikrobiota, jeji slozeni by mélo byt porovnano s bakteriemi matetského mléka. Vzhledem
ke slozitosti mikrobioty je tfeba dal§ich vyzkumu, aby byla mikrobita pochopena a moznost
transportu bakterii do mléka. V soucasné dobé¢ byla testovana piitomnost bakterii v mateském
mléce a jejich identifikace, ale je tieba i1 analyz, které zjisti vliv téchto bakterii na rozvoj stievni
mikrobioty kojencli. Pokud by byl jejich vliv vyznamny, mohly by se uplatnit pro navrzeni
specifickych probiotik pro kojence, které jsou krmeny umeélou vyzivou, aby podpofily spravny

vyvoj mirkobioty.
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8 Zavér

Na zaklad¢ vhodnych vlastnosti byl vybran kmen Bifidobacterium animalis spp.
animalis 2311, z kterého byli vytvofeni rifampicin rezistentni mutanti. RRBIF dobfe prochazely
horni ¢asti traviciho traktu a doc¢asné kolonizovaly tlusté stievo dojnice. RRBIF kolonizovaly
docasné¢ i dutinu ustni. V mléku nebyly kultiva¢ni metodou detekovany. F6PPK test pro ovéteni
mozné kolonizace RRBIF mléka byl vyhodnocen negativné, v mléku se nevyskytovaly zadné
bifidobakterie. Z vysledkti této prace vyplyva, ze mléko dojnic pravdépodobné neni

potencialnim zdrojem bifidobakterii pro kolonizaci traviciho traktu telat.
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