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Interakce bifidobakterii a klostridii ve stfrevni mikrobioté
kojencu

Souhrn

Kojenecké druhy Bifidobacterium spp. jsou vyjime¢né zejména svou schopnosti
utilizovat oligosacharidy matetského mléka, ¢imz ziskavaji konkurencéni vyhodu nad zbytkem
mikrobialni populace stieva. V jejich piitomnosti dochdzi v mikrobioté Kk regulaci poéta a
negativnich ucinka klostridii, jimiz jsou naptiklad koliky ¢i jiné pro zdravi kojence nezadouci
projevy. Mechanismy uc¢inku inhibice klostridii bifidobakteriemi nejsou plné¢ znamy. Navic
neni dostate¢né znamo, jak nahradni forma vyzivy obsahujici pouze minoritni ¢ast z komplexu
oligosacharidi matefského mléka mize ovlivnit vztahy uvniti doposud nezralé stfevni
mikrobioty, ve které mohou byt bifidobakterie chybé&jicim taxonem.

Cilem této prace bylo vypracovat piehled tykajici se mikrobialni kolonizace kojenct a
zamgéfit se predevsim na vyznam bifidobakterii a klostridii a jejich vzajemné interakce, a déle
pak zhodnotit vliv matefského mléka a nahradni kojenecké vyzivy ve vztahu Kk vyse
uvedenému. Praktickd ¢ast prace byla zaméfena na testovani antimikrobialniho ucinku
probiotickych kmenti bifidobakterii viici klostrididlnim kmenim izolovanych z fekéalnich
vzorkd kolitickych kojenctu. Testovani probihalo na drovni in vitro, a také ex vivo, coz
predstavovalo komplexnéj$i experimentalni systém s intervenci fekalni mikrobioty a
prebiotické slozky a probiotické bifidobakterie. Dale byla zhodnocena schopnost rastu
Klostridii na 2‘-fukosylakt6ze (2°FL) a L-fuk6ze. Experimentalni ¢ast prace byla provedena
S pouzitim kultivacné zavislych metod.

Vysledek testovani antimikrobialni aktivity in vitro se lisil v zavislosti na pouzité metodé,
pficemz antimikrobidlni G¢inek probiotickych kment Bifidobacterium breve BRO3 a B.
animalis subsp. lactis Bb-12 byl potvrzen s pouzitim modifikované spotové metody vici vsem
testovanym klostridialnim kmentm zahrnujici druhy Clostridium perfringens, C. butyricum, C.
saccharobutylicum, C. neonatale a Clostridioides difficile. Antimikrobialni uG¢inek nebyl
potvrzen difdzni metodou. Antimikrobialni u¢inek pozorovany v ramci ex vivo experimentu se
odvijel od druhu a kmene klostridie pfitomné v testovaném vzorku stolice. Matetské mléko jako
zdroj uhliku bylo Iépe vyuzitelné pro B. breve. Oproti tomu pocatecni nahradni kojenecka
vyziva podporovala rust fekalni mikrobioty zastoupené pievazné C. perfringens. Variabilita
vysledkil vystihuje slozitost a komplexnost stitevniho prosttedi, ve kterém piisobi na vzajemné
vztahy mikroorganismt fada dosud nepopsanych faktord. Mimoto, schopnost utilizace L-
fukozy prostrednictvim C. neonatale miZe piinést zajimavé poznatky interakce 2’FL s
utilizujicimi bifidobakteriemi na urovni cross-feedingu.

Kli¢ova slova: Clostridium; Bifidobacterium; kojenec; mikrobiota; probiotika; prebiotika;

matefské mléko; uméla détska vyziva



Interaction of bifidobacteria and clostridia in the gut
microbiota of infants

Summary

Infant species of Bifidobacterium spp. are exceptional in their ability to utilize the
oligosaccharides of breast milk, giving them a competitive advantage over the rest of the
microbial population of the gut. In their presence in the microbiota, the numbers and negative
effects of clostridia, such as colic and other adverse effects on the health of the infant, are
regulated. The mechanisms of action of clostridial inhibition by bifidobacteria are not fully
understood. In addition, it is not well known how an infant formula containing only a minority
of the breast milk oligosaccharide complex can affect the relationships within the immature gut
microbiota, in which bifidobacteria may be the missing taxon.

The aim of this paper is to produce a review focusing on microbial colonization in infants,
and here to focus on the importance of bifidobacteria and clostridia, and their interactions.
Furthermore, it has the intention to evaluate the impact of breast milk and infant formula in
relation to the above. The practical part of the work was aimed at testing the antimicrobial effect
of probiotic strains of bifidobacteria against clostridial strains isolated from fecal samples of
colitic infants. Testing was conducted at the in vitro level, and also ex vivo, representing a more
complex experimental system with the intervention of the fecal microbiota with prebiotic
components and probiotic bifidobacteria. In addition, the ability of clostridia to grow on 2'-
fucosylactose and L-fucose was evaluated. The experimental part of the work was carried out
using culture-dependent methods.

The result of in vitro antimicrobial activity testing varied depending on the method used,
and the antimicrobial effect of probiotic strains Bifidobacterium breve BR0O3 and B. animalis
subsp. lactis Bb-12 was confirmed using a modified spot method against all tested clostridial
strains including Clostridium perfringens, C. butyricum, C. saccharobutylicum, C. neonatale
and Clostridiodes difficile species. The antimicrobial effect was not confirmed by the diffusion
method. The antimicrobial effect observed in the ex vivo experiment depended on the species
and strain of clostridia present in the stool sample tested. Mother's milk as a carbon source was
better utilized by B. breve. In contrast, the initial infant formula supported the growth of a fecal
microbiota represented predominantly by C. perfringens. The variability of the results captures
the complexity of the intestinal environment, in which a number of previously undescribed
factors influence the interrelationships of microorganisms. Furthermore, the ability of L-fucose
utilization by C. neonatale may provide interesting insights into the interaction with 2’-
fucosyllactose utilizing bifidobacteria at the level of cross-feeding.

Keywords: Clostridium; Bifidobacterium; infant; microbiota; probiotics; prebiotics; breast
milk; infant formula
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1 Uved

Lidska mikrobiota pfedstavuje skryty lidsky organ, ktery je slozen =z biliont
mikroorganismil, které koexistuji s lidskym organismem v mutualistickém vztahu. Uzky vztah
k nemocem a zdravi ¢lovéka ma stievni mikrobiota, ktera se v piipadé fyziologického sloZeni
podili na vzniku homeostazy a regulaci imunitniho systému lidského organismu. Naruseni
rovnovazného stavu stievni mikrobioty mtize vést k rozvoji fady chorobnych stavii organismu
(Hou et al. 2022). Stfevni mikrobiota je utvafena jiz od samotného narozeni a vyviji se
v zavislosti na gestaénim véku ditéte, zpsobu porodu, vyzive, antibiotické terapii, vné&j$im
okoli a mnoha dalsich faktorech pfiblizné¢ do veku 2-3 let, kdy se jeji slozeni zacina stabilizovat
(Tanaka & Nakayama 2017).

Béhem prvnich Sesti mésicti je Svétovou zdravotnickou organizaci doporucovano
vyhradni kojeni matkou. Mateiské mléko je komplexni tekutina piedstavujici pro kojence
ptirozeny zdroj potiebnych Zivin a dalSich latek, které podporuji jeho riist a vyvoj odpovidajici
véku (WHO 2023). Vyznamnou slozku piedstavuji oligosacharidy matetského mléka (HMO,
human milk oligosaccharides), které se v téméf nedotéené podobé dostavaji do tlustého stieva,
ve kterém puisobi kromé jiného jako rustovy substrat vybranym druhtim bifidobakterii (Bode
2012). Piedevsim Bifidobacterium longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. breve
a B. bifidum tak ziskavaji konkurené¢ni vyhodu nad ostatnimi mikroorganismy, které nevlastni
komplex enzymu potiebny k degradaci HMO. Produktem fermentace bifidobakterii jsou
predevs§im mastné kyseliny s kratkym fetézcem a laktat, které ptispivaji k udrzeni zdravého
stievniho prostiedi a zaroven slouzi jako potrava pro okolni mikrobiotu (Kiely et al. 2023).
Konkrétné laktat a acetat jsou vyuzivany butyrdt produkujici bakteriemi, jimiz jsou
Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp. nebo Clostridium butyricum. Butyrat pfedstavuje
hlavni zdroje energie pro buiiky stievniho epitelu (Singh et al. 2023).

V piipad¢€, Ze matka nemize ¢i nechce kojit své dité, byva kojenci podavana nahradni
kojenecka vyziva. Kromé vsech potfebnych zivin je nahradni vyziva dopliiovana i o biologicky
aktivni latky véetné humannich oligosacharidit matetského mléka (HiMO, human identical
milk oligosaccharides). Bezpe¢nost nékolika druhtt HIMO ve vyzivé ¢lovéka jiz byla potvrzena
v ramci Evropské unie, nicméné stale se nevi mnoho o jejich vlivu na stfevni mikrobiotu. Ve
sttevni mikrobioté kojencli se mimo jiné pfirozené vyskytuje fada potencionalné patogennich
bakterii v¢etné klostridii. Clostridioides difficile, Clostridium perfringens, C. butyricum a C.
neonatale a dalsi mohou v pfipadé dysbiozy vyvolat fadu zanétlivych onemocnéni (Ferraris et
al. 2012). Prave rust nékterych druht klostridii mize byt nepiimo podporovan HiMO, jejichz
stavebni slozky jsou uvoliiovany béhem procesu utilizace bifidobakteriemi (Huertas-Diaz et al.
2023).

Tato diplomova prace navazuje na bakaldifskou praci na téma Vyskyt a vyznam
sporulujicich bakterii v mikrobioté kojenct, ktera byla autorkou obhajena v roce 2022 na
Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky na Fakult¢ agrobiologie, potravinovych a pfirodnich
zdrojti Ceské zemé&délské univerzity v Praze.



2  Védecka hypotéza a cile prace

Predpokladame, ze antimikrobidlni aktivita bifidobakterii vici klostridiim bude
ovlivnéna metodou testovani. In vitro testovani sleduje interakce pouze na Urovni dvou a vice
¢istych kment, zatimco vzajemné interakce v rAmci ex vivo testovani jsou ovlivnény fadou
faktorti. Komplexni vzorek, jimz je stolice kojence, obsahuje fadu mikroorganismu a produktt
jejich metabolismu, které mohou ovliviiovat interakce mezi testovanymi druhy bakterii.
Vzajemné pusobeni muize byt rovnéz ovlivnéno pifidanym substratem. Oligosacharidy
matefského mléka budou dostupné pouze urcitym druhlim bifidobakterii, zatimco humanni
mlééné oligosacharidy, pfidaivané do nahradni kojenecké vyzivy, pravdépodobné mohou
vyuzivat i nékteré klostridie.

Cilem prace bylo vypracovat pichled o bifidobakteriich a klostridiich vyskytujicich se ve
sttevni mikrobiot€ kojencii a zaméfit se na dosavadni poznatky o jejich vzajemné interakci. Pro
literarni pfehled byl rovnéz stanoven cil na vypracovani souhrnu charakteristik matefského
mleka a nahradni kojenecké vyzivy. Cilem metodické Casti prace bylo testovat vzajemné
interakce mezi probiotickymi kmeny bifidobakterii a vybranymi kmeny klostridii izolovanych
ze stolice klostridiovych déti s kolikami na drovni in vitro a ex vivo, ve které byla rovnéz
sledovéna intervence prebiotik. Vedle toho byl kultivaéné detekovan vyskyt bifidobakterii a
Klostridii v mikrobioté stolice vybranych kojencti, kterym byly podany probiotika
s bifidobakteriemi.
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3 Literarni reSerse

3.1 Stfevni mikrobiota kojenci

Termin mikrobiota 1ze definovat jako uskupeni mikroorganismu zijicich v uréitém
biotopu. V ramci lidského téla se jedna o komunity komenzalnich mikroorganismui z fise
bakterii, hub, virQ, protozoi a archei, které koexistuji se svym hostitelem v mutualistickém
vztahu (Parker et al. 2020; Ignacio et al. 2019; Ishiguro et al. 2018). Naopak pojem mikrobiom
pojednava o souboru vSech genomu, gent a genovych produkti mikrobioty Zzijici v daném
prostredi (Setubal a Dias-Neto 2022). Metabolity produkované mikrobidlnim spoleenstvim
zaStituje pojem metabolom, ktery ve spojeni se stitevnim prostiedim zahrnuje rovnéz metabolity
vyprodukované hostitelem (Cortez et al. 2019). Celkovy rozsah lidské mikrobioty se s ur¢itou
opatrnosti odhaduje na pocet 10**~10%* mikrobialnich bunék. V porovnani s mnozstvim bungk
lidskému télu vlastnimu, jejichZ poéet je stanoven pfiblizné na 3,0 x 103, Ize s rezervovanym
odstupem tvrdit, ze pocetni pomér bun¢k mikroorganismu ku buiikdm lidskému télu vlastni je
1:1. Uvedené hodnoty ilustruji, jak rozsahla je mikrobiota lidského téla a naznacuji nemalou
roli, kterou mikroorganismy v nasem téle pravdépodobné hraji (Sender et al. 2016).

Mikroorganismy kolonizuji téméf vSechny povrchy lidského téla, které jsou vystaveny
vlivim vngj$iho okoli, okupuji tak nejen nasSi kiizi, moCopohlavni a dychaci systém, ale
predevsim i na$ gastrointestinalni systém (GIT) (Serikov et al. 2010). Jednotlive Useky travici
trubice 1ze definovat na zakladé mnozstvi mikroorganismu, které dané segmenty kolonizuji. V
duting Gstni se mnoZstvi mikroorganismi pohybuje kolem 108-10*° KJT/g (kolonie tvofici
jednotku/g) slin. Oproti tomu v zaludku je pocet mikrobialnich bunék zna¢né redukovan
zalude¢nimi §tavami na 102 KTJ/g. Nasleduje duodenum a jejunum s rozmezim 102-10* KTJ/g
obsahu a ileum s tlustym stievem, kde podet bakterii vzroste na hodnoty 101°-10'2 KTJ/g
obsahu (Hakansson & Molin 2011). Pravé v tlustém stfevé se nachazi vice nez 70 %
mikroorganismi obyvajicich lidské télo, nicméné ani to neni kolonizovano rovnomérné
v celém jeho objemu, ale hustota osidleni i druhové slozeni mikrobidlni populace se zde
vyznamné 1i$i na zéklad€ toho, zda se jedna pifimo o povrch epitelidlni vrstvy, kryjici hlenové
vrstvy, ¢i 0 samotny lumen stfev (Sekirov et al. 2010).

Souziti ¢lovéka s mikroorganismy vyustilo v tlustém stfevé ve vznik vztaht
komenzalnich (vztah ve kterém ani jeden z partnerti neni znevyhodnén) a symbiotickych (vztah
prospé$ny pro oba partnery), které plynou pedevsim z jejich metabolickych aktivit (Ventura et
al. 2009). Strevni mikrobiota hraje zasadni roli ve fungovani imunitniho systému, rovnéz ma
vyznamny vliv na traveni a metabolismus Zivin, ovliviiuje komunikacni spoj mezi mozkem a
stfevy jedince a je zasadni pro normalni fyziologii a zdravi stiev (Aziz et al. 2013). Jedna se
prevazné o nepatogenni mikroorganismy zijici spole¢né s enterocyty v symbiotickém vztahu,
ve kterém vypomahaji zejmena s metabolismem Zivin a 1éki1, zabranuji kolonizaci patogennimi
mikroorganismy a také podporuji spravné fungovani stfevni bariéry (Jandhyala et al. 2015). Na
druhou stranu maji mikroorganismy v ramci naSich stfev zajiStén volny pfistup k Zivindm
spole¢né s kontrolovanou teplotou (Ignacio et al. 2019). Sttevni homeostaza mize byt narusena
kvantitativnimi ¢1 kvalitativnimi zménami ve slozeni mikrobioty neboli dysbiézou, coz mtize
vést k rozvoji rozliénych nemoci, jimiz jsou napf. obezita, diabetes, alergie ¢i onemocnéni
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autoimunitniho sytému, neurologické poruchy a zanétlivé ¢i infek¢ni choroby (Bibbd et al.
2016; Wang & Roy 2017).

3.1.1 SloZeni a vyvoj stievni mikrobioty

Definice slozeni ,,normalni* ¢i ,,zdravé® stfevni mikrobioty kojencii je obtizna kviili jeji
znaéné nestabilité, vysoké intraindividualni variabilité, a také z duvodu pisobeni mnoha
vn&jSich i vnitinich faktord, které vyvoj stievni mikrobioty ovliviiuji. Jedna se napf. 0 vliv
matky, zptisob porodu, gesta¢ni vék pii narozeni, vyzivu kojence, jeho zdravotni stav, vliv
prostiedi a také genetické predispozice jedince. Nekone¢né kombinace téchto faktorti davaji
vzniknout unikatnim bakterialnim populacim ukryvajicim se v prostiedi stiev kazdého jedince
(Milani et al. 2017).

Mezi prvni kolonizatory tlustého stfeva se fadi fakultativné anaerobni bakterie nalezici
do celedi Enterobacteriacea a Lactobacilaceae, které vycerpavaji ptitomny luminalni kyslik
Vv obdobi bezprosttedné po narozeni ditéte, ¢imz utvaii privetiveé prostiedi pro osidleni obligatné
anaerobnich bakterii rodu Bifidobacterium, Clostridium a kmene Bacteroidetes (Matamoros et
al. 2013). Béhem nasledujicich nékolika tydnti se podoba stfevni mikrobioty novorozence
odviji ptedevsim od mikrobioty porodnich cest ¢i jinych casti téla matky, se kterymi
novorozenec piiSel do styku. Dominujicimi bakteridlnimi taxony se stivaji Enterococcaceae,
Streptococacceae, Lactobacillaceae, Clostridiaceae a Bifidobacteriaceae (Arrieta et al. 2014).

V prvnich mésicich zivota je pro stfevni mikrobiotu kojence charakteristicka nizka
diverzita a zna¢na dominance kment Proteobacteria a Actinobacteria (Rodriguez et al. 2015),
pficemz u kojenych jedincti dominuji bakterie rodu Bifidobacterium (Turroni et al. 2012).
V obdobi zaclefiovani pevné stravy do jidelni¢ku kojence dochazi k postupné dominanci
bakterii kmend Firmincutes a Bacteroidetes, které byvaji typické pro stfevni mikrobiotu
dospélého ¢loveka (Koenig et al. 2011). Postupny vyvoj sttevni mikrobioty ¢lovéka od narozeni
az do veku 2-3 let je ptehledné vyobrazen na obrazku €. 1.

K samotnému ustaleni nestalé stievni mikrobioty a jeji transformaci do podoby stabilnéjsi
mikrobioty dospélého Clovéka dochéazi pravdépodobné nejdiive v obdobi kolem 31 mésice po
narozeni (Stewart et al. 2018).
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Obrazek ¢. 1 — vyvoj stievni mikrobioty ¢lovéka od narozeni do véku 2-3 let (Arrieta et
al. 2014) — pozn.: voln¢ pielozeno z angli¢tiny.

3.1.1.1 Sterilni déloha

Po mnoho let byla déloha matky povaZovana za sterilni organ a byl obecné pfijiman
koncept oznacovany jako paradigma sterilni délohy, podle kterého dohazi k vertikalnimu a
horizontalnimu ptenosu mikroorganismti béhem porodu a po ném, avsak do té¢ doby je plod
udrzovan ve sterilnim stavu. K témto zadvérim dospéla odbornd vetejnost z vétsi miry na
zaklad¢ vysledkt zalozenych na mikroskopickych a kultiva¢nich analyzach mekonia (smolky,
prvni stolice po narozeni), plodové vody a tkané placenty. V piipadé zjisténi piitomnosti
mikroorganismi v odebranych vzorcich byly pozitivni vysledky testovani pfipisovany
kontaminaci béhem odbéru ¢i Casové variabilité vzorkovani. Napfiklad sterilita mekonia se
v né€kolika studiich odvijela od doby prichodu travicim traktem, pficemz indikace bakterii byla
spojovéana s delsi ¢asovou periodou mezi porodem a prvni stolici ditéte (Perez-Mufioz et al.
2017). Ptipadna pfitomnost mikroorganismu a jejich metaboliti v prostiedi délohy byla a je
rovnéz povazovana za jeden z moznych faktori komplikovaného téhotenstvi. V piipadé
nitrodélozni infekce miize dojit k pred¢asnému odtoku plodové vody pied terminem porodu,
v nasledku ¢ehoz zpravidla nastava piedcasny porod s vysokou pravdépodobnosti tumrti
novorozence. U pacientek s t¢émito komplikacemi byly nejcastéji identifikovany bakterie rodu
Ureaplasma a bakterie Sneathia amnii (Tchirikov et al. 2018).

Avsak jsou zde studie, které hypotézu o sterilni déloze zpochybiuji a na zakladé
modernich sekvenc¢nich technologii naznacuji, Ze za sterilni se nedd povaZovat plod, placenta a
ani plodova voda matky (Perez-Mufioz et al. 2017). Aagard et al. 2016 jako prvni
charakterizovali unikatni placentalni mikrobiom o nizké pocetnosti a metabolické bohatosti
slozeny znepatogennich komenzalnich bakterii kmenl Firmincutes, Tenericutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteria, ktery se profilové podoba tstnimu mikrobiomu
negravidniho ¢lovéka. Autofi spekuluji, ze bakterie z dutiny Ustni matky se mohou dostat skrze
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hematogenni Sifeni do placenty, odkud mohou nasledné kolonizovat plod (Aagaard et al. 2014).
K zavéru, ze prostedi délohy neni sterilni, a Ze ke kolonizaci ditéte miize dochazet jiz béhem
prenatalniho vyvoje dospéli rovnéz Collado et al. 2016, kteti v placenté a plodové vodé matek
rodicich cisafskym fezem v plném terminu charakterizovali mikrobiotu o nizké bohatosti a
diverzité s prevahou bakterii kmene Proteobakteria. Podobné mikrobidlni rysy byly zjistény
rovnéz v mekoniu novorozence, z ¢ehoz autoii dovozuji, Ze ke kolonizaci traviciho traktu
dochazi jiz ve fazi plodu (Collado et al. 2016).

3.1.1.2 Gestacni vék

Za ptedCasné narozené jsou obecné povazovany deti narozené pred ukoncenym 37.
tydnem téhotenstvi, pficemz dle miry nedonoSeni lze déti dale délit do skupin na stfedné az
pozdn¢ narozené (32. — 37. tyden), velmi predCasn¢ narozené (28. — 32. tyden) a extrémné
pred¢asn€ narozené (méné néz 28 tydnil). PredCasné narozeni je spojovano s mnoha vaznymi
kratkodobymi i dlouhodobymi nasledky jimiz jsou napf. $patny zdravotni stav, problémy
S rastem, duSevni a mentélni postizeni ¢i brzky nastup chronickych nemoci. K témto zavaznym
rizikim se rovnéz tfadi zvySend pravdépodobnost novorozeneckého umrti, které muize dité
postihnout az do véku péti let (Ohuma et al. 2023).

Déti narozené predCasné maji nedostateéné vyvinuty GIT. Tlusté stfevo ma $patné
vyvinutou peristaltikou, stfevni bariéru a snizenou imunitu, coz mize vést ke vzniku
bakteridlnich a zanétlivych onemocnéni, mezi které se fadi sepse ¢i nekrotizujici enterokolitida.
Dalsi rizikové faktory, které se poji s pfedéasnym narozenim, jsou napf. porod cisafskym
fezem, pouziti Sirokospektralnich antibiotik, uméla vyziva, zavedeni vyzivové sondy ¢i pobyt
novorozence v inkubatoru na novorozenecké jednotce intenzivni péce (Neu et al. 2005; Korpela
et al. 2018).

Gestacni v€k ditéte béhem narozeni je zaroven jednim z vyznamnych faktort, které se
podepisuji na slozeni stievni mikrobioty jedince. PredCasné narozené déti prokazuji nizsi
zastoupeni rodd Bacteriodes a Bifidobacterium, které jsou naopak typické pro déti narozené
bez komplikaci v fadném terminu, u nichz nebyla potieba hospitalizace. Stfevni mikrobiota u
predcasné narozenych déti prochazi nékolika fazemi vyvoje, které zacinaji dominanci rodu
Staphylococcus a pokracuji dominancemi rodi Enterococcus, Enterobacter a konec¢né
Bifidobacterium. Faze, pii které dochazi k pfemnozeni Enterococcus spp. a kterd vede k
naruseni vyvoje stievni mikrobioty, se vyskytuje pouze u extrémné predcasné narozenych deti.
Zdravy vyvoj mikrobioty mlZe byt podporovan poddvanim matefského mléka u stiedné
pred¢asné narozenych jedincii nebo suplementaci prebiotik s bifidogennim G¢inkem u extrémné
pred¢asné narozenych jedinct (Walani 2020; Fouhy et al. 2019; Korpela et al. 2018).

Gestacni vek pfi narozeni vykazuje vliv na modulaci stifevni mikrobioty az do Ctyt let
véku ditéte. U déti narozenych v fadném terminu je charakteristicka pfevaha Bacteroidetes v
prvnim, Parabacteroides v druném a Christensenellacea ve ¢tvrtém roce. Pro déti predcasné
narozené je naopak typicka dominance roda Lactobacillus, Streptococcus a Carnobacterium ve
stejném poradi roki (Fouhy et al. 2019).
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3.1.1.3 Porod ditéte

K nejrannéjsi a velmi vyznamné fazi bakterialni kolonizace, ktera ovliviiuje skladbu
sttevni mikrobioty béhem prvnich mésicl zivota ditéte, dochazi béhem porodu ditéte, kdy je
novorozenec vystaven vaginalni, kozni i fekélni mikrobiot¢ matky a mikroorganismiim
nemocni¢niho ¢i jiného prostfedi. Ne vSechny mikroorganismy jsou vsak schopné trvale
osidlovat prostredi t¢la novorozence, toho jsou schopné pouze urcité skupiny mikroorganismii,
které si k tomu osvojily specifické vlastnosti. Napiiklad nékolik druhti bakterii rodi
Bifidobacterium a Bacteroides vlastni jedine¢nou schopnost utilizovat oligosacharidy
matefského mléka, diky cemuz se fadi mezi uspésné perzistentni kolonizatory tlustého stfeva
novorozencu (Korpela 2021).

V piipad¢ piirozeného vaginalniho porodu prichazi novorozenec nejprve do styku
s mikroorganismy kolonizujici porodni cesty a GIT systém matky. Jinak je tomu v ptipadé
cisaiského fezu, pfi kterém dochazi k pfenosu mikroorganismi na novorozence z prostiedi
pokozky matky, nemocni¢niho zafizeni a zdravotnického personalu (Milani et al. 2017). Vliv
dvou rozdilnych porodnickych operaci na skladbu mikrobialnich komunit je znatelny jiz béhem
prvnich dnt jeho Zivota. DéEti narozené pfirozenym zptisobem ziskavaji bakterialni spolecenstvi
podobna vaginalni mikrobioté matky, v nichz dominuji bakterie na urovni druht Prevotella,
Sneathia a Lactobacillus spp., zatimco u déti porozenych cisaiskym fezem dominuji
spoleCenstva  zastoupena pievazné¢ druhy Propionibacterium, Corynebacterium a
Staphylococcus spp., které jsou charakteristické pro mikrobiotu lidské pokozky (Dominguez-
Bello et al. 2010).

Odlisny vyvoj bakterialni kolonizace pokracuje i v nasledujicich tydnech po porodu.
Béhem prvniho tydne je mozné na zakladé zpiusobu porodu pozorovat rozdil ve slozeni stfevni
mikrobioty na turovni kmenl Actinobacteria, Firmincutes a Bacteroidota. V pifipadé déti
narozenych vaginalné dominuje kmen Actinobacteria spole¢né¢ s kmenem Bacteroidetes,
pfiemz tento stav zistdva az do 24. tydne neménny. Na rodové rovni pievazuji zastupci
Bifidobacterium, spole¢né s vyssim zastoupenim rodu Bacteroides a Clostridium sensu stricto.
Oproti tomu u déti porozenych cisafskym fezem pievladaji béhem 1. tydne zastupci kmene
Firmincutes, nicméné se bakterialni sloZzeni béhem nasledujicich tydni zac¢ina podobat vice
slozeni tomu vagindln€ narozenych déti a od 8. tydne je témét shodné. Zarovei u této skupiny
muzeme pozorovat béhem 1. tydne hojné&jsi zastoupeni bakterii rodu Clostridium sensu stricto
(Freitas & Hill 2017).

Zpltsob porodu ma zisadni vliv na kolonizaci zdravi prospé€$nych bakterii rodu
Bifidobakterium, které novorozenec ziskava vaginalnim a fekalnim pfenosem mikrobioty
matky béhem vagindlniho porodu. Bifidobakterie jsou v prvnich mésicich hojnéji zastoupeny u
kojencli porozenych vagindlné, zatimco u déti narozenych cisafskym fezem jsou hojnéji
zastoupené potenciondlné patogenni a prozanétlivé bakterie. Pfitomnost bifidobakterii sice
muZe byt podpoiena oligosacharidy matefského mléka (HMO, human milk oligosaccharides)
¢i probiotickymi dopliiky, nicméné tato podpora nemusi byt pro kolonizaci bifidobakteriemi
dostatecna (Reyman et al. 2019).
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3.1.1.4 Antibiotika

Objev antibiotik zptsobil revoluci v 1é¢b¢ infekénich onemocnéni, coz ve své dobé vedlo
spole¢n¢ s dal§imi faktory ke zvySeni primérné délky zivota Clovéka. Nicméné se Casem
ukézalo, ze nespravné uzivani, naduzivani a zneuzivani antibiotik mize mit znacné Skodlivy
vliv na nase zdravi a svym zptisobem nas muze vratit zpét do doby pfed jejich objevenim
(Patangia et al. 2022).

Velkou kapitolou samo o sobé je vznik antimikrobialni rezistence nékterych patogennich
mikroorganismil, viaci kterym se stavaji antimikrobialni 1é¢iva neucinna, ¢imz dochazi ke
komplikaci terapie infek¢nich onemocnéni a jejich Sifeni, coz mize mit fatalni nasledky na
lidskou populaci. Rezistence vznika piirozenym procesem, béhem kterého dochéazi ke zméné
genetické informace uvnitf patogenu. Tento proces je indikovan a urychlovan nespravnym
zachazenim s antimikrobialnimi latkami u lidi, zvifat i rostlin. Odhaduje se, ze samotna
antibakterialni rezistence byla vroce 2019 piimo zodpovédna za 1,27 miliont umrti a
k dalsim 4,95 ptipadt umrti piispéla celosvétoveé. Jedna se o jednu z nejvétSich globalnich
hrozeb lidského zdravi (WHO 2023).

Druhou kapitolou je vliv Sirokospektralnich antibiotik na stfevni mikrobiotu ¢lovéka,
jejichz uzivani mize vést ke vzniku mikrobidlni dysbiozy. NaruSeni struktury stfevni komunity
muze zpusobit snadnéjsi kolonizaci patogennimi mikroorganismy, které jsou za normdlnich
okolnosti vystaveny pifimé i1 nepiimé kompetici stfevni mikrobioty. Mezi dalsi dopady
antibiotické terapie se fadi napft. snizena diverzita bakterialni populace a stereotypni zmény
v ramci relativnich Cetnosti ur€itych taxonu (Modi et al. 2014). Jako piiklad onemocnéni
spojeného s mikrobialni dysbidézou vyvolanou antibiotickou 1é¢bou 1ze uvést infekci bakterii
Clostridioides (diive Clostridium) difficile (CI. difficile) (Theriot et al. 2016).

Kojenecké obdobi se fadi mezi vékova obdobi, ve kterém je ¢lovek nejvice vystavovan
ucinkiim antibiotik. B€hem prvniho roku Zivota je pfiblizné tietin€ déti ve vyspélych zemich
podéana alespon jedna davka antibiotik, ktera jsou ve vétSin€ piipadii pfedepsana z divodu
akutni infekce dychacich cest a zanétu stiedniho ucha (Dawson-Hahn a Rhee 2019). Uvedené
tvrzeni se nicméné vztahuje pouze na piimou expozici novorozence antibiotikim vyzadujici
jeho zdravotni stav, nicméné¢ muze dochdzet i expozici nepiimé skrze matku, a to béhem
samotného té¢hotenstvi nebo béhem obdobi kojeni (Morreale et al. 2023).

Antibioticka terapie je v obdobi téhotenstvi nejcastéji pouzivana pro piipady infekci
mocovych cest, dychacich cest, zanéti kize a usi, kdy jsou nejbézngji piedepisovana
Sirokospektralni betalaktamova antibiotika, cefalosporiny a antibiotika zaméfend na infekce
mocovych cest (Petersen et al. 2010). Antibiotika jsou rovnéz v nékterych piipadech
preventivné podavana matkdm v obdobi b&hem porodu. Napiiklad u Zen, jejichz
gastrointestinalni a urogenitalni trakt je kolonizovan streptokokem skupiny B (Streptococcus
agalactiae), je pristupovano k perinatalni antibiotické profylaxi, diky které dochazi
k minimalizaci rizika vertikalniho pfenosu potencionalné nebezpecné bakterie na novorozence,
u kterého by jeji pfitomnost mohla vyvolat infekci. K antibiotické profylaxi se rovnéz
ptistupuje u nadchazejicich matek podstupujicich porod cisaiskym fezem z diivodu snizZeni
rizika infekce endometria a vzniklych ran (Morreale et al. 2023). Nasledkem podstoupeni
perinatalni antibiotické profylaxe matkou muze dojit ke zméné slozeni stfevni mikrobioty ditéte
Vv kratkodobém i dlouhodobém horizontu. Béhem prvnich tydnii 1ze pozorovat odlisny zptisob
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kolonizace prostiedi tlustého stfeva, pro které muize byt charakteristické nizké zastoupeni
bifidobaktérii a laktobacili (Mazzola et al. 2016; Zhou et al. 2020). Pro stfevni mikrobiotu je
rovnéz typicky nizky relativni podil kmeni Aktinobacteria a Bacteroidetes a vétsi pocet
zastupci kmenu Proteobacteria a Firmincutes (Nogacka et al. 2017). Z dlouhodobé&jsiho
hlediska (3 mésice po porodu) se muze stievni mikrobiota déti vyznacovat niz§im zastoupenim
rody Bacteroides a Prabacteroides, a naopak vy$$im zastoupenim rody Enterococcus a
Clostridium spole¢né s ¢eledi Enterobacteriaceae (Mazzola et al. 2016; Forbes et al. 2018).
Podani intrapartalnich antibiotik miize mit vliv na sloZzeni oralni mikrobioty novorozence
(Gomez-Arango et al. 2017).

K pfimé expozici antibiotiky dochéazi pfedevsim u predcasné narozenych novorozenct,
kterym jsou podavany sirokospektralni antibiotika pfi podezieni na novorozeneckou sepsi, ¢imz
dochazi k vyznamnému naruSeni vyvoje stievni mikrobioty. Oproti détem, které 1é¢bu
Sirokospektralnimi antibiotiky v raném vé&ku nepodstoupily, dochazi ke zméné sloZeni
mikrobialni komunity, pro kterou mize byt charakteristicky snizeny pocet Bifidobacterium spp.
a zvySeny vyskyt Klebsiella a Enterococcus spp. K normalizaci sloZeni stievni mikrobioty
exponovanych déti dochazi béhem prvniho roku zivota (Reyman et al. 2022). Zména slozeni
sttevni mikrobioty v nasledku antibiotické terapie mize u predcasné narozenych déti zvysit
predispozici K infekénim onemocnénim, mezi které se fadi naptiklad nekrotizujici
enterokolidita (NEC) (Esaiassen et al. 2017). Studie uvadéji, Ze expozice antibiotikiim
V prvnich mésicich Zivota mize mit spojitost se zvySenim rizika vzniku obezity, astmatu,
alergie, atopické dermatitidy a idiopatického stievniho zanétu v pokrocilejSim véku Zzivota
(Patangia et al. 2022).

3.1.1.5 Vngjsi prostiedi

Mezi popsané vné&jsi faktory ovlivilujici mikrobidlni kolonizaci stfev kojence se fadi
rodina a blizci pfibuzni, zejména vSak pfitomnost ¢i absence sourozenct. Co se tyce vlivu
sourozencl, byl zaznamendn vyssi pomér bifidobakterii u déti majicich sourozence oproti
détem jedindCkim a soucasn¢ byla pozorovana pozitivni korelace mezi poctem starSich
sourozencu a bakterialni diverzitou stfevni mikrobioty kojence (Penders et al. 2006; Laursen et
al. 2015).

Dalsim faktorem je geografické umisténi, které muze mit vliv na utvafeni rané stfevni
mikrobioty cloveka, a to predevs§im z divodi rozdilnych stravovacich zvyklosti, odliSného
zplisobu Zivota a variabilnich kulturnich a ndbozenskych zvyklosti charakteristickych pro dané
oblasti (Milani et al. 2017). Roli hraje rovnéz rozvinutost dané zemé ¢i regionu, kdy pro
populaci chudych oblasti je typictéjsi strava sloZzend z lokalné vyprodukovanych potravin a
plodin s vys$§im obsahem vlakniny, pfiCemz tato strava byva podavana kojenciim soucasné s
matetskym mlékem jiz v brzkém véku. Chudé staty se zaroven potykaji s problémem malnutrice
u vétSiny obyvatel. Pro rozvinuté staty, ve kterych lidé netrpi nedostatecnym piijmem potravy,
je naopak charakteristicky cCasty vyskyt zanétlivych onemocnéni u kojencti. U kojencii
pochézejicich z téchto dvou rozdilnych svéti byl vypozorovan rozdil ve slozeni stfevni
mikrobioty, kdy u déti z jihovychodni Afriky byl zaznamendn vy$$i pomér rodu
Bifidobacterium, zatimco u déti pivodem ze severni Evropy byl tento pomér nizsi. Zaroven
byla u téchto kojenct detekovana ptitomnost bakterii druhu Bifidobacterium adolescentis (B.
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adolescentis), Clostridium perfringens (C. perfringens) a Staphylococcus aureus (S. aureus),

jejichz ptitomnost mize reflektovat zvySené riziko autoimunitnich onemocnéni (Grzeskowiak
etal. 2012).

3.1.1.6 Vyziva

Kromé gesta¢niho véku narozeni, zpiisobu porodu, antibiotické terapie ¢i zptsobu Zivota
rodiny se vyziva ditéte fadi mezi jeden z hlavnich faktoru, které ovliviiuji vyvoj stievni
mikrobioty v raném véku. Studie Siroce zmapovaly rozdily ve sloZeni stfevni mikrobioty
kojencii kojenych vyhradné matetskym mlékem a témi krmenymi pievazné umélou kojeneckou
vyzivou (Harmsen et al. 2000; Azad et al. 2013; Ma et al. 2020). Dle WHO se kojeni fadi mezi
jeden z nejvice efektivnich zpusobu, jak zajistit zdravi a preziti ditéte. Spole¢né s Détskym
fondem Organizace spojenych narodd (UNICEF, United Nations Children’s Fund) doporucuji,
aby matka zapocala s kojenim béhem prvnich ¢tyf hodin po narozeni, a aby byl kojenec
vyhradné kojen béhem prvnich Sesti mésict zivota. Od Sestého mésice veéku by do jidelnicku
ditéte mély byt zatazovany zdravotné nezavadné a odpovidajici ptikrmy, avSak ¢aste¢né kojeni
by mélo byt zachovano az do v€ku dvou let ¢i déle (WHO 2023). V piipadé€, ze kojeni neni
mozné, nebo je nedostatecné, je potieba jej nahradit odpovidajici nahradni kojeneckou vyzivou,
ktera musi spliiovat bezpe¢nostni a nutri¢ni pozadavky k podpofe ristu kojence. Kojenecka
vyziva nicméné neopisuje slozeni matetského mléka, které odrazi spiSe pfijem matek, ale
zaméfuje se na nutri¢ni potiebu kojencti (EFSA NDA Panel 2014).

Stievni mikrobiota kojenct vyhradné krmenych matetskym mlékem se oproti kojencim
krmenych nahradni kojeneckou vyzivou vyznacuje nizkou alfa diverzitou. Tento jev je
vysvétlovan piijmem matefského bohatého na oligosacharidy, jejichz metabolismu jsou
schopny pouze specifické druhy bakterii. Pravé pro kojence charakteristicke druhy
bifidobakterii, které béhem prvniho mésice véku tvofi v primeéru 40-60 % fekalni mikrobioty
vyhradné kojenych déti, maji tuto konkuren¢ni vyhodu. Pocet bifidobakterii nicméné
s rostoucim vékem klesa a je vyrazné€ ovlivnén zavedenim pevné stravy do jidelnic¢ku ditéte, a
to bez ohledu na to, zda je dit¢ kojeno ¢&i nikoliv. Oproti kojencim krmenym nahradni
kojeneckou vyzivou se vyznacuji rovné€z niz§im poétem zastupct ¢eledi Enterobacteriaceae a
Lachnospriraceae, rodi Bacteroides, Clostridium, konkrétné zastupcti klostridialniho klastru
XIVa, a dale Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus a Veilonella (Fallani et al. 2010;
Roger et al. 2010; Bezirtzoglou et al. 2011; Ma et al. 2020). Na druhové urovni bylo u kojenct
krmenych nahradni kojeneckou vyzivou popsano vyssi zastoupeni Cl. difficile, Escherichia spp.
a Shigella spp. (Azad et al. 2013).

Zasadni je pro rozvoj stfevni mikrobioty rovnéZz okamzik, ve kterém dochdzi ke
zaClenovani pevné stravy do jidelnicku ditéte. Jak jiz bylo feceno, jidelni¢ek kojence by mél
byt obohacovan o pevnou stravu od 6. mésice zivota, nicméné¢ mnoho matek ji zahrnuje do
stravy ditéte i pfed dovrSenim tohoto véku (Rogers & Blissett 2019). Sezndmeni kojence s
potravinami bézného jidelnicku dospélého ¢loveka je spojené s vyznamnou populacni zménou
v ramci stfevni mikrobioty. Dité¢ se dostavd do kontaktu s fadou dosud nepoznanych
nestravitelnych polysacharidd, které po vstupu do tlustého stieva funguji jako nové Zivinové
substraty, jez mohou podporovat pteZiti a naslednou dominanci nékterych bakteridlnich druhd,
které z dtive pfijimanych kabrohydrati matetského mléka ¢i kojenecké vyzivy neprosperovaly
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(Fallani et al. 2011). Dochazi k naristu populace kmene Bacteroidetes, jehoz zastupci dokazou
rozkladat rostlinné polysacharidy a svou metabolickou aktivitou pfimo ¢i nepfimo zvySovat
produkci mastnych kyselin s kratkym tetézcem (SCFA, short chain fatty acids) ve stfevech.
Zaroven dochazi k obohaceni genli spojenych s utilizaci uhlovodik, biosyntézou vitamintl a
degradaci xenobiotik (Koenig et al. 2011). Vybrani zastupci kmend Firmicutes a Actinobacteria
vlastni nékteré geny umoznujici snaze se vyrovnat s prechodem na stravu obsahujici
nestravitelné rostlinné polysacharidy (Matamoros et al. 2013). Zaroven dochazi v ramci stfevni
mikrobioty novorozence k obohaceni bakteridlnich druhti produkujicich butyrat, jimiz jsou
napt. Clostridium leptum, Anaerobutyricum hallii (A. hallii, dfive Eubacterium hallii) a
Roseburia spp., které jsou z velké ¢asti zodpoveédné za utilizaci vlakniny a rezistentniho $krobu
(Voreades et al. 2014).

3.2 Materské mléko

Mateiské mléko je komplexni tekutina produkovana mlé¢nou zlazou, kterd ptredstavuje
pfirozenou potravu pro kojence. Svou energetickou hodnotou, obsahem bilkovin, tukd,
sacharidd, mineralnich latek a vitamin napliiuje vyzivové potieby kojencti, podstatné pro
jejich pfirozeny rist a vyvoj. Obsahem antimikrobidlnich a imunomodula¢nich latek plni
rovnéz piimou i nepiimou ochrannou funkci, kterd je zajiSténa obsahem imunoglobulind,
leukocytil, lysozymu, laktoferinu, nukleotidl, enzymu, hormont, cytokinli a oligosacharidu.
Kromé toho obsahuje i1 fadu dalSich bioaktivnich latek, napt. esencidlnich mastnych kyselin,
rastovych faktord a polyamind (Agostoni et al. 2009).

Slozeni matefského mléka je ovlivnéno mnoha faktory. Dle faze laktace lze produkt
mlééné Zlazy rozdélit na kolostrum (1-5 den), ptechodné mléko (6-14 den) a zralé mleko (>14
dntt). Rozdil v energetické hodnoté a slozeni jednotlivych makronutrientd kolostra a zralého
matefského mléka je zobrazen nize v tabulce ¢. 1 (Kim & Yi 2020). Kolostrum neboli mlezivo,
je hustd nazloutld tekutina, kterd je kromé& bilkovin a oligosacharidii bohat$i o nékteré
imunologicky aktivni latky a ristové faktory (Castellote et al. 2011). Bylo zjisténo, ze podil
jednotlivych slozek matefského mléka se rovnéz méni v priubéhu jednoho kojeni, kdy piedni
mléko (tzn. prvni 2-3 minuty po zahajeni toku mléka) obsahuje méné tuku a ma nizsi
energetickou hodnotu nez mléko zadni (tzn. zbytek mléka do uplného vyprazdnéni prsu)
(Saarela et al. 2005). Mnozstvi obsazeného tuku v mléce je také ovlivnéno denni dobou (Khan
et al. 2013). SloZeni je dale ovlivnéno gestacnim vékem ditéte v dobé narozeni, matkou a
zpusobem nakladani s mlékem. Variabilita ve slozeni matetského mléka byla rovnéz
zaznamenana mezi matkami navzajem i mezi jednotlivymi populacemi (Castellote et al. 2011;
Ballard & Morrow 2013; Keikha et al. 2017).
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Tabulka ¢. 1 — slozeni matetského mléka. Makronutrienty (Kim & Yi 2020).

Proménna Kolostrum (1-5 den) Matei'ské mléko (>14 dni)
Energie 50-60 kcal/100 ml 65-70 kcal/100 ml
Sacharidy 50-62 g/1000 mi 60-70 g/1000 ml
Laktoza 20-30 g/1000 ml 67-70 g/1000 mi
Oligosacharidy 20-24 g/1000 ml 12-14 /1000 ml
Bilkoviny 14-16 g/1000 ml 8-10 g/1000 ml
Tuky 15-20 g/1000 ml 35-40 g/1000 ml

Kromé ptirozeného a zaroven nejvhodnéjsiho zdroje vSech potiebnych zivin a dilezitych
latek, které ditéti zajist'uji véku odpovidajici rist, vyvoj a ochranu, pfedstavuje mateiské mléko
soucasné prirozeny zdroj probiotickych bakterii a prebiotickych latek (Kim et al. 2019).

3.2.1 Oligosacharidy mateiského mléka

HMO, dtive znamé pod nazvem ,,gynolaktoza“ ¢i ,,bifidus faktor”, jsou z chemického
hlediska rozsahlou skupinou strukturné variabilnich nekonjugovanych glykant. Jedna se o tieti
nejzastoupenéjsi pevnou sloZzku matefského mléka a o druhy nejcetnéjsi sacharid, jehoz obsah
je nejvyssi v mlezivu a se zrdnim mléka postupné klesa (viz. tabulka ¢.1). Tato unikatni skupina
latek se lisi v mnozstvi i ve strukturalnim zastoupeni napti¢ matkami. Odviji se pfevazné od
jejich genetické vybavy, ale i od gestaéniho véku ditéte v dobé narozeni (Bode 2012). Bylo
zjisténo, ze koncentrace HMO je vyssi v mléce matek, kterym se dité narodilo pred¢asné, nez
u matek s ditétem narozenym v terminu (Gabrielli et al. 2011).

3.2.1.1 Struktura HMO

HMO jsou sloZeny z péti zakladnich monosacharidd, jimiZ jsou glukoza (Glc), galaktdza
(Gal), N-acetylglukosamin (GIcNAc), fukoza (Fuc) a kyselina sialova (Sia). Na zakladé
mnozstvi, zastoupeni zékladnich stavebnich jednotek a typem jejich vzdjemného spojeni
vznikaji rozdilné struktury HMO, kterych bylo identifikovano ptes 200 struktur. Vsechny HMO
nesou laktdzu na redukujicim konci (GalB1-4Glc), kterou je mozné prodlouzit piidanim lakto-
N-biézou (LNB, GalpB1-3GIcNAc) nebo N-acetyllaktosaminem (GalB1-4GlcNAc). Za Sirokou
rozmanitosti struktur HMO stoji moznost modifikace laktézy nebo prodlouzeného fetézce
pfipojenim Sia vazbou «2-3,6 a/nebo fukosylaci na vazbé «l-2,3,4 (Bode 2020).
Reprezentativni strukturu HMO spole¢né se strukturami nejzastoupenéj$ich HMO zobrazuje
obrazek ¢. 2.

Nejzastoupenéjsi HMO Ize soucasné d¢lit na zakladé jejich pH a struktury, konkrétné dle
obsazeni koncové pozice, na neutralni fukosylované, neutrélni obsahujici GICNAc a kyselé
sialylované. Neutralni struktury piedstavuji ptes 75 % celkového obsahu oligosacharidi
v mateiském mléce, pfiCemz zbytek tvofi struktury kyselé. Nicméné, jak jiz bylo feceno,
sloZeni a mnozstvi HMO je vysoce specifické pro kazdou Zenu (Plaza-Diaz et al. 2018).
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Obrazek €. 2 - reprezentativni struktura HMO a struktury nejzastoupenéjsich HMO. (a)
Mozna spojeni zakladnich jednotek HMO. Pouzité zkratky: (b) LNT — lakto-N-tetra6zaa, LNNT
— lakto-N-neotetradza, (c¢) 2°FL — 2’-fukosyllaktéza, 3’FL — 3’-fukosyllaktoza, 6’FL — 6’-
fukosyllaktoza (6°’FL) (Wicinski et al. 2020) — pozn.: volné pielozeno do Cestiny.

Pii biosyntéze HMO, ktera probihd v mlécné Zlaze, hraje nejvyznamnéjsi roli geneticka
vybavenost matky. Profil HMO v matefském mléce ovliviiuje exprese genii zodpovédnych
glykosyltransferdz. Jednim z téchto enzymu je fukosyltransferaza 2 (FUT2), ktera katalyzuje
navazani fukozy na laktézu nebo na prodlouzeny konec vazbou al-2. V zavislosti na
ptitomnost genu pro FUT2 (Se gen) mohou byt Zeny rozdéleny do dvou skupin na tzv. sekre¢ni
(Set) a nesekre¢ni (Se-) typy. Se+ typ Zen ma mléko bohaté na 2°FL, lakto-N-fukopent6zu
(LNFP) a dalsi fukosylované HMO. Druhym zndmym enzymem je fukosyltransferdza 3
(FUT3), ktera katalyzuje napojeni fukdzy na laktézu nebo na prodlouZeny konec vazbou al-
3/4. Gen kodujici FUT3 (Le gen) je spojeny s antigenem Lewisovy krevni skupiny. Dle aktivity
FUT3 se zeny déli na Lewis pozitivni (Let) a Lewis negativni (Le-) typy (Bode 2020). Na
zakladé exprese FUT2 a FUT3 muze byt mateiské mléko déleno do ¢ty zakladnich skupin,
které jsou znazornény v tabulce €. 2. Nicméné tento systém déleni HMO je znaéné
zjednoduSeny. Za vznikem HMO nestoji pouze tyto dva enzymy, jejichz fungovani je nejlépe
popsano, ale svoji roli zde hraji i jiné glykosyltransferazy, které jsou zodpovédné za tvorbu
specifickych gykosidickych vazeb, avsak doposud nebyly identifikovany (Plaza-Diaz et al.
2018).
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Tabulka ¢. 2 — exprese FUT2 a FUT3 na zaklad¢ genotypu matky. Procentudlni
zastoupeni jednotlivych genotyp v evropské populaci. Pouzité zkratky: LNFP — lakto-N-
fucopentaose (Thurl et al. 1997).

FUT3 Produkované HMO Zastoupen v.evropske
populaci [%6]

Se+Le+ Aktivni Aktivni Vsechny typy HMO 70
Se+Le- Aktivni Neaktivni 2°FL, 3FL, LNFP-I, LNFP-III 20

- L 3FL, LNFP-I,
Se-Le+ Neaktivni Aktivni LNEP-III 9

- - 3FL, LNFP-I,
Se-Le- Neaktivni = Neaktivni LNFP-V/ 1

3.2.1.2 Vyznam HMO

HMO se vyzna€uji velmi nizkou stravitelnosti. Jako soucast mateifského mléka se
dostavaji do zaludku kojence, ve kterém panuje siln¢ kyselé¢ pH, vuéi kterému jsou HMO
rezistentni. Nedegradované HMO se dostavaji dale do tenkého stieva, ve kterém na né puisobi
enzymy slinivky bfi$ni a zevni vrstvy kartdcového lemu tenkého stieva. Enzymy piitomné
VvV tenkém stfevé jsou schopny degradovat pouze nepatrné mnozstvi HMO, které muize byt
nasledné vstfebano. Analyza vzorkt krve a moci kojencti odhalila pfitomnost neporusenych
struktur HMO 1 jejich degrada¢nich produkti. Vysledky tak naznacuji moznost, ze HMO
nepusobi pouze lokalné na trovni GIT, ale mohou prokazovat i systémové Gcinky, anebo
mohou pisobit pfimo na tkané, napf. tenkého stieva nebo mozku (Rudloff & Kunz 2012).
Nicméné vét§ina HMO (99 %) se nedotCena dostava do oblasti distalni ¢asti tenkého stieva a
tlustého stfeva, kde podléhd metabolismu stfevni mikrobioty a ptisobi pozitivné na zdravi
kojence mnoha efekty (Bode 2020).

HMO jsou nejvice znamé pro sviyj prebioticky efekt, coz znamena, Zze se v nestravené
podobé dostavaji do tlustého stfeva, kde slouzi jako zdroj potravy potencionalné prospéSnym
mikroorganismim, ¢imz podporuji vyvoj a udrzeni zdravé stievni mikrobioty (Okburan a
Kiziler 2023). Jak uZ bylo nastinéno v podkapitole Vyziva, u kojenct krmenych vyhradné
matetskym mlékem je pfevazna ¢ast mikrobialni populace tvofena rodem Bifidobacterium.
Tento fakt je pfipisovan na vrub schopnosti bifidobakterii vyuzivat HMO jako zdroj uhliku a
energie. Mezi piedni utilizatory HMO se fadi druhy Bifidobacterium longum subsp. infantis (B.
infantis) a Bifidobacterium bifidum (B. bifidum), tedy dva typicti piedstavitelé stievni
mikrobioty vyhradné kojenych déti. Oba druhy jsou schopné degradovat sirokou skalu HMO,
vcetn€ nizSich oligosacharidli a monosacharidil, které vznikaji jako vedlejsi produkt jejich
metabolismu. Jinak je tomu u druhd Bifidobacterium breve (B. breve) a Bifidobacterium
longum subsp. longum (B. longum), u nichz byla prokazana schopnost utilizovat pouze uzsi
skupinu HMO, napf. lakto-N-tetradzu a lakto-N-neotetradzu (Asakuma et al. 2011; James et al.
2016a). Schopnost degradace nékterych HMO byla prokazana rovnéz u druhti Bifidobacterium
kashiwanohense (B. kashiwanohense), Bifidobacterium longum subsp. suis a Bifidobacterium
dentium, které byly rovnéz izolovany z kojenecke stolice, avSak nejsou fazeny mezi
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charakteristické zastupce kojenecké stirevni mikrobioty (Bunesova et al. 2016; Moya-
Gonzélvez et al. 2021). Ne vSechny bifidobakterie jsou v§ak schopné utilizovat HMO, a proto
pouzivani termint ,,bifidogenni‘ nebo ,,bifidus faktor* ve spojeni ¢i jako synonymum pro HMO
muze byt zavadéjici. Schopnost ristu na HMO zatim nebyla prokazana u druht Bifidobacterium
animalis subsp. lactis (B. lactis) a B. adolescentis (LoCascio et al. 2009). Nékteré bifidobakterie
a dalsi bakterialni druhy jsou schopné vyuzivat jednodussi produkty degradace HMO, ¢imz je
jim umoznéno uchytit se Vv tlustém stievé kojencu. Koneénym produktem metabolismu
bifidobakterii jsou SCFA a dalsi latky, které pomahaji vytvaret vhodné podminky podporujici
rist komenzalnich mikroorganismi, a naopak znesnadituji mnozeni potencionélnich patogent.
Metabolity rovnéz pasobi podptirné pro lidsky metabolismus snizovdnim lumindlniho pH,
ovlivilovanim resorpce vody a nékterych elektrolytd a snizovanim biologické dostupnosti
toxickych amint (Bottacini et al. 2014). Vedle podpory ristu komenzalnich bakterii hraji
specifické HMO roli v obrané proti adhezi patogenti na povrch stievniho epitelu. Rada
virovych, protozoalnich nebo bakterialnich patogent potiebuje pro svou kolonizaci, mnozeni a
invazi do bunék piilnout k povrchu sliznice. Patogenni bakterie jsou na svém povrchu vybaveny
adheziny, které jim umoziuji vazat se na specifické receptory. VéEtSinou se jedna o glykany,
které jsou soucasti extracelularni vrstvy bunék tzv. glykokalyxu. Nékteré HMO jsou svou
strukturou glykantim podobné, ¢imz matou patogeny, které se na oligosacharidy navazou a jsou
spolu s nimi vylouceny z organismu (Bode 2012). Adhezivni mechanismy vyuzivaji napiiklad
enteropatogenni druhy Escherichia coli (E. coli, EPEC), které zptsobuji serdzni prijmy u déti
mladsich Sesti mésict. Bylo zjisténo, ze HMO snizuji ptilnavost EPEC k povrchu sliznice skrze
pfilnavost proteinu ptitomného v pilech na N-acetyllaktosamin, ktery je soucasti glykokalyxu
enterocyti a zaroven tvoii patef vétSiny HMO (Manthey et al. 2014). Antiadhezivni
antimikrobialni pisobeni HMO bylo Siroce popsano vici patogenu Campylobacter jejuni in
vitro i na zvitecich modelech (Bode 2012).

Jako dalsi benefit spojeny s ptijmem HMO, lze uvést jejich mozny piimy i neptimy vliv
na imunitni systém kojence, ktery je vtomto nizkém véku nevyzraly a zranitelny. HMO
ovliviiuji vyvoj stfevni bariéry, dilezité soucasti nespecifické imunity a hlenové vrstvy na jejim
povrchu. Dale byl pozorovan vliv HMO na proliferaci populace imunitnich bungk, produkeci
cytokini a vliv na expresi genll epitelidlni vystelky pfimo 1 nepfimo skrze mikroorganismy. Na
zvifecim kolitickém modelu byl popsan normaliza¢ni G¢inek peptidovych bioaktivnich faktort
produkovanych bakterii B. infantis na stfevni permeabilitu, ktery byl zprostitedkovan zvysenim
exprese genl proteind tésnych spoji (Ewaschuk et al. 2008; Donovan & Comstock 2017). Jak
JiZ bylo uvedeno vyse, piiblizné 1 % HMO se vstiebava a nasledné dostavd do obéhového
systému, ¢imz mohou piimo ovlivnit imunitu a vyvoj jinych organi lidského téla (Bode 2012;
Duska-McEwen et al. 2014).

3.2.1.3 HMO v prevenci nekrotizujici enterokolitidy

V neposledni fad¢ je potieba zminit roli HMO v prevenci NEC, jedné z Zivot ohrozujicich
gastrointestinalnich poruch vyskytujici se novorozenci. Jedna se o zavazné onemocnéni
postihujici pfevdzné oblast ilea a vzestupného tracniku, které postihuje pfedevsim predcasné
narozené déti, nicméné se mize vyskytovat i u pln¢ donosenych déti. Pfesna pri¢ina vzniku
NEC neni znama, nicméné mezi odbornou vefejnosti panuje shoda na tom, Ze S nejvétsi
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pravdépodobnosti jednd o multifaktorialni onemocnéni. Mezi pfi¢iny vzniku NEC se fadi
nezralost traviciho, ob&hového a imunitniho systému, dale hypoxie, dysbidza stievni
mikrobioty, geneticka vlohy a dalsi. Vyssi predispozici pro vznik NEC vykazuji novorozenci
narozeni v gesta¢nim véku pod 32 tydnd a s porodni hmotnosti niz$i nez 1 500 g. Mortalita je
v piipadé¢ NEC vysokd, pohybuje se od 20 do 40 %, pficemz déti, které pieziji, se mohou
potykat s dlouhotrvajicimi neurologickymi problémy (Neu & Walker 2011; Trinci et al. 2016).
Slibnou cestou vedouci ke snizeni rizika vzniku NEC u novorozencu, by mohla byt aplikace
matefského mléka jako vyzivy v prvnich dnech po narozeni. Bylo popséno, Ze u kojenct jejichz
enteralni strava byla slozena minimalné z 50 % matefskym mlékem b&hem prvnich dvou tydna
po narozeni, byla Sance na propuknuti NEC Sestkrat niz§i oproti t€m vyhradné krmenych
nahradni kojeneckou vyzivou (Sisk et al. 2007). Tento efekt je pfipisovan skutecnosti, ze
matefské mléko obsahuje HMO, které se ziejmé podili pfimo i nepiimo na snizeni rizika vzniku
NEC. Studiemi bylo popsano n€kolik mechanismtl, které by za u¢inkem HMO mohly stat. Vliv
pfijmu HMO na zmirnéni projevii NEC byl uspésné testovan u modelu NEC potkanich mlad’at.
Studie dosla k zavéru, Ze u novorozenych potkant doslo diky piijmu HMO ke snizeni ptiznaki
podobnych NEC a rovnéz k vyrazné vyssi Sanci na preziti. Vysledky hledani konkrétni skupiny
HMO zodpovédné za tento ucinek poukézaly na specificky nefukosylovany oligosacharid
disialyllakto-N-tetradzu (DSLNT). Zavér testovani in vivo byl podpoien kohortovou studii, ve
které byla zjisténa vyznamna spojitost mezi nizkymi koncentracemi DSLNT v matefském
mléce a vznikem NEC u novorozenct s velmi nizkou porodni hmotnosti. Rovnéz bylo popséano,
ze koncentrace DSLNT je u jednotlivych Zen variabilni. Pfesny mechanismus, jakym DSLNT
pusobi, nebyl prozatim popsan, nicméné ze zaveri testovani vyplyva, ze by se mohlo jednat o
vysoce strukturdlné specificky ucinek potenciondln¢ zprostfedkovany skrze hostitelsky
receptor (Bode 2018). Koncentrace DSLNT v mléce mize mit rovnéZ vliv na longitudinalni
vyvoj mikrobioty. Nizky obsah DSLNT byl naptiklad spojen s opozdénym piechodem
mikrobioty do podoby bohaté na bifidobakterie, kterd je typicka pro starsi kojence (Masi et al.
2021). Krom¢& DSLNT se na prevenci vzniku NEC na zvifecich modelech prokazaly jako
ucinné oligosacharidy 2’FL a 6°’FL, u kterych byl popsan novy mechanismus u¢inku. Vznik
NEC je pfipisovan mimo jiné i pfehnané signalizaci ve stfevnim epitelu v reakci na aktivaci
lipopolysacharidového receptoru toll-like receptoru (TLR), ktera vede ke stfevni ischemii
(nedokrevnost, mistni anémie). Bylo zjisténo, ze 2°FL a 6’FL se dokazou vazat na TLR4 a
inhibovat tak jeho signalizaci (Sodhi et al. 2021).

3.2.2 Mikrobiota materského mléka

Matetfské mléko bylo dlouho povazovano =za sterilni tekutinu a pfitomnost
mikroorganismu byla vysvétlovana kontaminaci ¢i zdravotnim stavem matky. Nicméné studie
z poslednich desetileti prokazaly, Zze matetské mléko disponuje svou vlastni jedinecnou
mikrobiotou, ktera hraje esencialni roli v utvateni kojenecké mikrobioty. Zpisob, jakym se
mikroorganismy do mléka dostavaji, ziistava stale do zna¢né miry neobjasnén. Jedna z hypotéz
je zaloZena na tom, ze nékteré mikroorganismy se do mlé¢né zlazy mohou dostavat z dutiny
ustni kojence béhem sani nebo z okolni prsu matky. Jedna se predev§im o zastupce rodu
Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium, u kterych byl tento
exogenni puvod zvazovan (Mantziari & Rautava 2021). Avsak nékteré studie poukazaly na
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fakt, ze mateiské prekolostrum (tekutina vyluCovana nékterymi Zenami b&hem pozdniho
te¢hotenstvi) obsahuje typické oralni bakterie jiz pted kontaktem s Ustni dutinou novorozence,
coz by naznacovalo, Zze naopak mikrobiota kojenecké ustni dutiny je obohacena o né¢které
bakterie skrze kojeni (Ruiz et al. 2019). Dle jiné hypotézy se mikroorganismy do mléka
dostavaji enteromamarni cestou, matetské stievni mikroorganismy jsou tedy translokovany do
mlécné Zlazy. Mechanismus translokace je v pocatku zprostiedkovavan skrze dendritické
bunky ¢i makrofagy, které mohou vychytavat nepatogenni mikroorganismy z lumenu stiev a
ptenaset je do oblasti lamina propria, odkud se dostavaji pies mezenterické lymfaticke uzliny
dale do lymfatického a krevniho ob&éhu. Popsany proces mohou podporovat piechodné
anatomické a fyziologické zmény, které béhem téhotenstvi a laktace nastavaji. Tato hypotéza
by rovnéz vysvétlovala ptitomnost obligdtné anaerobnich mikroorganismt v matetském mléce
(Rodriguez 2014).

Slozeni mikrobioty matefského mléka se odviji od zdravotniho stavu matky, jeji diety,
faze laktace, zemépisné polohy a rovnéz od toho, zda matka koji pifimo z prsu ¢i pouziva
odsavacku mléka (Mantziari a Rautava 2021). Mezi nejéastéji identifikované bakterialni kmeny
puvodem z tkané¢ prsu ¢i mléka se tadi Proteobacteria, Firmincutes, Actinobacteria a
Bacteroidetes. Co se ty¢e druhového zastoupeni, patii mezi nejhojnéji identifikované bakterie
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus agalactiae, Cutibacterium
acnes, Enterococcus feacalis, B. breve, E. coli, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus gasseri
a Salmonella enterica. Tento vycet zahrnuje druhy, které se vyskytuji u Zen bez zdravotnich
problému i zen s infekei prsu, napt. mastitidou. Bifidobakterie, laktobacily a jiné druhy, napft.
Faecalibacterium prausnitzii, byly identifikovany pouze u zdravych Zen, coz mize naznacovat
jejich probioticky potencial v prevenci infekénich onemocnéni prsu a kojeneckych infekci.
Zvyseny podil aerotolerantnich bakterii byl naopak spojen s infek¢énimi stavy (Togo et al.
2019a). V matetském mléce se rovnéZ nachazi zastupci z fise hub, konkrétné druhy Malassezia,
Candida a Saccharomyces (Boix-Amoros et al. 2017). Rovnéz byla popsana ptitomnost archei,
protozoi a virti (Togo et al. 2019b; Jiménez et al. 2015).

3.3 Nahradni kojenecka vyziva

Matetské mléko je stale povazovano za nejvhodnéjsi formu vyzivy u vSech zdravych
kojenct, avsak v n€kterych piipadech neni kojeni ditéte umoznéno. Kojeni nemusi byt matkou
zprostiedkovdno ze zdravotniho divodu, osobnich preferenci, pracovnich davodi,
nepodpory rodiny a blizkého okoli, pocitu studu, strachu z kojeni a mnoha dalsich dtvodu
(Ogbuanu et al. 2009). V tom ptipadé musi byt ditéti poskytnuta adekvatni alternativa, ktera je
bezpecna, splituje vyzivové pozadavky a podoruje jeho rust a vyvoj. K tomuto uéelu slouzi jako
plnohodnotnd nahrada pocatecni kojeneckd vyziva, kterd je urcena détem od narozeni do 6
mésict veéku. Pro déti star$i 6 mésici je vhodna tzv. pokracovaci kojenecka vyziva, ktera by
méla slouzit pouze jako soucédst smiSené stravy a nesmi byt zaméfovana za pocatecni
kojeneckou vyzivu (EFSA NDA Panel 2014; Evropska komise 2015).

Pozadavky na sloZeni kojeneckych vyziv se li§i napfi¢ staty a jejich potravinaiskymi
zakony. Podrobné poZadavky tykajici se sloZzeni a informaci vztahujicich se na pocatecni a
pokracovaci kojeneckou vyzivu a také pozadavky na informace tykajici se vyzivy kojenct a
malych déti jsou pro Clenské staty Evropské unie (EU) uvedeny v Nafizeni Komise v pfenesené
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pravomoci (EU) 2016/127 ze dne 25. zati 2015, kterym se doplituje Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (EU) ¢. 609/2013 (dale také jako ,,Natizeni (EU) 2016/127*). Pozadavky na
slozeni jsou uvedeny v pfilohach I a II Natizeni (EU) 2016/127. Natizeni se z davodu vysokého
poctu a velkého vyznamu novych pozadavki za¢alo pouzivat az 5 let po jeho vstupu v platnost,
tedy vroce 2020. Clenské staty maji povinnost zajistit dodrzovani téchto pozadavki
provozovateli potravinarskych podniki, ktefi uvadi pocatecni a pokracovaci kojeneckou vyzivu
na trh (Evropska komise 2015).

Ve Spojenych statech americkych musi ndhradni kojenecké vyzivy spliiovat pozadavky
stanovené Utadem pro kontrolu potravin a 16¢iv (FDA, Food and Drug Administration), které
jsou uvedeny ve sbirce federalnich ptedpist, konkrétné v Federal Food, Drug, and Cosmetic
Act (FDA 2024). Tato prace se vSak bude nadale vénovat pozadavkim vztahujicich se na staty
EU.

Dle Védeckého stanoviska vénovaného zdkladnimu slozeni pocate¢ni a pokracovaci
kojenecké vyzivy z roku 2014 (dale také jako ,,Védecké stanovisko 2014%), které bylo vydano
Evropskym tGfadem pro bezpecnost potravin (EFSA, European Food Safety Authority), a na
zakladé kterého bylo vypracovano Natizeni (EU) 2016/127, by kojenecka vyZiva méla hledat
inspiraci ve slozeni mateiského mléka, nicméné by neméla do pismene kopirovat jeho slozeni,
které vzdy nemusi odrazet pouze potieby ditéte. Ziviny a latky by mély byt obsaZeny v takovém
mnozstvi, aby podporovaly rast a vyvoj jedince, avSak by do kojenecké vyzivy nemély byt
pfidavany v mnozstvi nadbytecném, které by mohlo zatéZzovat metabolismus ¢i jiné
fyziologické funkce kojence (EFSA NDA Panel 2014). Vybrané pozadavky na slozeni
pocatecni kojenecké vyzivy vyrobené z bilkovin kravského nebo koziho mléka dle ptilohy I
Natizeni (EU) 2016/127 jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Pocate¢ni kojenecka vyziva muze byt
rovnéz vyrobena z izolatd s6jovych bilkovin samotnych nebo ve smési s bilkovinami kravského
¢i koziho mléka, anebo z hydrolyzovanych bilkovin. Nafizeni se rovnéz vénuje pozadavkiim na
mineralni latky, vitaminy, nukleotidy a nezbytné a podminéné nezbytné¢ aminokyseliny (jako
referen¢ni bilkovina je pouzito mateifské mléko). Fruktooligosacharidy (FOS) a
galaktooligosacharidy (GOS) lze ptidavat v maximalnim obsahu 0,8 g na 100 ml v kombinaci
90 % oligogalaktosyl-laktézy a 10 % oligofruktosyl-sachardzy o vysoké molarni hmotnosti
(Evropska komise 2015).

Pocatecni 1 pokracovaci kojenecka vyziva mize obsahovat i jiné sloZky potravin, pokud
je jejich vhodnost pro kojence prokézana obecné uzndvanymi védeckymi poznatky. Vhodnost
musi byt prokazana systematickym pifezkumem dostupnych daji a pfipadné nutnosti rovnéz
odpovidajicich studii (Evropska komise 2015).
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Tabulka ¢. 3 — pozadavky na sloZeni pocatecni kojenecké vyzivy vyrobené z bilkovin
kravského nebo koziho mléka. Pouzité zkratky: LA — kyselina linolova, ALA — kyselina alfa-
linolenovd, DHA — kyselina dokosahexaenova (Evropska komise 2015).

Proménna Jednotka Rozsah

Kcal/ 100 mi 60-70
Bilkoviny 9/100 kcal 1,8-2,5
Celkovy tuk 0/100 kcal 4,4-6,0

LA mg/100 kcal 500-1200

/00 el 50-100
[ ]

mg/100 kca 20-50
Sacharidy 9/100 kcal 9-14

e Laktoza, pokud 0/100 kcal min. 4,5
»bez laktozy* mg/100 kcal max. 100

3.3.1 Prebiotika

Matetské mléko oproti ndhradni kojenecké vyzive pfirozené obsahuje vysoce variabilni
a komplexni smés HMO, ktera kojenci ptinasi fadu zdravotnich benefitt, které byly popsany
v predchozich podkapitolach. Ve statech EU je dle Natizeni (EU) 2016/127 mozné piidavat do
pocatecni a pokracovaci kojenecké vyzivy smés FOS a GOS. Strukturné se jednd o jednodussi
sacharidy nez HMO. FOS jsou linearni polymery fruktozy s koncovym glukozovym zbytkem
spojenym B-(1—2) glykosidickou vazbou, zatimco GOS jsou slozené z galaktozovych zbytki
a koncové glukoézy spojenych riznymi typy glykosidickych vazeb (Ganzle 2011; Kumar et al.
2018). Zastoupeni a pom&r FOS a GOS vyplyva ze zavéru Védeckého vyboru pro potraviny
(SCF, Scientific Committee on Food) 2001d., dle kter¢ho je stanovend smés nestravitelnych
polysacharidi za danych podminek pouziti bezpecnd. Bylo prokazano, ze kojeneckd vyziva
doplnéna o GOS s kratkym fetézcem samostatné nebo v kombinaci s FOS s dlouhym fetézcem
je oproti prebioticky nefortifikovanym vyzivam schopna l1épe napodobovat prospésné vlastnosti
matefského mléka. Nahradni kojeneckd vyziva obsahujici GOS a FOS pusobi bifidogenné a
podporuje vyvoj stievni mikrobioty formuli krmenych kojenci do podoby mikrobioty kojencti
kojenych matetskym mlékem (Borewicz et al. 2019). Byly zkoumany i dalsi oligosacharidy a
jejich kombinace z hlediska G¢inki na zdravi kojence, napt. skrze prebiotické G¢inky na funkci
a zdravi stfev, infekéni onemocnéni GIT a hornich cest dychacich, atopické dermatitidy,
ekzému, kopfivky a astmatu. Nicméné Panel pro Vyzivu, nové potraviny a potravinové
alergeny (NDA, Nutrition, Novel Foods and Food Allergens) pro Védecké stanovisko 2014
s ohledem na dostupné udaje a nedostate¢nou kvalitu vzniklych studii shledal, Ze neexistuji
dostatecné dikazy o ptiznivych ucincich nestravitelnych oligosacharidl na zdravi kojencti, a
proto nebyly do Natizeni (EU) 2016/127 zahrnuty dalsi prebiotické slozky ¢i jejich kombinace
(EFSA NDA Panel 2014).

Na zadost Evropské komise vydala EFSA v roce 2015 stanoviska k bezpe¢nosti LNnT a
2’FL jako nové slozky potravin podle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 258/97
(dale také jako ,,Natizeni (EU) 258/97°). NDA Panel stanovil, ze LNNT je pro kojence bezpecna
Vv ptipadé, Ze je do pocateéni a pokracovaci kojenecké vyzivy ptidavana v kombinaci s 2°FL
Vv koncentracich do 0,6 g/L pro LNnT a do 1,2 g/L pro 2°FL, tedy vpoméru 1:2
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v rekonstituované vyzivé (EFSA NDA Panel 2015). V ndvaznosti na védecké stanovisko EFSA
bylo Provadécim rozhodnutim Komise (EU) 2016/375 a 2016/376 v souladu s Natizenim
258/97 povoleno uvedeni syntetické LNnT a 2’FL na trh jako nové slozky potravin. Jednalo se
o prvni tzv. humanni mlé¢né oligosacharidy (HiMO, human-identical milk oligosaccharides),
které byly pouZity v pocatecni a pokraCovaci kojenecké vyzivé. Od té doby piijal EFSA NDA
Panel fadu nékolika dalSich védeckych stanovisek s pozitivnimi vysledky k bezpecnosti
synteticky vyrobenych HiMO nebo HiMO vyprodukovanych geneticky modifikovanymi
kmeny (GM kmeny). Stanoviska nasledné slouzila jako podklad pro zavedeni jednotlivych
HiMO do kategorie novych potravin nebo jako slozek novych potravin (EFSA NDA Panel
2023). Jejich piehled je uveden v tabulce €. 4. Terminem ,,nova potravina“ nebo ,,slozka nové
potraviny* se dle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283, které pfislo
v platnost 1. 1. 2018, rozumi jakéakoliv potravina, ktera se ve vyznamné mife nepouZzivala
k lidské spotiebé v Unii pted 15. kvétnem 1997, bez ohledu na den pfistoupeni ¢lenskych statt
K Unii, aktera spada alesponn do jedné z vymezenych kategorii daného nafizeni (Evropsky
parlament a Rada EU 2015).

Tabulka ¢. 4 — prehled pozitivné¢ vyhodnocenych védeckych stanovisek EFSA NDA
Panelem na téma bezpe¢nosti HIMO. Pouzité zkratky: NANA — N-acetyl-D-neuraminova
kyselina, DFL — difukosyllakéza, 3FL — 3-fukosyllakéza, 6’SL — 6°-sialyllaktdza, 3°SL — 3°-
sialyllakt6za, GM kmen — Geneticky modifikovany kmen (EFSA NDA Panel 2023).

HiMO Védecka stanoviska EESANDA
Panel
2’FL e Chemicky syntetizované 2015a
e Produkované GM kmeny Corynebacterium glutamicum ATCC 2022a
13032
e Chemicky syntetizované 2015c
e Produkované GM kmeny E. coli BL21 (DE3) 2020a

+

2°FL
NANA

Smés
2°FL/DFL
Sodné soli

6°’SL
Sodné soli

3°SL

Produkované GM kmeny E. coli K-12 DH1 nebo BL21 (DE3)
Rozsifeni pouziti v dopliicich stravy pro kojence E. coli K-12
DH1

Rozsiteni pouziti v doplncich stravy pro déti chemicky
syntetizovanych/pro kojence produkovanych GM kmeny E.
coli K-12 DH1 2’FL a LNnT

Chemicky syntetizované

Produkované GM kmeny E. coli K-12 DH1

Rozsiteni pouziti v dopliicich stravy pro kojence

Produkované GM kmeny E. coli K-12 MG1655, E. coli BL21
nebo E. coli K-12 DH1

Produkované GM kmeny E. coli K-12 DH1, E. coli BL21 (DE3)
nebo E. coli NEO6

Produkované GM kmeny E. coli K-12 DH1, E. coli BL21 (DE3)
nebo E. coli NEO6
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HiMO obsazené v pocate¢ni a pokracovaci vyzivé hraji v GIT kojence stejnou roli, jakou
hraji HMO matefského mléka, tzn. ze funguji jako prebiotika, pusobi jako antiadhezivni
antimikrobidlni latky, moduluji imunitni systém kojence a hraji roli v prevenci NEC. Klinické
testy prokdzaly bezpec¢nost, dobrou snéasenlivost a podrodu ristu ditéte itmérmou véku u
nahradnich kojeneckych vyziv obohacenych o samotnou 2°’FL, kombinaci 2’FL a LNnT, a také
mix péti HIMO (2°FL, 3FL, LNnT, 3°’FL a 6’FL) (Goehring et al. 2016; Puccio et al. 2017;
Parschat et al. 2021). Za¢lenéni HIMO do stravy ditéte se doporucuje zejména v piipadech, kdy
mléko matky neobsahuje dostatecnou koncentraci nebo uréity typ HMO, coz by mohlo
ovliviiovat vyvoj kojence. Dalsim diivodem pro HIMO zaclenéni do vyzivy mize byt prevence
riznych onemocnéni, ktera jsou spojena s ranym vékem ditéte (Pérez-Escalante et al. 2022).
Studie ukazaly, ze mikrobiota déti krmenych ndhradni kojeneckou vyzivou obohacenou o
HiMO, konkrétn¢ kombinace 2’FL s LNNT nebo smési péti HIMO, se vice podoba mikrobioté
déti kojenych matefskym mlékem, pro ktery je charakteristicky vysoky podil bifidobakterii.
Piitomnost HIMO zaroven pfispiva ke snizeni relativniho mnozstvi specifickych stifevnich
bakteridlnich patogeni, a také podporuje vyvoj stfevniho imunitniho systému a funkci sttevni
bariéry (Steenhout et al. 2016; Bosheva et al. 2022). Dalsi studie poukazala na vliv 2’FL
podavané formou nahradni kojenecké vyzivy na imunitni systém kojence. Kojenci krmeni
kojenctim, ktefi byli krmeni vyzivou obsahujici pouze GOS, ¢imz se vice podobali kojenym
jedincim (Goehring et al. 2016). Doplnéni vyzivy o 2’FL s LNnT muZe mit souvislost s nizsi
mirou onemocnéni, pfedevsim infekcemi dolnich dychacich cest, a také uzivanim antipyretik a
antibiotik v mensim rozsahu (Puccio et al. 2017). Malo pozornosti bylo doposud vénovano 3°-
galaktosyllaktéze (3°GL), ktera se nachdzi v matefském mléce a je pfirozenym derivatem
mlécné fermentace, a proto se muze Vvyskytovat v kojenecké vyzivé ziskané fermentaci
(Salminen et al. 2020).

Ptidani HIMO do ndhradni kojenecké vyzivy je dobry krok smétujici k ptiblizeni ke stale
nedosazitelnému a jedineCnému efektu, ktery ma mateiské mléko na zdravi kojence.
Bezpecnost a dobra snasenlivost HIMO kojenci byla jiz prokdzana, nicméné je stale potieba
vice studii, které by prohloubily a ucelily nase védéni o jejich zdravotnich pfinosech. Doposud
bylo schvaleno k pouzivani pouze nepatrné mnozstvi HIMO a jejich kombinaci v ndhradniho
kojeneckych vyzivach v rdmci EU, avSak matefské mléko obsahuje vice jak 200 strukturdlné a
funkéné odlisnych HMO (Vandenplas et al. 2018).

3.3.2 Probiotika

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnoZstvi
ptindseji hostiteli zdravotni prospéch. Jedna se pirevazné o bifidobakterie a laktobacily, ale také
0 zastupce rodu Bacillus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococuss, Escherichia
a n€které druhy kvasinek, napf. Saccharomyces boulardii. Probiotika, ktera jsou podavana za
ucelem nastoleni mikrobialni rovnovahy v GIT, jsou pfijiméana ve formé& doplika stravy nebo
jako soucast potravin. Aby byla probiotika uc€inna, musi spliovat urcita kritéria zahrnujici
absolutni bezpecnost pro hostitele, odolnost vi¢i nizkému pH Zaludku a piisobeni
pankreatickych §tav, schopnost adheze na sliznici tlustého stieva a snadnou kolonizaci
sttevniho prostfedi. V misté Uc¢inku piisobi nékolika mechanismy, napf. snizuji stfevni pH,
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pusobi antimikrobialn¢, znemoziuji adhezi patogent a modifikuji imunitni odpoveéd’ hostitele
(Soccol et al. 2010).

Dle Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 spadaji probiotika do
novych potravin kategorie ii) (potraviny sestavajici, izolované nebo vyrobené
Z mikroorganismu, hub nebo fas) a vi) (potraviny sestavajici, izolované nebo vyrobené
Z bunécné nebo tkanové kultury ziskané ze zvitat, rostlin, mikroorganismi, hub ¢i tas)
(Evropsky parlament a Rada EU 2015). Jelikoz je vétSina probiotik klasifikovana jako dopliky
stravy, vztahuji se na né méné piisna kritéria a postupy kontroly kvality, coz miize vyvolavat
obavy ohledné jejich bezpec¢nosti (Kolacek et al. 2017). Pro uvedeni na trh v EU, musi vybrané
mikroorganismy z hlediska bezpe¢nosti schvalit EFSA. Za tucelem usnadnéni procesu
posuzovani, zda je mikroorganismus vhodny pro uvedeni do potravinového a krmivového
fetézce, byl ziizen systém Kvalifikovaného ptedpokladu bezpecnosti (QPS, Qualified
Presumption of Safety). Systém QSP je pouzivan pro posuzovani rizik mikroorganismii, U
kterych byla podana zadost o uvedeni na trh v podobé dopliikovych latek v krmivech,
potravindiskych ptidatnych latek, potravinafskych enzymt a aromat, novych potravin a
ptipravki na ochranu rostlin (EFSA 2024). EFSA rovnéZ kontroluje pouzivani terminu
»probiotikum* a povazuje uvedeni probiotik v potraviné¢ za zdravotni tvrzeni prokazané
klinickymi studiemi (Lemoine et al. 2023).

V roce 2011 Vybor pro Evropskou spole¢nost pro détskou gastroenterologii, hepatologii
a vyzivu (ESPGHAN, The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and
Nutrition) nedoporugil rutinni uzivani vyzivy doplnéné probiotiky u donosenych kojenci. Dle
Vyboru pro ESPGHAN nevede podavani kojenecké ndhradni vyZzivy doplnéné o probiotika
béhem prvnich mésicl Zivota k Zddnym konzistentnim klinickym U¢inkiim. Zéaroven chybi
udaje o dlouhotrvajicich tcincich. Jednotlivé studie se zabyvaly vlivem konzumace nahradni
kojenecké vyzivy obohacené o probiotika na rist kojencii, snizeni rizika GIT infekci a
respiranich onemocnéni, niZsi frekvenci 1écby antibiotiky, frekvenci plactivych stavi, koliky
a podrazdéni, vznik alergii, a také frekvenci a konzistenci stolice (Braegger et al. 2011).
Vysledky studii jsou znacné rozmanité a zdravotni ptinosy jsou vysoce specifické pro jednotlivé
kmeny, davkovani a typu onemocnéni.

U kojencti, jez byli krmeni kojeneckou vyzivou doplnénou o B. infantis CECT7210 byla
stolice ve srovnani s kontrolni skupinou (Escribano et al. 2018). Podobné vysledky byly
pozorovany u studie hodnotici bezpecnost instantni kojenecké vyzivy obohacené o
Limosilactobacillus (diive Lactobacillus) fermentum (L. fermentum) CECT5716 nebo B. breve
CECT7263, kdy byla takto fortifikovana na zakladé hmotnostniho pfiriistku kojence
vyhodnocena jako bezpecnd, a kdy sekundarni vysledky poukézaly na pozitivni efekt
ptitomnosti B. breve na zmirnéni pfiznakt kojenecké koliky a L. fermentum v boji proti GIT
infekcim (Maldonado et al. 2019). V prevenci vzniku akutni gastroenteritidy u kojencu se jako
efektivni projevila ndhradni kojeneckd vyZziva okyselend pomoci bakterii Streptococcus
thermophilus (S. thermophilus) a Lactobacillus helveticus a doplnéna o probioticka kmen B.
lactis Bb-12 (Chouraqui et al. 2004). Probioticka vyziva rovnéz vykazuje vliv na optimalizaci
sttevniho prostiedi, sloZzeni a metabolickou aktivitu mikrobioty. Studie zabyvajici se vlivem
piijmu probiotické nahradni vyZzivy na stievni mikrobiotu a projevy s ni spojené, popsala
zvySeni relativni pocetnosti kmenti Actinobacteria a Proteobacteria a zvySeni diverzity na
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rodové urovni u kojencit krmenych nahradni vyzivou doplnénou o smés probiotickych kmenti
Lacticaseibacillus rhamnosus GG (L. rhamnosus), L. fermentum LC40, Limosilactobacillus
reuteri (L. reuteri) DSM 17938 a B. lactis Bb-12. Slozeni stfevni mikrobioty bylo spojovano
s vyssi koncentraci butyratu ve stolici, se zvySenou frekvenci vyprazdiovani a s lepsi
konzistenci stolice (Eor et al. 2023). Kojenecka nahradni vyziva doplnéna pouze o B. lactis Bb-
12 pozitivné ovlivnila slozeni stfevni mikrobioty redukci Enterobacteriaceae a Clostridium
spp. a zvySenim poctu samotnych bifidobakterii (Mohan et al. 2006).

Otazkou také ziistava, zda nahradni kojenecka vyziva, ktera je doplnénd pouze o
probiotické kmeny, dokaZze z dlouhodobého hlediska ovlivnit slozeni kojenecké stievni
mikrobioty. Studie zkoumajici efekt obohacené kojenecké vyzivy o smés bifidobakterii
poukézala na neschopnost suplementovanych probiotickych kmenti dlouhodob¢ kolonizovat
stfevni prostiedi (Bazanella et al. 2017). Naopak studie, zkoumajici efekt suplementace
probiotik spole¢né s prebiotiky v ramci nahradni kojenecké vyzivy nebo probiotik spole¢né
s konzumaci matefského mléka, poukazaly na schopnost probiotickych kment kolonizovat
stfevni prostiedi v dlouhodobg&jsim horizontu (Simeoni et al. 2016).

3.3.3 Synbiotika

Synbiotikum je definovano jako smés obsahujici zivé mikroorganismy a substrat(y)
selektivné vyuzivany(€) hostitelskymi mikroorganismy, kterd piindsi hostiteli zdravotni
prospéch (Swanson et al. 2020). Obsazena prebiotika selektivné podporuji rist jak endogennich
probiotickych kment, tak i zdravi prospéSnych mikroorganismil stalé¢ stfevni mikrobioty.
Kombinace probiotik a prebiotik, by mohla ptedstavovat u¢innou alternativu k matefskému
mléku, které v kojeneckém stievé vytvaii ekosystém s pievahou bifidobakterii (Lemaire et al.
2018).

Byl zkouméan ucinek synbiotickych nahradnich kojeneckych vyZiv na rst, toleranci a
ptipadny pozitivni efekt na zdravi kojenct. V roce 2011 Vybor pro ESPGHAN uvedl, Ze
kojenecka vyziva doplnéna o synbiotika pravdépodobné neni spojena s nezadoucimi ucinky,
nicmén¢ z divodu nedostatku dikazii o bezpecnosti a zdravotnich ucincich nedoporucuje
rutinni pouzivani synbioticky fortifikované kojenecké vyzivy (Braegger et al. 2011). Od té doby
se n¢kolik studii zabyvalo vlivem konzumace kojeneckych formuli obohacenych o probiotické
kmeny bakterii s pfidavkem GOS samostatné nebo v kombinaci s FOS na zdravi a vyvoj
kojenct. Konzumace kojenecké vyzivy doplnéné o B. breve M-16V v kombinaci s GOS a FOS
méla vliv na sloZeni sttevni mikrobioty, konktrétné na vyssi zastoupeni bifidobakterii a niZsi
zastoupeni klostridii a eubakterii. Zména profilu stfevni mikrobioty souvisela s okyselenim
sttevniho prostiedi a zvySenou produkci acetatu. U déti s atopickou dermatitidou muize
konzumace analogické kojenecké vyzivy prispét s redukci pfiznak podobnych astmatu (Van
Der Aa et al. 2010; Chua et al. 2017). Ptijem hypoalergenni kojenecké vyzivy se stejnou
synbiotickou smési u déti s alergii na bilkovinu kravského mléka vedl ke snizeni vzniku infekci,
méné Casté hospitalizaci, k nizsi spotiebé 1ékt a rovnéz ke zmeéné slozeni sttevni mikrobioty
(Sorensen et al. 2021). Zdravotni pfinos vykazovala ve studiich také kojenecka vyziva doplnéna
o L. fermentum CECT5716 v kombinaci s GOS, a to konkrétné na sniZeni rizika komunitnich
infekci GIT a hornich dychacich cest (Maldonado et al. 2012; Maldonado-Loboén et al. 2015).
Dale byl pospan efekt spojeny s pfijmem synbiotické smési skladajici se z GOS, FOS a
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Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei F19 na snizeni pocti epizod infekci dolnich
dychacich cest, a také s ptijmem synbiotik se stejnou prebiotickou slozkou v kombinaci L.
rhamnosus LCS-742 a B. infantis M63 na ochranny efekt proti vzniku atopické dermatitidy
(Szajewska et al. 2017; Rozé et al. 2012). Naopak u déti krmenych kojeneckou formuli
doplnénou o B. lactis Bb-12 a oligosacharidy puvodem z kravského mléka sice nebyl
pozorovan negativni efekt na vyvoj €1 Spatna snaSenlivost na doplnénou vyzivu, nicmén¢ takto
doplnéna vyziva neptfinasela kojencti zadny piidavny obohacujici u¢inek na zdravi, jakym je
snizeni vyskytu prijmovych a horeénatych infekei, oproti kojencim piijimajicim
nefortifikovanou vyzivu (Radke et al. 2017).

Dalsim krokem, ktery nahradni kojeneckou vyzivu pfiblizuje do podoby mateiského
mléka, mize byt kombinace probiotik s HIMO. Kojenecka vyziva doplnéna o L. reuteri 17938
a 2’FL byla vyhodnocena jako bezpecnd, kojenci dobfe snaSena a zaroven podporovala u
konzumentl vyvoj odpovidajici véku. Zaroven byl u této synbiotické kombinace pozorovan
vliv na stfevni mikrobiotu kojenctli, kterd se slozenim vice pfiblizila mikrobioté kojencii
pfijimajicich matetské mléko, a také sniZzenim pocti podminénych patogent (Alliet et al. 2022).
U nahradni kojenecké vyzivy obohacené o 2’FL a B. lactis Bb12 samostatné, nebo v kombinaci
s L. reuteri DMS17938, byla rovnéz prokazana dobra GIT snasenlivost. Navic u vyzivy
obohacené o 2°FL a tyto dva probiotické kmeny byl pozorovan efekt na zlepSeni vznétlivosti
vnimanou oSetfovatelem u obzvlast' tzkostlivych kojenct (Czerkies et al. 2019; Storm et al.
2019). Dikazy z realné praxe potvrdily dobrou snaSenlivost, bezpecnost a véku odpovidajici
podporu riastu u kojenct piijimajicich fortifikovanou kojeneckou vyzivu o 2°FL, LNnT a L.
reuteri DMS17938 (Roman Riechmann et al. 2020).

3.3.4 Postbiotika

V roce 2019 panel odborniktit Mezinarodni védecké asociace pro probiotika a probiotika
(ISAPP, International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) definoval
postbiotikum jako ,,pfipravek z neZivych mikroorganismi a/nebo jejich slozek, ktery pfindsi
hostiteli zdravotni prospéch®. Piesnéji feceno ,,u¢inna postbiotika musi obsahovat inaktivované
mikrobialni butiky nebo buné¢né slozky s metabolity nebo bez nich k pozorovanym zdravotnim
ucinkim* (Salminen et al. 2021).

Pod definici postbiotik spadaji fermentované kojenecké vyzivy, tedy vyzivy, které jsou
beéhem vyrobniho procesu fermentovany bakteriemi mlééného kvaSeni, a které neobsahuji
podstatné mnozstvi zivotaschopnych bakterii v kone¢ném vyrobku (Salminen et al. 2021).
V roce 2007 Vybor pro vyzivu ESPGHAN nedospél pro nedostatek dat k pevnému ndzoru
ohledné zdravotnich tc¢incich fermentované kojenecké vyzivy (Agostoni et al. 2007).

Piijem fermentované kojenecké vyzivy zalozené na dvou kmenech B. breve C50 a S.
thermophilus ST065 vedl u intervenovanych kojencti, oproti kontrolni skupiné pfijimajici
nedoplnénou vyzivu, ke zmirnéni projevii akutni gastroenteritidy, ke sniZzeni pH stolice a u
kojencti s vysokym rizikem atopie prokazal G¢innost na respiracni a travici alergické projevy a
biologické znamky senzibilizace na potraviny béhem prvniho roku zivota (Thibault et al. 2004;
Indrio et al. 2007; Morisset et al. 2011). U pfed¢asné narozenych déti byla fermentovana
kojenecka vyZiva zalozena na stejnych bakteridlnich kmenech déna do souvislosti se zlepSenim
GIT tolerance, coz se projevilo méné cCastou distenzi bticha (Campeotto et al. 2011).
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Doplnénim o GOS a FOS v poméru 9:1 prokazoval tento stejny typ kojenecké vyzivy vliv na
vy$si hladinu sekre¢niho imunoglobulinu A ve stolici, niz$i pH stolice a také na sloZeni stfevni
mikrobioty, ktera se svym sloZzenim podobala vice mikrobioté vylu¢né kojenych déti (Béghin
et al. 2021).

Pocatecni kojeneckou vyzivu obsahujici postbiotikum, konkrétné tepeln¢ inaktivované
bunky kmene B. lactis CECT8145, je v této dobé mozné najit na evropském trhu. Zdravotni
ucinek konzumace této kojenecké vyzivy byl zkouman v porovnani s i¢inkem matefského
mléka a standartni nedoplnéné kojenecké vyzivy. U kojencu ptijimajicich fortifikovanou
kojeneckou vyzivu byl zaznamendm vyznamné nizs$i vyskyt epizod atopické dermatitidy,
bronchitidy a bronchiolitidy nez u kojenct krmenych nefortifikovanou kojeneckou vyzivou
(Plaza-Diaz et al. 2023).

3.3.5 Trh s nahradni kojeneckou vyZivou

V dnesni dobé je mozné si vybrat zSiroké nabidky ndhradnich pocatecnich a
pokracovacich kojeneckych vyziv, které se 1isi vyrobcem, slozenim, specializaci pro rizna
zdravotni omezeni, svou konzistenci, velikosti baleni, zptisobem pfipravy a cenou. V pevnych
obchodech, stejné jako v ochodech internetovych, které v rdmci svého sortimentu nabizi
nahradni kojenecké vyzivy, dominuji dvé znacky — Nestlé BEBA a Nutrilon. Obchody nabizeji
rovnéz celou fadu menSich znacek, ze kterych je mozné jmenovat napt. HiPP, Kendamill,
Sunar, Hami, Babybio a dalsi.

Znacka Nestlé BEBA pfisla na trh se dvéma hlavnimi produktovymi fadami pocate¢nich
a pokracovacich kojeneckych vyziv, COMFORT HMO a SUPREMEpro 6HMO. Ob¢ fady jsou
dostupné v instantni i tekuté vyrobé&, které se 1isi slozenim. Instantni forma COMFORT HMO
obsahuje 2°FL v kombinaci s L. reuteri DSM 17938. Jeji tekuta podoba je doplnéna pouze o
2’FL. Oproti tomu SUPREMEpro 6HMO, jak lze vyc€ist uz z nazvu, obsahuje Sest druhit HIMO,
konkrétné 2°FL, 3FL, LNnT, DFL a sodné soli 3’SL a 6’SL. Dale je fortifikovana probiotickymi
kmeny B. infantis LMG 11588 a B. lactis CNCM 1-3446. Tekuta podoba je opét chudsi o
probiotické slozky. Na trhu je rovnéz dostupna fada OPTIPRO obsahujici B. lactis CNCM 1I-
3446. Znacka Nestlé BEBA na trh pfinasi rovnéz rozsadhlou fadu specidlnich kojeneckych vyziv
uréenych pro kojence trpicich lakt6zovou intoleranci, zacpou a drobnych zazivacich potizich,
ublink&vani a pro kojence s rizikem vzniku alergie na mlé¢nou bilkovinu. Specialni fady
kojeneckych nahradnich vyziv jsou vSechny obohaceny o L. reuteri DSM 17938, pticemz
kojenecka vyZziva ur¢end k pouziti v ptipadé zazivacich problému rovnéz GOS a FOS v poméru
9:1. V neposledni fad¢ jsou na trh uvedeny kojenecké vyzivy uréené pro predCasné narozené
déti obsahujici B. lactis CNCM 1-3446 v piipadé, Ze jde o vyzivu uréenou pro kojence, ktefi
nemohou byt kojeni, nebo bez doplnéni o probiotické ¢i prebiotické slozky pro kojence, ktefi
jsou kojeni.

Znacka Nutrilon konkuruje na trhu rovnéz se dvéma hlavnimi produktovymi fadami
Advanced a Profutura DUOBIOTIK, jenz jsou k dostani pouze v instantni formé a které odliSuji
svym konceptem z hlediska obsahu probiotik a prebiotik od konkuren¢ni znacky BEBA. Ob¢
fady jsou doplnény pouze o probiotické slozky, konkrétné¢ o GOS, FOS a 3’GL, jejichz
koncentrace se mezi vyzivami Advanced a Profutura DUOBIOTIK li§i. Profutura
DUOBIOTIK navic obsahuje 2°’FL. Nutrilon pracuje pouze s probioticky kmenem B. breve M-
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16V, kterym jsou doplnény kojenecké nahradni vyzivy uréené pro kojence s rizikem vzniku
alergie na mlécnou bilkovinu a pro kojence narozené pomoci cisaiského tfezu. Obé tyto
specialni fady jsou rovnéz doplnény o GOS a FOS, v piipad¢ vyzivy pro kojence narozené
cisafskym fezem i o 2°FL. Rada specialnich kojeneckych vyZiv zahrnuje rovnéZ variantu bez
laktozy, dale specidlni vyzivu urenou pii problémech s ublinkavanim a také vyzivu pro
kojence s poruchami traveni, vstiebani a pii alergii na bilkovinu kravského mléka.

Znacka Hipp nabizi ndhradni pocatecni a pokracovaci kojenecké vyzivy obsahujici L.
fermentum CECT5716 v kombinaci s GOS. Kedamil oproti tomu na trhu prosazuje kojenecké
nahradni vyzivy obsahujici pouze prebiotickou slozku tvofenou z GOS, FOS a 3’GL. Sunar
ptisel s nabidkou synbiotické poc¢ateéni kojenecké vyzivy Sensitiv obsahujici B. longum BB536
s GOS a s prebiotickou variantou obsahujici pouze GOS. Ostatni minoritni znacky dale nabizi
napi. kombinaci B. lactis, GOS a FOS (Babybio), 2’FL a LNnT (Alrhéra) ¢i B. lactis s GOS a
2‘FL (Beggs).

3.4 Bifidobacterium spp.

Bifidobakterie jsou gram pozitivni, nepohyblive, nesporulujici, anaerobni, sacharolyticke
bakterie s vysokym obsahem GC bazi v jaderném DNA. Nazev bifidobakterii se odviji od jejich
neobvyklého bifidniho neboli rozstépeného tvaru bunky, ktery je také Casto piirovnavan
k pismenu Y. Polymorfie bifidobakterii se odviji od podminek vnéjsiho prostiedi, na zakladé
kterého nabyvaji tvaru rozvétveného, tyCinkovitého ¢i vicenasobné rozvétvené tyCinky (viz.
obrazek ¢. 3). Jejich morfologie byla popsana jiz v roce 1899, kdy byl prvni bifidobakterialni
druh izolovan ze vzorku stolice kojence (Turroni et al. 2018). Rod Bifidobacterium se
taxonomicky tadi do ¢eledi Bifidobacteriaceae, fadu Bifidobacteriales, téidy Actinomycetes,
kmene Actinomycetota spadajiciho do fise bakterii. Samotny rod Bifidobacterium v soucasnosti
¢ita celkem 137 uznanych druhi, ¢imzZ se stava nejhloubéji rozvétvenou linii v rdmci kmene
Actinomycetota (Alessandri et al. 2021; LPSN.dsmz 2024).
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Obrazek ¢. 3 — B. adolescentis ATCC 15703 (Y tamble 2024).
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Bifidobakterie byly izolovany z riznych ekologickych nik, mezi které se fadi travici trakt
hmyzu utvéiejici spoleCenstva, ryb, plazl, ptakl, syrové mléko a syry z néj vyrobeného, vodni
kefir a odpadni vody (Biavati et al. 1982; Delcenserie et al. 2007; Kopeény et al. 2010; Laureys
etal. 2016). V ramci lidského téla byly bifidobakterie izolovany z prostiedi vaginy, matefského
mléka, krve ¢i dutiny tstni (Hoyles et al. 2002; Martin et al. 2009; Ventura et al. 2009; Freitas
& Hill 2017). Nicméné nejpiirozenéjsi prostiedi ke kolonizaci piedstavuje pro vétSinu
bifidobakterialnich druhtt GIT ¢lovéka a dalSich savct (Milani et al. 2017). Schopnost
bifidobakterii adaptovat se v rozmanitych ekologickych nikach ztejmé vyplyva ze skutecnosti,
ze genom rodu Bifidobacterium zahrnuje celou fadu gend koédujicich sacharolytické enzymy,
coz jeho zastupcim umoznuje piistup k Siroké paleté jednoduchych i slozitych glykanti, které
jsou piitomny v substratu, pochazi z potravy hostitele nebo jsou ptivodem od hostitele (Turroni
et al. 2018). Zastupci rodu Bifidobacterium se fadi mezi prvni kolonizatory GIT novorozence a
béhem prvnich mésict tvoifi hlavni podil populace stfevni mikrobioty kojenct. Kolonizace
bifidobakteriemi v raném véku je ovlivnéna mnoha faktory, pticemz mezi ty pozitivni patii plné
donoseni, vaginalni porod ¢i kojeni. Jejich druhové 1 pocetni zastoupeni ve sttevni mikrobioté
se s rostoucim vékem méni, pficemz v dospélém obdobi Zivota se jejich relativni ¢etnost ustali
na 2-14 %. Ve stafi se pocty bifidobakterii za¢inaji opét snizovat (Arboleya et al. 2016).

K tomu, aby bifidobakterie mohly tspésné kolonizovat GIT savcii, u nich muselo dojit
Kk vyvinu fady adaptivnich mechanismut, které jim umoznily c&elit mnoha nepfiznivym
podminkam, kterym jsou pfi prichodu travicim strojim vystaveny. Hrozbu pro né predstavuje
zejména pusobeni kysliku a jeho volnych radikal, organickych kyselin, zlucovych soli a
kyselin a travicich enzymi. Genom bifidobakterii neobsahuje geny kodujici NADH
peroxiddzu, kataldzu ¢i superoxid dismutdzu, které jsou u vétSiny anaerobnich bakterii
zodpové&dné za obranu proti reaktivni formé& kysliku. Pfedpoklada se, ze u bifidobakterii je
aktivovan alternativni mechanismus umoziiujici ochranu bunéénych komponentl pred
poskozenim vyvolanym oxida¢nim stresem. Rozhodujici je v pfipadé téchto bakterii
pravdépodobné tvorba enzymu alkylhydroperoxidreduktazy, thioredoxinreduktdzy a NADH
oxidazy, a také pfitomnost zvlastniho souboru proteinti, které hraji kli€ovou roli v nékolika
posttranslaénich udalostech, aby zabranily denaturaci, agregaci a nesprdvnemu skladani
proteinl Vv piipadé pusobeni stresu (Zuo et al. 2018). Tolerance vici nizkému pH je u
bifidobakterii dana aktivitou enzymu FoF:-ATPazy, ktery zajistuje udrzeni homeostazy pH
intracelularniho prosttedi buniky pomoci aktivniho vytlatovani vodikovych protoni
(Matsumoto et al. 2004). Jako ochranu vi¢i zZlu¢ovym kyselinam a jejich solim, které diky svym
emulganim vlastnostem mohou naru$it integritu bunéénych membran a pronikat do
cytoplazmy, vyuzivaji bifidobakterie produkci hydrolaz Zlucovych soli a tvorbu biofilm. Kromé¢
toho mohou modulovat sloZeni membranovych lipidl a tim sniZovat propustnost bunécné stény,
a rovnéz vyuzivat efluxni membranové pumpy k od¢erpavani zluci z cytoplazmy ven (Ruiz et
al. 2013). Predpoklada se, ze n¢které druhy bifidobakterii produkuji inhibitory serinovych
protedz, které je chrani pfed hostitelovymi proteazami, coz jim poskytuje vyhodu
v konkurenénim prostiedi stiev (Alvarez-Martin et al. 2012).
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3.4.1 Kolonizace stievniho prostiedi

Kolonizace stfevniho prostiedi hostitele mikroorganismy zacina jiz brzy po narozeni, kdy
po vyCerpani kysliku zlumenu stiev dochazi k rozsadhlé Kkolonizaci anaerobnimi
mikroorganismy, mezi nimiz dominuji pravé bifidobakterie. Jejich dominantni zastoupeni ve
stitevni mikrobioté kojenct je dano pfedevsim jejich jedineénymi metabolickymi schopnostmi,
ale takeé jejich extracelularnimi strukturami, vylu¢ovanymi enzymy a bioaktivnimi molekulami
(Kline et al. 2010). Interakce bifidobakterii s hostitelem a butyrat produkujicimi
mikroorganismy, které maji vliv na imunitni systém hostitele, jsou zndzornény na obrazku ¢. 4.

3.4.1.1 Extracelulérni struktury

Extracelularni struktury, pfedevs$im pili, se z velké ¢asti podili na interakcich mezi
hostitelem a mikroorganismem. Pili jsou definovany jako neflagelarni, bilkovinné,
vicesubjednotkové povrchové piiveésky vlaskovitého tvaru, které bakteriim umoznuji
pfedevs§im adhezi na riznorodé povrchy, bakteridlni buiiky nebo na buiiky hostitele (Kline et
al. 2010). V rédmci rodu Bifidobacterium byly popsany dva druhy pilusi — na sortaze zavislé
pili a pili typu IV neboli Tad pil.

Nazev na sortaze zavislych pilusti se odviji od zptsobu jejich stavby, pii které je enzym
sortdza zodpovédna za polymeraci stavebnich podjednotek pilu a nasledné ukotveni polymeru
k bunécnému povrchu (Spirig et al. 2011). Tyto povrchové piivésky hraji zasadni roli pti adhezi
na povrch stievniho epitelu hostitele, pies ktery mohou ovliviiovat slizni¢ni imunitni odpoved'.
Pili druhu B. bifidum PRL2010 proptjc¢uji jedine¢nou vlastnost modulovat specifické reakce
hostitele na mikroorganismus. Bylo zjiSténo, Ze vyvolavaji zvySenou produkci cytokini TNF-
a, které jsou spojovany s vyskytem zanétlivych onemocnéni, ale ziejmé hraji dulezitou roli i
pii odmitani nadort a pfi reakci na infekce (Turroni et al. 2013). Druhy typ pilusi Tad byl
doposud charakterizovan pouze u druhu B. breve UCC2003. Jejich pfitomnost se rovnéz zda
esencidlni pro kolonizaci stfevniho prosttedi a dlouhodobou perzistenci bifidobakterii
(O’Connell Motherway et al. 2011).

DalSimi extraceluldrnimi strukturami jsou exopolysacharidy, jejichz prospéSna role pfi
modulaci riznych aspektt interakce mezi bifidobakteriemi a hostitelem byla popsana u kmene
B. breve UCC2003. Pfitomnost exopolysacharidi umoziiuje danym bakteriim zlstat
imunologicky tiché, a naopak poskytovat hostiteli ochranu pted patogeny (Fanning et al. 2012).

3.4.1.2 Metabolismus lidskych glykant

Klicovou vlastnosti bifidobakterii je jejich schopnost metabolizovat fadu glykant
piijimanych ze stravy hostitele nebo piimo plvodem od hostitele. Schopnost vybranych
zastupct rodu Bifidobacterium vyuzivat HMO jako rdstovy substrat, je pieduréuje jako
dominantni kolonizatory stfevniho prostfedi kojencti kojenych matetskym mlékem (Turroni et
al. 2018).

Mlécné glykany jsou prvni prebiotickou slozkou, se kterou se stievni mikrobiota kojence
setkdvda, nicméné pouze mald cast mikroorganismli umi HMO metabolizovat. Pravé druhy
bifidobakterii charakteristickych pro kojeneckou mikrobiotu, napt. B. infantis, maji ve svém
genomu zahrnuty tzv. HMO Kklastr, ktery koduje fadu katabolickych enzymd, které jsou uréeny
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pro utilizaci HMO. Konkrétné se jedna se 0 enzymy ze skupiny fukosiddz, sialyddz, f-
hexd6zaaminidaz, S-galaktosidaz a lakto-N-biosidaz (Turroni et al. 2018). Souhrnné lze tento
komplex enzymt zahrnou do skupiny glykosidovych hydrolaz, jejichz ucelem je zjednodusené
feCeno Stépit glykosidické vazby mezi jednotlivymi strukturami HMO. Pfitomnost geni
koédujici glykosidické enzymy zodpovédnych za degradaci HMO vSak nemusi znamenat
schopnost produkce aktivnich enzymu (Kiely et al. 2023).

Metabolismus HMO muze probihat intracelularné nebo extracelularné v zavislosti na
metabolické strategii daného bakterialniho druhu, ktera se odviji od jejich genetického zakladu.
Intracelularni degradace spociva v pfenosu molekuly HMO do bunky pomoci ABC (ATP
Binding Cassette) transportniho proteinu, kde jsou pomoci pfislusnych glykosidickych
hydroldz rozkladany na jednodussi molekuly. Popsany styl degradace je typicky pro vétSinu
bifidobakterii, zejména pro B. infantis, ale také pro B. breve a né&které laktobacily.
Extracelularni degradace probiha vné bunky za ptsobeni glykosidickych hydrolaz bunééné
stény. Uvolnéné podjednotky mohou byt transportovany do bunky, kterd degradaci
zprostfedkovala, nebo mohou byt vyuzity okolnimi mikroorganismy. Druhy zptsob byl
pozorovan naptiklad u druhu B. bifidum (Kiely et al. 2023). Obecné bifidobakterie preferu;ji
intracelularni zptisob degradace, ¢imZz ziskdvaji konkurencni vyhodu nad ostatnimi
mikroorganismy tlustého stieva, které degraduji sacharidy extracelularné. Jakmile se
monosacharidy hexdzy dostanou do cytoplazmy, jsou pifeménovany na acetat a laktat tzv. ,,bifid
shunt® cestou, pii které hraje kli¢ovou roli enzym frukt6za-6-fosfatfosfoketolaza (Riviere et al.
2016).

Dalsim degradovatelnym lidskym glykanem jsou muciny, které tvoti ¢ast hlenové vrstvy
na povrchu stfevni sliznice a jsou tvofeny monosacharidovymi slozkami N-
acetylglukosaminem, N-acetylgalaktosaminem, fuk6zou a gluk6zou, které mohou byt doplnény
kyselinou sialovou a/nebo sulfatovymi skupinami. Schopnost metabolizovat muciny vyzaduje
pomérné rozsahly repertoar glykosidovych hydrolaz. Bylo prokézano, Ze fada stfevnich
bakterii, vcetn¢ bifidobakterii, dokdze degradovat tento hostitelem produkovany glykan.
V rdmci rodu Bifidobacterium byla tato schopnost potvrzena pouze u druhu B. bifidum (Turroni
et al. 2010; Turroni et al. 2018).

Koncovymi produkty metabolismu bifidobakterii jsou SCFA a laktat. Z SCFA se jedna
predevsim o acetat, ale za danych okolnosti doché&zi v mensi mite k produkci fady dalSich
organickych sloucenin, napt. formatu, ethanolu ¢i sukcinatu. SCFA sniZuji stfevni pH, ¢imz
inhibuji rast a aktivitu patogennich mikroorganismi. VétSina SCFA, pfedevSim propionat a
acetat, jsou absorbovany stievni sliznici a skrze portalni Zilu jsou transportovany do jater, kde
podléhaji lipogenezi a glukoneogenezi. Nicméné ¢ast metabolitll je vyuZita jako substrat okolni
mikrobiotou (Egan et al. 2014).

Bifidobakterie se v ramci interakce s ostatnimi ¢leny stfevni mikrobioty podili na tvz.
cross-feedingu, ve kterém hraji roli producentli jednodussich molekul, které mohou slouzit
okolnim mikroorganismim jako metabolicky substrat. Naptiklad acetat a laktat, koncové
produkty metabolismu bifidobakterii, mohou byt vyuzity jako substrat pro butyrat produkujici
bakterie, jimiZ jsou naptiklad F. prausnitzii ¢i Roseburia spp. Podrobny popis produkce
butyratu a jeho vlivu na stfevni zdravi je popsan v podkapitole Vliv produktli metabolismu.
Cross-feeding byl popsan rovnéz mezi bifidobakteriemi navzajem. Bylo poukazdno na
schopnost B. breve UCC2003 vyuzivat kyselinu sialovou, ktera byla uvolnéna z 3’SL kmenem
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B. bifidum PRL2010 (Egan et al. 2014; Turroni et al. 2015). Dale byla in vitro testovanim
prokédzéna schopnost B. bifidum PRL2010 pfijimat cukry uvolnéné Cinnosti B. adolescentis
22L, B. breve 12L a Bifidobacterium thermophilum JCM1207 pti rozkladu skrobu a/nebo
xylanu (Turroti et al. 2015).
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Obrézek €. 4 — piimy a neptimy vliv bifidobakterii pfitomnych v prostiedi tlustého stieva
na imunitu hostitele. Interakce bifidobakterii s hostitelem skrze extracelularni struktury (A).
Systém cross-feeding fungujici mezi bifidobakteriemi a bakteriemi produkujicimi butyrat (B).
Pouzité zkratky: EPS+ — extrapolysacharidy (Alessandri et al. 2019) — pozn.: volné pielozeno
Z anglictiny.

3.4.2 Kaojenecké bifidobakterie

Druhy bifidobakterii je mozné délit dle jejich zastoupeni ve stievni mikrobioté
v zavislosti na véku jedince. U dospélych jedinct se typicky vyskytuji druhy Bifidobacterium
catenulatum ¢i B. adolescentis. Oproti stievni mikrobioté dospé€lych jedinct je druhové slozeni
bifidobakterii a jejich pocetni zastoupeni u kojencti odlisné. Toto dé€leni je nicméné pouze
orientacni, striktni déleni na druhy kojenecké a dospélé neexistuje (Turroni et al. 2018).

3.4.2.1 Bifidobacterium longum subsp. infantis

B. infantis je povaZzovan za jeden z nejvice charakteristickych druht bifidobakterii, ktery
kolonizuje stfevni prostfedi kojenych déti. Jeho vyznam je dan piedev§im schopnosti
metabolizovat Sirokou §kalu HMO, coz je ddno HMO klastrem, ktery kéduje vSechny potiebné
gykosidické hydrolazy (Sela et al. 2008). Schopnost rustu jednotlivych kmend B. infantis na
HMO, jako jediném zdroji uhliku, byla prokazéna nckolika studiemi. Vyznamny rast byl
pozorovan za ptitomnosti 2°FL, 3FL, LNT, LNnT, 3°-SL, 6°SL, lakto-N-fukopenozy-I (LNFP-
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1) a laktodifukotetradzy (LDFT) (Asakuma et al. 2011; Cheng et al. 2020; Kiely et al. 2023;
LoCascio et al. 2009).

B. infantis vykazuje pozitivni vliv na zdravi kojenct nékolika mechanismy. Prvnim je
jeho konkurenéni vyhoda v piitomnosti HMO, ktera usti ve zvySenou kolonizaci B. infantis a
snizeni diverzity stfevni mikrobioty a men$imu poctu patogent. In vitro studie rovnéz
naznacila, ze rust B. infantis na HMO podporuje jejich pfilnavost ke stievnimu epitelu, coz by
zvySovalo jejich koloniza¢ni a konkurenéni vlastnosti (Chichlowski et al. 2012). B. infantis
imunitni odpovédi. Pravé nezrald exprese genll vrozené imunitni odpovédi je povazovana za
jeden faktort vzniku NEC (Ganguli et al. 2013). Tento bifidobakterialni druh také vykazuje
vliv na snizeni stfevni permeability a stabilizaci proteinti tésnych spoju (Romond et al. 2008).
Jak jiz bylo uvedeno diive, B. infantis zaroven hraje dulezitou roli pii produkci SCFA a je
dulezitym ¢lankem kojenecké stfevni mikrobioty z hlediska cross-feedingu.

3.4.2.2 Ostatni druhy kojeneckych bifidobakterii

Mezi charakteristické bifidobakterialni druhy, které kolonizuji prevazné stfevni prostiedi
kojenct se tadi B. breve, B. longum a B. bifidum. Ze vzorku kojenecké stolice byly rovnéz
izolovany druhy B. kashiwanohense a Bifidobacterium pseudocatenulatum. Ptestoze jsou tyto
druhy vazany na stfevo kojence, jsou v porovnani se Ctyfmi vySe zminénymi kojeneckymi
druhy identifikovany a charakterizovany pouze v malé mite (Kiely et al. 2023).

3.4.3 Trh s kojeneckymi bifidobakterialnimi dopliiky stravy

V dnesni dobé je na Ceském trhu mozné bez piedpisu pediatra zakoupit hned nékolik
probiotickych bifidobakterialnich ptipravkt urcenych pro kojence od 1. tydne véku a starsi.
Probiotické ptipravky ve formé kapek jsou na trhu nejrozsitenéjsi, a to ziejmé diky jejich
snadné aplikaci. Zaroven je mozné setkat se s formou tobolek ¢i sackt se sypkym obsahem.

Cisté bifidobakterialni piipravky se na ¢eském trhu vykytuji v mensi mife zastoupeni.
K dostani jsou piipravky ve formé kapek obsahujici samostatné kmeny B. lactis Bb-12, B. breve
M-16V a kombinaci kment B. breve BRO3 a B. breve B63. Cast&jsi jsou dostupné piipravky
kombinujici probiotické bifidobakterialni kmeny s kmeny laktobacilt. Kombinace kment B.
lactis BSO01 sL. rhamnosus GG, B. lactis s Lactobacillus acidophilus DDS-1,
Lactiplantibacillu plantarum GG ATCC 53103 s B. breve BR0O3 nebo L. casei LC03 s B. breve
BRO3 je mozZné zakoupit v popularni formé kapek. Ve formé tobolek se prodava kombinace B.
lactis Bb-12 a L. rhamnosus GG.

Na trhu se rovnéz objevily synbiotické ptipravky, které obsahuji FOS. Napf. je jedna o
tobolky a sacky obsahujici kombinaci B. infantis, B. bifidum, B. longum, L. acidophilus, L. casei
s FOS ¢i kapky obsahujici L. acidophilus DDS-1, B. lactis a FOS.
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3.5 Clostridium spp. a dal§i klostridie

Celed Clostridiaceae se dle klasifikaéniho systému fadi pod kmen Firmicutes, tiidu
Clostridia a fad Clostridiales, pfi¢emz sama zahrnuje né€kolik roda vcetné rodu Clostridium,
ktery se svym poctem bakteridlnich druhli fadi mezi jeden z nejvétSich. Klostridie jsou
ty¢inkovité, Gram pozitivni, anaerobni, sporulujici bakterie, které jsou neschopné disimila¢ni
redukce siranu. Na zaklad¢ uvedenych kritérii doslo k zafazeni ptislusnych bakterii do rodu
Clostridium, avsak diky analyze sekvence genu 16S rRNA byla zavedena sofistikované;si
klasifikace taxonu, kterd uspotadava rod do 19 klastrt, z nichz jsou nékteré nadale rozdeleny
do dal$ich podskupin. Nové se mezi klostridialni skupiny fadi i druhy nesporulujici, naptiklad
Roseburia cecicola ¢i Coprococcus eutatus. Druhy klostridialniho klastru XIVa a IV patii mezi
nejpocetnéjsi bakterie v lidském stieve, kdy zahrnuji 10-40 % vSech pfitomnych bakterii (Durre
2007; Guo et al. 2020). Piehled klastri XIVa a IV je znazornén na obrazku ¢. 5. Druhy
Clostridium budou v ramci prace nadale rozebirany na zaklad¢ této nové klasifikace.

C. leptum

[ C. aerotolerans Clostridium | C. sporosphaeroides
C. aminophilum cluster IV C cellulosi
C. aminovalericum F. prausnitzii
C. celerecrescens
C. clostridiiforme ¢ C absonum DSM599
C coc;o;des C. difficile strain 630

/7~ Spore-forming < C. nexile » C. hiranonis DSM 13275
C. oroticum Clostridium spp. |~ pjemonae DSM 15053
C. polysaccharolyticum  Produkliet & ¢ peringens strain SM101
C. populeti zlucové kyseliny | C. perfringens strain type A
C. symbiosum C. scindens VP1 12708
Clostridium C. sphenoides C. sordelli VPI9048
cluster XIVa \ C. xylanolyticum \. C. sordellii ATCC 9714
Clostridium sp DSM 6877
Acetitomaculum ruminis [ € botulinum
Coprococcus eutatus g b“éy”c“f” type £
Eubacterium cellulosolvens Patogenni C C‘; o
\ Asporulate Peptostreptococcus productus ~ Clostridium § & ¢13Uvoel

Roseburia cecicola SPp- g Zg:’;gi ailiom
Ruminococcus torques ¢
Streptococcus hansenii ! g Z c;erj/;lngens type A/B/C/D/E

Obrazek ¢. 5 — piehled bakterialnich druht fadicich se do klostrididlniho klastru XIVa a
IV. Druhy Clostridium produkujici sekundarni zlu¢ové kyseliny a patogenni druhy Clostridium
(Guo et al. 2020) — pozn.: volné ptelozeno z anglictiny.

Klostridie produkuji enzymy, diky kterym jsou schopné rozkladat nestravené
polysacharidy a oligosacharidy za produkce SCFA, jejichz pfitomnost je ve stievech dulezita k
udrzeni homeostazy. Cast druhi Clostridium je schopna produkovat toxiny a byt patogenni,
nicméné vétsina klostridii zije se svym hostitelem v komenzalnim vztahu. Bakterie Clostridium
spp. nejsou ve stitevech nahodné rozptyleny, nybrz jsou pfevdzné koncentrovany v oblastech
mezi zahyby sliznice vzestupného tlustého stfeva, zatimco lumen stfev je pocetné bohaty na
celedé Bacteroidaceae, Enterococcaceae a Lactobacillaceae (Nagano et al. 2012).

Klostridie za neptiznivych podminek tvoii metabolicky utlumené a vysoce odolné formy
zvané endospory, které jim umoziuji tyto nehostinné podminky piezit. Mezi vnéjsi stresory,

40



které proces sporulace mohou vyvolat, se fadi napt. extrémni teploty, vlhkost, nedostatek zivin,
nizké pH, kyslik, antibiotika, UV zafeni ¢i jejich vzajemna kombinace. Proces germinace
predstavuje navrat do vegetativniho stadia bakterialni buiiky, kterd je indukovana pfitomnosti
germinantt v prostiedi, jimiZ jsou napiiklad ziviny (Egan et al. 2021). Sporulujici bakterie se
diky své odolnosti snadno §ifi v prostiedi, kdy dochazi k ptenosu mezi rozdilnymi ekologickymi
nikami a ¢asté vyméné mezi organismy véetné ¢lovéka (Tetz a Tetz 2017). Bylo zjisténo, Ze
schopnosti tvofit endospory je vybaveno 50-60 % stfevnich bakteridlnich rodld (Appert et al.
2020), coz reprezentuje zhruba 30 % celkové stievni mikrobioty. Schopnost sporulace v rdmci
lidské stfevni mikrobioty byla zjisténa napfi¢ celedémi Clostridiaceae, Lachnospiraceae a
Bacillaceae (Egan et al. 2021).

3.5.1 Kolonizace klostridiemi

Klostridie se fadi mezi prvotni bakteridlni kolonizatory stieva novorozence, jejich
ptitomnost ve stolici miizeme detekovat jiz béhem prvniho tydne Zivota, kdy se jedna ptedevs§im
0 Clostridium butyricum (C. butyricum), Clostridium paraputrificum (C. paraputrificum) a Cl.
difficile (Guo et al. 2020). V ramci charakteristiky fekalni sporobioty zdravych kojencti byly
s vysokou frekvenci identifikovany také druhy Clostridium tertium, Clostridium symbiosum
a Clostridium ramosum. Mezi vzacné identifikovany druhy se naopak fadi Enterocloster
bolteae, Clostridium baratii a Clostridium jeddahense (Ingribelli et al. 2023).

VEtsi mnozstvi a Cast€jsi vyskyt jmenovanych druhd, spoleéné s C. tetrium, byl
pozorovan prvni mésic po narozeni u déti krmenych kojeneckou vyZzivou oproti détem kojenym
matefskym mlékem (Tonooka et al. 2005). Kojeni jedinci prokazuji celkové nizsi stupen
kolonizace klostridiemi v porovnani s témi krmenymi kojeneckou nahradni vyzivou (Albenberg
& Wu 2014). Znatelny vliv ma rovnéz zptisob porodu, kdy u déti narozenych pomoci cisaiského
fezu byl zaznamenam b&hem prvnich Sesti mésica zvyseny vyskyt Clostridium g4 a Cl. difficile
(Lee et al. 2016). Béhem prvniho tydne zivota dochazi k postupnému vycerpani kysliku ve
stitevech novorozence, coZ umoZiiuje osidleni anaerobnimi bakteriemi, mezi které rovnéz patii
Clostridium spp. (Alipour et al. 2018).

Nicméné neni jisté, zda jsou vSechny klostridie schopné dlouhodobé kolonizovat
prostiedi stiev. Piikladem muze byt druh C. butyricum, u kterého v ramci vyzkumu doslo pouze
k vykli¢eni a rastu, avSak nikoli k osidleni stiev zkoumaného organismu (Guo et al. 2020).

3.5.2 Pozitivni vliv Clostridium spp. na zdravi

Komenzalni druhy klostridii interaguji s dalSimi mikroorganismy stfevniho prostfedi a
poskytuji specifické a esencialni funkce, kterymi pfispivaji k udrZeni stfevni homeostazy.
Stalost prostedi ovliviiuji pfimo pisobenim na buiiky imunitniho systému a nepiimo skrze
produkty metabolismu (Guo et al. 2020).

3.5.2.1 Pfimy vliv na bunky imunitniho systému

Stfevni epitelidlni bunky pfedstavuji prvni linii styku mezi hostem a stfevni mikrobiotou.
Tato jednovrstva bunécna sténa pokrytd hlenovou vrstvou vykonava dualezitou preventivni
bariérovou funkci zabranujici adhezi a invazi stievnich bakterii a zaroven podporuje
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koexistenci mezi stfevni mikrobiotou a hostem. Fyziologicky stav stfevnich epitelialnich
bunék, spolecné s celistvosti a vyvojem celé stfevni bariéry, se odviji od tohoto vztahu. Spravné
regulovana odpovéd’ na ptfitomnost stfevnich mikroorganismu a jejich metabolith je dilezitym
aspektem ve zdravi Clovéka (Korecka et al. 2013). Intraepitelidlni lymfocyty a bunky
produkujici imunoglobulin A hraji v tlustém stievé dulezitou roli pfi utvafeni odpovidajici
imunologické odpovédi vyvolané pozienymi antigeny ¢i patogeny. Klostridie podporuji rozvoj
téchto buné¢k skrze produkci SCFA a sekundarnich zluCovych kyselin, jejichz hladinu néasledné
zaznamendavaji epitelové bunky, které v navaznosti na danou koncentraci zahajuji
imunologickou signalizaci (Lopetuso et al. 2013).

Regulacni T buiiky patfi mezi nejvyznamnéjsi regulacéni bunky v lidském téle, které
sehravaji roli v udrzovani stfevni homeostazy, kontrole zanétlivych reakci a zachovani
tolerance vuci stfevni mikrobioté. V rameci lidského téla jich je nejvice zastoupeno ve stievni
bariéte, konkrétné ve vrstvé lamina propria. Toto uspofaddni naznacuje, Ze sttevni mikrobiota
ma vliv na jejich akumulaci a funkci. Vyzkumy naznacuji, ze pravé bakterialni druhy
klostridialnich klastri XIVa a IV vykazuji vyznamny vliv na hromadéni T buné€k. U pacientl s
diagnostikovanou Crohnovou nemoci byl zaznamendm vyrazné niZ§i pocet bakterii
klostridialnich klastrt XIVa a IV, kde se jednalo piedevsim o F. prausnitzii. Naopak tomu bylo
u experimentalnich modelt se zvySenym mnozstvim bakteridlnich druht jmenovanych klastrt,
u kterych doslo k resistenci vici alergiim a stfevnim zanétim (Atarashi et al. 2011; Lopetuso
et al. 2013).

3.5.2.2 VIiv produkti metabolismu

Klostridialni druhy jsou chemoorganotrofni bakterie, které v lidském stfevé fermentuji
predevsim nestravené polysacharidy za produkce SCFA a dalSich latek, ze kterych ma vétSina
pozitivni vliv na zdravi sttev (Guo et al. 2020). Vyprodukované metabolity slouzi jako dulezity
zdroj energie pro epitelialni bunky, rovnéZ maji rozmanité regula¢ni schopnosti a vykazuji vliv
na fyziologii hosta a jeho imunitu. Jednd se predev§im o acetat, propionat a butyrat, ktery
zastava nejvyznamngéj$i funkci (Appert et al. 2020).

Butyrét je hlavnim produktem fermentace u mnoha klostridii (Durre 2014). Vétsina
butyratu vznika z karbohydrati skrze glukozu, po které nésleduje pfeména acetylu-CoA na
butyryl-CoA. Tvorba butyratu z butyryl-CoA je mozna dvéma cestami, které se odlisuji
zuCastnénymi enzymy a vstupnimi latkami. Prvni cesta potfebuje pro tvorbu butyratu exogenni
acetat a probiha za Gcasti enzymu butyryl CoA:acetat CoA-transferazy. Tato cesta je vyuZivana
85 % butyrat produkujicimi bakteriemi sttevni mikrobioty dospélého ¢loveéka, mezi které se
fadi naptiklad F. praustnizii nebo Roseburia spp.. Druhd cesta produkce butyratu zahrnuje
enzymy fosfotransbutyryldzu a butyrat kinazu a je vyuZivdna endosporulujicimi bakteriemi
Clostridium sensu stricto, jimiz se mysli napiiklad C. butyricum a C. paraputrificum, a take
bakteriemi z Celed¢ Peptostreptococcaceae, zahrnujici naptiklad Cl. difficile (Appert et al.
2020). Pro prosperitu butyrat produkujicich bakterii jsou rovnéz dulezité ostatni produkty
fermentace, zejména jiz zminény acetat, jenz je produkovan vétSinou stievnich bakterii, ale také
laktat, ktery je metabolitem probiotickych bifidobakterii a bakterii mlééného kvaSeni. Oba tyto
metabolity mohou byt vyuZzity jako substrat pro tvorbu butyratu a podporovat riist butyrat
produkujici populace (Fu et al. 2019).
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Bakterie schopné produkovat butyrét jsou rozeseté napfic¢ nékolika klostridialnimi
zahrnujici Roseburia spp. Butyrat je hlavnim zdrOJem energie pro kolonocyty, ktery ptimo
ovliviiuje jejich rtst a diferenciaci. Zaroven piispiva k udrzeni stitevni homeostazy, kdy presny
mechanismus akce neni zcela objasnén, nicméné ma se za to, Ze butyrat ovliviiuje funkci bun¢k
skrze regulaci exprese genﬁ Ukézalo se, Ze zastava dilezitou roli pfi modulaci imunitni a
butyrat inhibuje nuklearnl faktor kappa B (NF-kB), ktery kontroluje expresi gent kOdu]lClCh
informaci pro prozanétlivé cytokiny, enzymy indukujici zanét, adhezni molekuly, rastové
faktory, proteiny teplotniho Soku a imunitni receptory. Ochranou funkci stievni bariéry
podporuje butyrat stimulaci produkce hlenu, jehoz vrstva chrani stievni epitel proti sttevnim
patogentim. Navic moduluje expresi proteint tésnych spojli, ¢imz se minimalizuje mezibunécna
propustnost. Podpora funkce stfevni bariéry butyratem je znazornéna na obrazku ¢. 6. Butyrat
ma funkci jako antioxidant, redukuje oxidativni stres vyvolany zanétem tlustého stieva, ktery
muze souviset s narusenim stfevni bariéry nebo muze byt ptiznakem rakoviny. Nékolik studii
poukézalo na spojitost mezi prevenci kolorektalniho karcinomu a butyratem, jenz je schopen
indukovat buné¢nou apoptozu a zastavit bunécny cyklus. Dle poslednich vyzkumu by se mohl
butyrat navic podilet na snizovani nadvahy ¢lovéka a zvySeni senzitivity k inzulinu (Leonel a
Alvarez-Leite 2012; Fu et al. 2019).

Nerozpustna, fermentovatelna dietni
vlaknina, cilici na butyrogenni bakterie
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Obrazek ¢. 6 — podpora funkce stievni bariéry skrze butyrat produkujici bakterie. Pouzité
zkratky: EEC — enteroendokrinni burika (enteroendocrine cell), GLP-1 — glukagonu podobny
peptid-1 (glucagon-like peptide-1), GPCR — receptor spfazeny s G proteinem (G protein-
coupled with receptor), HDAC — histon deacetylaza (histone deacetylase), PYY — peptid YY
(peptide YY) (Cantu-Jungles et al. 2019) — pozn.: volné pielozeno z anglictiny.
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3.5.3 Patogenni klostridie

Klostridie maji bezesporu mnoho pozitivnich G¢inkd na zdravi ¢lovéka, avsak nekteré
druhy vykazuji zna¢nou patogenitu. Jedna se piedevsim o CI. difficile, C. perfringens a
Clostridium botulinum (C. botulinum) (Guo et al. 2020).

Cl. difficile je celosvétové jednim z nejcastéjSich puvodct nozokomialniho prijmového
onemocnéni. Nachylnost k infekcim zpusobenych CI. difficile se zvySuje hospitalizaci,
dlouhodobym pobytem ve zdravotnim zafizeni, ale pfedevSim uzivanim Sirokospektralnich
antibiotik, kterd narusuji slozeni a fungovani stievni mikrobioty, coz ma za nasledek snizeni
schopnosti pacienta branit se kolonizaci riznymi patogeny (Kochan et al. 2018). Vegetativni
forma CI. difficile produkuje dva toxiny, toxin A a toxin B. Toxin A ptisobi pfedevs§im na stievni
epitel a zpusobuje sekreci tekutin, zanét a nekrdzu tkan€, zatimco toxin B ucinkuje jako
potencionalni cytotoxin (Heinlen & Ballard 2010).

C. perfringens je bakterie vyskytujici se ptedevsim v pudé, v travicim traktu lidi a zvitat.
C. perfringens produkuje ¢tyfi druhy toxint (o, B, €, 1) a nékteré enterotoxiny, na zakladé
jejichz tvorby se C. perfringens déli do péti skupin (A az E), z nichz nejcastéji se vyskytujicim
patogenem u c¢lovéka je typ A (Ohtani & Shimizu 2016). U lidi i zvifat zpusobuje fadu
zavaznych systémovych a sttevnich chorob, mezi které se fadi plynova gangréna (klostridialni
myonekroza), otrava jidlem, prijem a enterokolitida (Kiu & Hall 2018).

C. botulinum vytvaii vysoce silny neurotoxicky jed botulotoxin zptisobujici onemocnéni
potravinovy, kojenecky a ranny botulismus. Potravinovy botulismus je zpiisoben pozienim jiz
vzniklého toxinu v potraving, ¢imz se lisi od kojeneckého a raného botulismu, v jejichz ptipadé
vznika toxin in situ. Spory C. botulinum mohou byt obsazeny v medu, proto by nemél byt
konzumovan détmi mladSimi prvniho roku. Takto mladé déti nemaji dostatecné vyvinutou
sttevni mikrobiotu, ktera by pomnozeni C. botulinum ve stfevnim prostfedi zabranila.
Symptomy botulismu jsou piedev§im neurologické a mizou vést az k paralyze dychaciho a
srdeéniho svalu (Arnon et al. 1979; Peck et al. 2011).

Mezi dalsi patogenni druhy klostridii se fadi C. butyricum, C. tetrium a C. paraputrificum,
Které jsou spojovany se vznikem nekrotizujici enterokolitidy u ptedCasné narozenych
novorozenct (Guo et al. 2020).

3.6  Antimikrobialni aktivita bifidobakterii vaci klostridiim

Stievni dysbioza, ktera miize nastat napt. po terapii antibiotiky ¢i u pfedcasn¢ narozenych
déti s velmi nizkou hmotnosti, miZe vyustit ve vznik infekénich a zanétlivych onemocnéni
zazivaciho traktu, na kterych se nezfidka kdy podili patologické druhy klostridii. V ptipadé
patologického stavu NEC, jehoz vznik je velmi nebezpecny zejména pro predcasné narozené
déti, byl n€kolika studii poukazan vliv C. butyricum na jeho propuknuti (Cassir et al. 2015; Sato
et al. 2018). Infekéni pri¢innou prijmu zpusobeného uzivanim antibiotik (AAD, antibiotic-
associated diarrhea) je pfedevsim Cl. difficile a v mensi mife také C. perfringens (Asha et al.
2006). Studie ukazaly, ze uZivani probiotik muZze vést v obou piipadech ke zmirnéni stavu
(Newberry 2012; Lau & Chamberlain 2015). Mechanismus ucinku, ktery se lisi v zavislosti na
pouzitém probiotickém kmeni, nicméné neni zcela objasnén. Tato ¢ast prace se vénuje piehledu
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studii, které se zabyvaly antimikrobidlnim pasobeni bifidobakterii viici patologickym druhtim
Klostridii.

Vroce 2016 testovali Valdés-Varela et al. in vitro potencial kmend B. longum
IPLA20022, B. breve IPLA20006, B. bifidum IPLA20015 a B. lactis Bb12 pro inhibici ristu a
toxicity CI. difficile nariznych zdrojich uhliku, konkrétné¢ na glukéze, inulinu a dvou
komer¢nich prebiotickych piipravcich, jednom obsahujici inulin a oligofruktozu a druhém
obsahujici FOS s kratkym fetézcem. Mnozstvi klostridii a bifidobakterii bylo kultivaci
stanoveno pomovi kvantitativni polymerazové fetézové reakce (QPCR, real-time polymerase
chain reaction). Dale bylo stanoveno pH a hladina SCFA. Vyrazné sniZeni rust patogenu bylo
pozorovano u kultivace spole¢né s B. longum IPLA20022 a B. breve IPLA20006 v ptitomnost
SCFA. Tyto kmeny vykazovaly rovnéz vétsi snizeni toxicity Cl. difficile (Valdés-Varela et al.
2016).

V roce 2019 testovali Monteiro et al. 2019 in vitro antimikrobialni aktivitu B. longum
ATCC 15707 nékterych fekalnich izolatti od novorozenct, které zahrnovaly izolaty B. longum,
B. lactis a B. bifidum vuci Clostridium spp. Studie se rovnéz zabyvala vlivem nékterych
referen¢nich kment laktobacili. Antimikrobialni aktivita byla hodnocena agar6zovym spot
testem, ve kterém byla naméfeny inhibi¢ni zény v ptipadé vSech bifidobakteridlnich kment
kromé& B. lactis. Zaroven byla antimikrobialni aktivita prokazovana pomoci testu inhibice
produkce plynu u C. butyricum, kdy v jednom piipadé bylo médium doplnéno o fosfatovy pufr,
Ktery v pfipadé pozitivniho vysledku ptisobeni probiotik vylu¢oval vliv kyselého pH na aktivitu
Klostridii. Inhibici produkce plynu prokazovali bez i s pufrovanym médiem B. animalis a B.
longum ATCC 15707, bez neutraliza¢ni slozky puasobil inhibi¢né i B. bifidum. Studie timto
poukézala na fakt, Ze na inhibici klostridii se mohou podilet i jiné molekuly nez SCFA, a ze
pozorovana antimikrobialni aktivita se odviji od pouzité metody testovani (Monteiro et al.
2019).

Dalsi studie se vénovala antimikrobialni aktivité¢ B. infantis CECT7210 za ptitomnosti
oligosacharidd, tedy synbiotické smési, proti nékolika patogenum vcetné Cl. difficile.
Synbiotickd kombinace B. infantis CECT7210 s GOS, nebo se smési obsahujici GOS,
prokézala schopnost inhibice CI. difficile v kokultuie (Ruiz et al. 2020).
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4 Metodika

4.1 Cil metodiky

Cilem metodické prace bylo pozorovat interakce bifidobakterialnich a klostridialnich
kment na dvou urovnich testovani, které se od sebe liSily komplexnosti a sloZitosti systému.

Prvni Groven experimentu byla testovana in vitro, ve které byla testovana antimikrobialni
interakce probiotickych kmeni bifidobakterii (zivé kultury, parabiotik a metabiotik) vuci
Klostridialnim kmendm izolovanych ze vzorku stolice pivodem od kolitickych déti. V tomto
ptipadé se jednalo o interakci pouze dvou mikroorganismi, ¢i produktil jejich metabolismu
nebo bunécnych komponenti mezi sebou, a to bez vzajemného pusobeni odlisnych
mikroorganismu ¢i jinych faktort. Do ¢asti in vitro testovani bylo rovnéz zahrnuto stanoveni
fermentacniho profilu vybranych klostridialnich druht, které bylo testovano pomoci testu pro
biochemickou identifikaci anaerobi API 20 A a AP1 50 CHL. Médium API 50 CHL bylo také
pouzito pro stanoveni schopnosti utilizace 2°FL a L-fukdzy.

Druha ¢ast testovani byla uskute¢néna na ex vivo trovni. Zjednodusena simulace zapojeni
mikrobioty stolice kojence a jejich dalsich komponent byla vytvofena subkultivaci (pojmem
subkultivace je v tomto piipadé chapan jako predstupen kultivace ¢i analyzy vzorku, pii kterém
dochézi Kk ristu a mnozeni sledovanych mikroorganismu pti stanovené teploté) kojeneckého
kolitického fekalniho vzorku s bifidobakteriemi z probiotického ptipravku. Vznikly
experimentalni systtm byl rovnéz obohacen o zdroj uhliku ve formé matetského mléka ¢i
nahradni kojenecké vyzivy. Timto zpisobem byl vytvofen komplikovangjsi systém, v némz
byly interakce mezi sledovanymi bakteriemi ovlivnény dalSimi faktory, napt. schopnosti
utilizovat odliSné substraty ¢i pisobenim okolni mikrobioty. Pro jednodussi orientaci
V jednotlivych urovnich experimentalni ¢asti prace bylo vytvofeno schéma, které je zobraveno
na obrazku ¢. 7.
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Obrazek ¢. 7 — schéma zachycujici jednotlivé formy testovani, které jsou zahrnuty v
experimentalni ¢asti prace.
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4.2 Metodika odbéru vzorku a informace o darcich

4.2.1 Vzorky stolice

Cerstvé vzorky stolice (zhruba 1 g) byly sterilné odebirany ve stanovenych intervalech
matkou ditéte do pfedem pfipravenych a zvazenych zkumavek s médiem obsahujici glycerol a
sklenéné perly (uréené pro budouci homogenizaci). Odebrané vzorky byly ihned zamrazeny.
Nésledna manipulace a transport byly provadény na ledu. VSechny uvedené analyzy vzorka
stolice ditéte byly provedeny s informovanym souhlasem zakonnych zastupci ditéte. Odbéry a
nasledné zpracovani vzorkd probshlo podle metodiky schvéalené Etickou komisi CZU
s referen¢nim Cislem 06/2022.

Vzorky stolice ur¢ené k analyze pochazely od déti, které byly porozeny vaginalné nebo
chirurgicky, v fadném terminu a krom béznych kojeneckych kolik netrpély zadnymi zjevnymi
zdravotnimi obtizemi.

4.2.2 Vzorky materského mléka

Cerstvé vzorky matefského mléka byly odebirany kojici matkou do péti sterilnich sacki
Vv prub¢hu 8 dni (bfezen 2023). Z jejich obsahu byly pfipraveny smésné vzorky, jimiz byly
naplnény 15 ml centrifugacni tuby se Sroubovacim vickem. Vzorky mléka byly podrobeny
pasteraci pfi teploté 62,5 °C po dobu 30 minut. Tepelné oSetfené vzorky ve zkumavkach byly
zchlazeny, nalezit¢ oznaceny a nasledn¢ skladovany v mrazaku pfi teploté -22 °C.

4.3  Priprava medii, bakterialnich kultur, parabiotik a metabiotik

4.3.1 Priprava médii

Pro ucely kultivace, izolace a uchovavani bakterialnich kultur, a také pro tc¢ely samotného
testovani bylo potieba piipravit fadu riznych typu médii. Jednotlivé typy pouzitych médii,
jejich slozeni a pfiprava je popséana v nésledujicich podkapitolach.

4.3.1.1 Wilkins-Chalgren Anaerobni bujon se sGjovym peptonem

Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon je pouzivan pro tcely izolace, kultivace a pro ucely
testovani citlivosti Siroké Skaly anaerobnich mikroorganismu. Pro ucely této prace byl pouzit
pro izolaci a kultivaci anaerobnich mikroorganismii, konkrétné bifidobakterii a klostridii.
Wilkins-Chalgren Anaerobni bujon byl modifikovan o sojovy pepton a dalsi nize uvedené
komponenty (dale jako ,,WSP bujon‘), ktery podporuje rist anaerobnich a dalsich bakterii.

Dehydratované médium a dalsi sypké slozky byly odvazeny na automatickych vahach
(Kern). Tekuté slozky byly odméfeny pomoci injekéni stiikacky. Mnozstvi jednotlivych slozek
pro piipravu 1 1 média je uvedeno v tabulce ¢. 5. Veskeré slozky byly smichany s odpovidajicim
objemem destilované vody (dH20). Obsah byl michan pomoci magnetického michadla
s ohfevem (Stuart CB162) dokud nedoslo k Gplnému rozpusténi vsech slozek. Nasledné byla
provedena Uprava pH pomoci 0,1 M roztoku NaOH (Lach-Ner) na hodnotu pH 7,2. Kyselost
roztoku byla stanoveno pH indikatorovymi papirky (Macherey-Nagel). Médium bylo
rozdavkovano po 9 ml pomoci automatické davkovaci pipety (Eppendorf Multipette E3) do
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sklenénych zkumavek s gumovou zatkou a Sroubovacim vickem umisténych ve stojanky.
Zkumavky naplnéné médiem byly vlozeny do vodni lazné s teplotou vody 90 °C, kde byly
ponechany po dobu 10 minut. Nasledné byl z WSP bujonu vytésnén kyslik ptisobenim COs,.
Byl pouzit potravinatsky CO., proto pied pouzitim prochazel plyn kolonou s horkou médénu
vyplni, ktera byla zredukovana pomoci Hz, aby doslo ke zvySeni jeho ¢istoty. Zkumavky byly
ithned po vytésnéni kysliku z objemu utésnény gumovou zatkou a uzavieny Sroubovacim
vickem. Piipravené zkumavky s WSP bujonem byly sterilovany v elektronickém stolnim
autoklavu (Tuttnauer 2840EL) na program ,,roztoky*, pti kterém jsou roztoky sterilovany pti
teploté 121 °C po dobu 15 minut.

Tabulka ¢. 5 — Wilkins-Chalgren Anaerobni Bujon se sdjovym peptonem.

SlozZeni Na 1000 ml dH,O

Wilkins-Chalgren Anaerobni Bujon (Oxoid) 339
Sojovy pepton (Oxoid) 5¢g

L-cystein monohydrat (Sigma-Aldrich) 054
Polysorbat 80 (Sigma-Aldrich) 1ml

4.3.1.2 Chudé médium

Chudé médium, které se pouziva pro stanovovani ristovych kiivek bakterii, bylo v tomto
ptipadé pouzito pro ucely subkultivace fekalni mikrobioty kojenct spolu s probiotickymi
kmeny bifidobakterii v ex vivo experimentalni ¢asti.

Dehydratované médium a dalsi sypké slozky byly odvazeny na automatickych vahach.
Tekuté slozky byly odméfeny pomoci injekéni stiikacky. Mnozstvi jednotlivych slozek pro
ptipravu 1 1 média je uvedeno v tabulce ¢. 6. Veskeré slozky byly smichany s odpovidajicim
objemem dH20. Obsah byl michan pomoci magnetického michadla s ohfevem, dokud nedoslo
K aplnému rozpusténi vSech slozek. K chudému médiu byla piidana kyselina octové (KO)
(99,7 %, Sigma-Aldrich) v poméru 100 ul kyseliny na 100 ml média. Nasledny postup
odpovidal postupu piipravy WSP bujonu (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon
se sdjovym peptonem).

Tabulka ¢. 6 — Chudé médium.

SloZeni Na 1000 ml dH,O

Trypton (Oxoid) 10¢
Zelatinovy pepton (Sigma-Aldrich) 10g
Kvasnicovy extrakt (Oxoid) 5¢g
Chlorid sodny (Lachema) 5¢
L-arginin (Sigma-Aldrich) 1lg
Heamin (Sigma-Aldrich) 0,005¢
Menadion (Sigma-Aldrich) 0,0005 g
Pyruvat sodny (Lachema) 1lg
L-cystein hydrochlorid monohydrat 059
Polysorbét 80 1ml
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4.3.1.3 Redici médium

Dehydratované médium a dalsi sypké slozky byly odvazeny na automatickych vahach.
Tekuté slozky byly odméfeny pomoci injekeni stiikacky. Mnozstvi jednotlivych slozek pro
ptipravu 1 1 média je uvedeno v tabulce ¢. 7. Veskeré slozky byly smichany s odpovidajicim
objemem dH>0. Obsah byl michan pomoci magnetického michadla s ohfevem, dokud nedoslo
Kk aplnému rozpusténi vSech slozek. Nasledny postup odpovidal postupu ptipravy WSP bujonu
(viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon se séjovym peptonem).

Tabulka ¢. 7 — fedici médium.

SloZeni Na 1000 ml dH:O

Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 5¢0

Trypton 59
Kvasnicovy extrakt 2549
L-cystein monohydrat 0,259
Polysorbat 80 0,5ml

4.3.1.4 Cooked Meat Médium

Cooked Meat Médium (CMM) (Oxoid) bylo pouzito pro uchovavani anaerobnich
endospory tvoricich bakterii. Na automatickych byl odvazen 1 g dehydratovaného média.
Navazka byla pifevedena do vialek, do kterych bylo nasledné¢ pomoci automatické davkovaci
pipety odméfeno 9 ml dH>O. Médium bylo ponech&no v l&zni s vodou o teploté 90 °C a po
dobu 10 minut. Po uplynuti stanovené doby bylo v médiu vytvofeno anaerobni prostiedi
pomoci pieéisténého CO2 (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon se s6jovym
peptonem). Vialky byly utésnény septem a hlinikovym vickem. Pfipravené vialky s CMM
médiem byly dvakrat sterilovany v elektronickém stolnim autoklavu na program ,,roztoky*, pti
kterém jsou roztoky sterilovany pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut.

4.3.1.5 Bifipufr

Bifipufr byl pro ucely této prace pouzit pro piipravu bakterialnich suspenzi. V kombinaci
s glycerolem byl pouzit pro uchovavani bakterii v teplotach pod bodem mrazu. Do sklenénych
laboratornich lahvi se zavitem bylo odméfeno potiebné mnozstvi dH2O. Pro variantu
s glycerolem bylo k dH20 rovnéz pomoci sérologické pipety odméfeno potiebné mnozstvi 95%
glycerolu. Sypkeé slozky byly navazeny na laboratornich vahach a nasledné pievedeny do tekuté
slozky. Mnozstvi jednotlivych slozek na 100 ml dH20 je uvedeno v tabulce ¢. 8. Laboratorni
lahve byly ponofeny do vrouci lazné, ve které byly ponechany do doby, nez doslo k rozpusténi
veskerych sypkych slozek. Nasledné bylo v médiu vytvofeno anaerobni prostfedi pomoci
precisténého CO: (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon se sojovym peptonem).
Lahve byly utésnény pomoci septa a hlinikového Sroubovaciho uzavéru. Médium bylo
sterilovano v tlakovem hrnci (Tefal) po dobu 1 hodiny.
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Tabulka ¢. 8 — bifipufr s glycerolem.

SloZeni Na 100 ml dH.O |
Glycerol 95 % (VWR Chemicals) 110 ml
K2HPO, (Lachema) 0,12 g
KH2PO4 (Lachema) 0,039
L-cystein hydrochlorid monohydréat 0,059

4.3.1.6 Wilkins-Chalgren Anaerobni agar se sdjovym peptonem

Wilkins-Chalgren Anaerobni agar je povazovan za univerzalni médium urc¢ené pro rust
anaerobnich bakterii a pro ucely testovani citlivosti na antimikrobialni latky. Podobn¢ jako do
WSP bujoénu, byl do agarové obdoby ptfidan s6jovy pepton a dal§i komponenty uvedené nize
(déle jako ,,WSP agar®).

Dehydratovany agar a dalsi sypké slozky byly odvazeny na laboratornich vahach. Tekuté
slozky byly odméfeny pomoci injekéni stiikacky. Mnozstvi jednotlivych slozek pro piipravu 1
| média je uvedeno v tabulce ¢. 9. Veskeré slozky byly smichany s odpovidajicim objemem
dH20 v Erlenmayerové baiice, ktera byla nasledné utésnéna hlinikovou folii. Médium bylo
rozvafeno a sterilovano v tlakovém hrnci po dobu 1 hodiny. Sterilni média byla umisténa do
vodni 1azné vytemperované na 51 °C.

Tabulka ¢. 9 - Wilkins-Chalgren Anaerobni agar se s6jovym peptonem.

SloZeni Na 1000 ml dH20

Wilkins-Chalgren Anaerobni Agar (Oxoid) 43¢
Sojovy pepton 50

L-cystein hydrochlorid monohydrat 059
Polysorbét 80 1ml

4.3.2 Priprava bakteriélnich kultur

Pro ucely testovani antimikrobialni aktivity a stanoveni fermenta¢niho profilu byly
pouzity Cerstveé narostlé bakterialni kultury. Dohromady byly pro testovani pouZity dva kmeny
Bifidobacterium spp. a devét kment Clostridium spp. Veskeré nasledujici kroky byly
provedeny asepticky za ptitomnosti kahanu.

Bifidobakterialni kmeny byly izolovany ze dvou odlisnych probiotickych pripravki, které
jsou volné dostupné na trhu v Ceské republice, a které jsou uréeny jako doplnék stravy pro
kojence od narozeni. Jednalo se o kmeny B. lactis Bb-12 a B. breve BR03. Kmeny byly
uchovavany zmrazené ve sklenénych vialkdch s bifipufrem a glycerolem (5 ml bifipufru
s glycerolem na 9 ml bakterialni kultury) pii teploté -22 °C. V ptipadé potieby Cerstvé kultury
byly vialky s bakterialni kulturou ponechany pii pokojové teplot¢ do doby roztati.
Z rozmrazené a promichané kultury na vortexu (Stuart SA8) byl pomoci injekéni stiikacky
odebran piiblizné 1 ml objemu, kterym byl inokulovadn anaerobni WSP bujon obsazeny
v uzaviratelné zkumavce. Néasledna kultivace probihala pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Po
uplynuti doby kultivace byla pomoci svételného mikroskopu s metodou fazového rozliseni
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(Nikon Eclipse E200) na zakladé morfologie a Zivotnich projevii bunék zkontrolovana ¢istota
bakterialni kultury. V piipadé Cistoty a fadného naristu bakterialni kultury byl kmen pouzit pro
nasledujici ucely testovani.

Klostridialni kmeny pouzité pro ucely testovani byly izolovany ze stolice kojencu. Jejich
ptehled je uveden v tabulce ¢. 10. Kojeneckeé kmeny klostridii byly uchovavany v CMM médiu
ve sklenénych vialkach. V ptipad¢ potieby Cerstvé kultury bylo odebrano ptiblizné 0,5 ml
CMM média s obsazenou kulturou, kterym byl nasledné inokulovan anaerobni WSP bujon
obsazeny v uzaviratelné zkumavce. Nasledujici kroky byly shodné s piipravou
bifidobakterialnich kultur.

Tabulka ¢. 10 — ptehled kojeneckych darcii vzorku stolice, ze kterych byly izolovany
klostridie pouzité pro ucely testovani in vitro. Stejné vzorky stolice byly pouzity pro metodu ex
vivo testovani. Pouzité zkratky: C. neonatale — Clostridium neonatale, C. Saccharobutylicum —
Clostridium saccharobutylicum.

Darce Clostridium spp. Déle také
jako
Kojenec C. butyricum CB BN
BN
Cl. difficile CD BN
C. perfringens CP BN
Kojenec C. saccharobutylicum CSB AZ2
AZ?2
Kojenec C. perfringens CP AZ1
AZl
Kojenec C. perfringens CP NK
NK
Kojenec C. perfringens CP NVz
NVz
Kojenec C. neonatale CN OK2
OK2
Kojenec C. perfringens Cpz
Z
Kojenec C. perfringens CPPB
PB

4.3.3 Priprava parabiotik a metabiotik

Parabiotika (biologicky aktivni bunécné struktury) a metabiotika (supernatant obsahujici
metabolity dané bakteridlni kultury) byly pfipraveny pro ucely testovani antimikrobidlni
aktivity difazni jamkovou metodou. Pro jejich piipravu byly pouzity probiotické bakterialni
kmeny B. lactis Bb-12 a B. breve BRO03, které byly popsany v piedeslé podkapitole. Veskeré
kroky byly provedeny asepticky za ptitomnosti kahanu.
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Cerstvé a &isté bakterialni kultury, které byly inkubovany v uzaviratelnych zkumavkach
s WSP bujénem, byly za pomoci vortexu fadné promiseny. Obsah zkumavek byl asepticky
ptelit do 50 ml centrifugacni tuby, ze které byl nasledné rozdé¢len do tii 15 ml centrifugacnich
tub po 6 ml pomoci automaticke pipety (Eppendorf Reference 2). Pied kazdym dal$im odbérem
objemu 6 ml musel byt obsah tuby fadné promichan tak, aby doslo k rovnomérnému rozptyleni
slozek v celém objemu. Centrifuga¢ni tuby s kulturou byly odstfedény v centrifuze (Universal
320R Hettich Zentrifugen) pti 9 000 rpm po dobu 3 minut. Stejna hodnota rpm i doba
centrifugace byla pouzita i v nasledujicich krocich. Od tohoto bodu se jiz nésledujici kroky
ptipravy parabiotik a metabiotik lisi.

4.3.3.1 Metabiotika

Vznikly supernatant byl automatickou pipetou asepticky pfeveden do 5 ml zkumavek
typu Eppendorf. Zkumavky s metabiotiky byly nasledné uzavieny, nalezit¢ oznaCeny a
uchovavany zmrazené pii teploté -22 °C. Pro ucely testovani byla metabiotika rozmrazena pfi
pokojové teplote.

4.3.3.2 Parabiotika

Supernatant byl slit a vznikla peleta byla rozptylena pomoci opakovaného nasati a
vypusténi objemu injekéni stiikackou v 6 ml bifipufru. Obsah zkumavek byl pieveden do
zkumavek o objemu 25 ml typu Eppendorf, které byly pouzity pro nasledny proces sonikace,
jenz byl uskute¢nén pomoci ultrazvukového homogenizatoru (Bandelin Electronic Sonoplus
HD 2070). Doba sonikace byla stanovena na 2 minuty pii maximalnim vykonu. Po dobu trvani
byla zkumavka umisténa v kddince s ledovou tfisti, ktera ochlazovala jeji obsah, ¢imz bylo
zabranéno denaturaci bilkovinnych komponent buné¢nych struktur. Nasledné¢ byl obsah
preveden do sterilni 15 ml centrifugacni tuby a odstfedén. Supernatant byl slit a peleta byla opét
rozptylena v 6 ml bifipufru. Promisené parabiotiku na vortexu bylo v objemu 5 ml ptevedeno
pomoci automatické pipety do 5 ml zkumavky typu Eppendorf. Zkumavky s parabiotiky byly
nasledné uzavieny, nalezité oznaCeny a uchovavany zmrazené pii teploté -22 °C. Pro ucely
testovani byla parabiotika rozmrazena pfi pokojové teploté.

4.4 In vitro testovani
4.4.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita bifidobakteridlnich kment, které byly izolovany ze dvou na
¢eském trhu voln¢ dostupnych probiotickych ptipravku pro kojence od chvile narozeni, byla
testovana vuci  klostridialnim  kmenti izolovanych ze stolice kolitickych kojenci.
Antimikrobialni aktivita byla testovana vici klostridialnim kmentim uvedenych v tabulce ¢. 10
vyjma druhu CP PB. Testovani bylo provedeno dvéma zptsoby — jamkovou difizni metodou
a modifikovanou spotovou metodou. Jamkovou difizni metodou byla testovana schopnost
zivych bifidobakteridlnich bun€k a z nich vytvofenych parabiotik a metabiotik inhibovat rist
Klostridii.
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Testovani antimikrobialni aktivity modifikovanou spotovou metodou byla testovana
schopnost inhibice rastu odlisnych druht klostridii skrze zivé bifidobakterialni bunky utvarejici
kolonie. Veskeré nasledujici kroky byly provedeny asepticky za pritomnosti kahanu.

4.4.1.1 Jamkova diflzni metoda

Pro testovani antimikrobialni aktivity jamkovou difdzni metodou byly pouzity Petriho
misek (PM) o priméru 90 mm. Spodni vicka PM byla oznacena tak, aby bylo pii vyhodnoceni
poznat o ktery klostridialni kmen se jednd, a jaka antimikrobialni suspenze byla pro testovani
pouzita. Do PM byl pomoci injek¢ni stiikacky pieveden 1 ml Cerstvé narostlé pomoci vortexu
promisené bakterialni kultury. Inokulat byl nasledné pomoci serologické pipety zalit 20 ml
WSP agarem. Obsah PM byl promichan jemnymi krouzivymi pohyby misky do obou stran tak,
aby doslo k rovnomérnému rozptyleni bakterialni kultury v kultiva¢nim médiu. Inokulované
médium bylo ponechano v klidu pti pokojové teploté tak dlouho, dokud nedoslo k jeho
zatuhnuti. Nasledné byly do zatuhnutého agaru pomoci sterilniho korkovrtu o praméru 11,25
mm vykrojeny obrysy jamek, jejichz obsah byl injekéni jehlou vybran z vykroje pry¢ mimo
PM. Do jamek bylo pomoci automatické pipety nadavkovano 40 pl vortexem promiseného
parabiotika, metabiotika ¢i Cerstvé narostlé bakterialni kultury. Na povrch agaru byl umistén
pomoci sterilni pinzety antibioticky disk s koncentraci norfoxacinu 10 pg (Oxoid), ktery béhem
vyhodnoceni slouzil jako kontrola. Takto pfipravené misky byly naskladany do kovového
stojanku a uloZeny do anaerostatu (Oxoid) s katalyzatorem (Oxoid) v némz bylo vytvotfeno
pomoci Gassing systému (Don Whitley Scientific) anaerobni prostfedi. Nasledna inkubace
probihala ptfi 37 °C po dobu 24 hodin. Vyslednd podoba PM pfipravené pro testovani
antimikrobidlni aktivity jamkovou difuzni metodu je zndzornéna na obrazku €. 8.

N Bifidobakterialni
15 D kultura/parabiotikum/
metabiotikum (40 pl)

ASh C AT Nofloxacin 10 pg

14e "ﬂﬁ WSP agajr (’20 ml)
+ klostridialni kultura
(2 ml)

A

Obrazek ¢. 8 — jamkova difuzni metoda.

Po uplynuti doby kultivace byl vyhodnocen vysledek testovani. Byla hodnocena
pfitomnost inhibi¢nich zon kolem jamek obsahujicich metabiotika, parabiotika ¢i bakterialni
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kultury. V ptipad¢ vyskytu inhibi¢ni zény, byl zméfen primér zony pomoci digitalniho
posuvného méfitka (Mitutoyo).

4.4.1.2 Modifikovana spotova metoda

Test antimikrobidlni aktivity modifikovanou spotovou metodou byl proveden ve dvou
krocich. Prvni krok spoéival ve vytvofeni agarové vrstvy inokulované Cerstvou bakterialni
kulturou o rizném stupni fedéni, u které byla stanovovana antimikrobiélni aktivita. Druhy krok
spocival v preliti prvni vrstvy agaru vrstvou druhou, ktera byla inokulovana cerstvou bakterialni
kulturou, vuci které byla antimikrobidlni aktivita testovana. Jednotlivé kroky byly rozlozeny
V Case tak, aby bylo docileno pozadovaného vysledku.

V prvnim kroku bylo potieba nafedit Cerstvé narostlou bifidobakterialni kulturu na
piislusna fedéni: 102, 104, 10, 107 a 10® KTJ/ml. Vzorek &erstvé bifidobakterialni kultury
predstavoval ,,0. fedéni®, ze kterého bylo pro zamysleny experiment nutné vytvoftit fedici fadu
do ,,8. fedéni“. 1. fedéni bylo promichano pomoci vortexu, aby doslo k rovnomérnému
rozptyleni sloZek. Injekéni stiikackou byl odebran 1 ml kultury, kterym bylo inokulovéano 1.
fedéni. Nadchazejici fedéni byla inokulovana vzdy 1 ml. Schéma fedéni je zndzornéno na
obrazku €. 9. Z kazdého fedéni bylo pomoci injekéni stiikacky pievedeno 0,5 ml do malé PM
0 praméru 60 mm. Inokulum bylo ptelito 5 ml WSP agaru vytemperovaného na 51 °C pomoci
sérologické pipety. Obsah PM byl promichan jemnymi krouZivymi pohyby misky do obou
stran, aby doslo k rovnomémému rozptyleni bakterialni kultury v agaru. PM byly umistény do
anaerostatu s katalyzatorem v némz bylo vytvofeno pomoci Gassing systému anaerobni
prostiedi. Nasledna inkubace probihala pti 37 °C po dobu 24 hodin.

meee ¥

1:10 1:100 11000 1:x
101 102 103 10*

Obrézek €. 9 — schéma zplisobu fedéni vzorku.

Po uplynuti 24 hodin byly PM vyndany z inkubatoru. Pouhym okem bylo posouzeno, zda
je mikrobidlni narlst pro testovani dostatecny, tzn. jestli jsou ve hmot€ i na povrchu agar vSech
fedéni pfitomny okem viditelné kolonie. V pfipadé, Ze byl nartist vyhodnocen jako dostatecny,
bylo pristoupeno k druhému kroku metody.

V druhé casti metody doslo k naneseni druhé vrstvy agaru, ktera byla inokulovana
bakterialnim kmenem, vici kterému byla testovana antimikrobialni aktivita. Do Erlenmayerovi
banky byl pfipraven sterilni WSP agar, ktery se nechal vytemperovat na 51 °C. Agar byl
nasledné¢ asepticky inokulovat pomoci injekéni stfikacky cerstvé narostlou klostridialni
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kulturou. Pro 20 ml média byla stanovena inokula¢ni davka 1 ml. Inokulum bylo krouzivymi
pohyby do obou stran rozptyleno v celém objemu. 5 ml zo¢kovaného agaru bylo odebréno
pomoci serologické pipety a opatrné, tak aby nedoslo k uvolnéni vzniklych bakterialni kolonit,
byl objem aplikovan na prvni vrstvu agaru. Tento krok byl proveden u vSech typt fedéni a
bifidobakterialnich kmend. PM byly opét umistény do anaerostatu s katalyzatorem v némz bylo
vytvoieno anaerobni prostfedi pomoci Gassing systému. Nasledna inkubace probihala pii 37
°C po dobu 24 hodin. ZjednoduSené schéma celého postupu je zobrazeno na obrazku ¢. 10.

Po uplynuti stanovené doby byl vyhodnocen vysledek testovani. Vyhodnocovala se
pfitomnost ¢i nepfitomnost inhibi¢nich zo6n vzniklych kolem bifidobakteridlnich kolonii.

N PN

—— —
w2.vrstva®
WSP agar (5 ml) + Klostridialni kultura (0,5 ml)
— ——— 24 h/37°C
WSP agar (5 ml) + Bifidobakterialni kultura
(102, 104,10%, 107 a 10%) (0,5 ml) . »l. vrstva®

Obrazek ¢. 10 — zjednodusené schéma postupu testovani antimikrobidlni aktivity
modifikovanou spotovou metodou.

4.4.2 Stanoveni fermentaé¢niho profilu

Zaucelem stanoveni fermenta¢niho profilu klostrididlnich kment byly pouzity dva druhy
biochemickych testa — APl 20 A a vlastni test vyuzivajici médium APl 50 CHL (oboji
BioMérieux). Pro test APl 20 A byl pouzit kompletni komeréni kit tvofeny 20
mikrozkumavkami obsahujicich odlisné dehydratované substraty a médium, které bylo soucasti
Kitu. Pomoci tohoto testu byl stanoven fermenta¢ni profil klostridialnich kment uvedenych
v tabulce ¢. 10 vyjma druhu CP PB. Médium naleZici k testu APl 50 CHL bylo pouzit pro
stanoveni schopnosti vybranych klostridialnich kmenti metabolizovat 2°FL, nebo L-fukdzu.
Tyto sacharidy slouzili v médiu jako jediny zdroj uhliku. Jako pozitivni kontrolu byla zvolena
D-glukoza, jejiz degradace byly schopny vSechny testované klostridialni kmeny (dle vysledka
testh API 20 A). Jako negativni kontrola bylo pouzito API 50 CHL médium bez ptidaného
substratu. Testované klostridialni kmeny (celkem 6 kment) byly vybrany na zakladé
fermentacniho profilu vychazejiciho z vysledku testu API 20 A.

Veskeré kroky byly provedeny asepticky za piitomnosti kahanu.

4.4.2.1 API 20 A test

1 ml Cerstvé narostlé klostridialni kultury ve zkumavce s WSP bujonem bylo pomoci
injekéni stiikacky ptevedeno do 1,5 ml centrifugaéni mikrozkumavky typu Eppendorf.
Bakterialni kultura byla centrifugovana pti 14 500 rpm po dobu 2 minut (Epperndorf 5424).
Vznikly supernatant byl slit a jeho zbytek na dné¢ mikrozkumavky byl odstranén pomoci
automaticke pipety. K peleté bylo nasledné pridano 0,5 ml bifipufru, v némz byla peleta pomoci
vortexu rozptylena. Veskera bakterialni suspenze byla pieveden pomoci automatické pipety do
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sklenéné ampule obsahujici médium APl 20 A, ve kterém bylo opakovanym nastim a
vypusténim automatickou pipetou zhomogenizovana. Testovaci prouzek testu API 20 A byl
vyjmut z obalu a poloZen na dno spodni ¢asti krytu, jenz byl piilozen k testu, a ktery byl zvlhéen
dH20 pomoci stii¢ky. Do kazdé mikrozkumavky s dehydratovanym substratem bylo injekéni
stiikackou aplikovano médium s rozptylenou bakterialni kulturou tak, aby byla jamka ze 2/3
zaplnéna a aby nedochazelo k vzniku vzduchovych bublin na dn¢ jamky. Vyjimku v aplikaci
piedstavovala mikrozkumavka obhajujici dehydratovanou zelatinu, jejiz objem byl bakterialni
suspenzi vyplnén cely. Otvor mikrozkumavky obsahujici L-tryptofan (IND) byl ptekryt
mineralnim olejem. Testovaci prouzek byl pifikryt hornim dilem krytu, nalezit¢ oznacen a
vlozen do sackt urCenych pro kultivaci v anaerobnim prostiedi spolecné s vyvijeCem
anaerobniho prostfedi (BioMérieux). Obsah sacku byl uzavien a vlozen do inkubatoru s vnitini
teplotou 37 °C. Test byl vyhodnocen po 24 + 2 hodinach.

Po uplynuti kultivacni doby doslo k odeéitani testovaciho prouzku a k interpretaci
vysledku. Testovaci prouzek byl odecten pomoci odecitaci tabulky, kterd je zobrazena na
obrazku ¢. 11.

NEGATIVE TESTS

oy . SEUINNIY
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Obrazek €. 11 — odecitaci tabulka API 20 A testu. Negativni a pozitivni vysledky testu.

Vysledky spontannich reakci byly pisemné a fotograficky zaznamenany. Pro potvrzeni
negativniho ¢i pozitivniho vysledku byla pouzita dalsi ¢inidla. Do vSech mikrozkumavek
obsahujici cukry byla ptidana kapka bromkresolového purpuru (BCP), ¢imz doslo k vyjasnéni
vysledkd biochemickych reakci. Opét byly odeéteny a zaznamenany vysledky testu. Na vrstvu
mineralniho oleje v mikrozkumavce IND byla pfidana jedna kapka xylenu, ktera byla pomoci
ty¢inky aplikatoru rozmichana. Po péti minutach byly odecteny a zaznamenany vysledky. Na
zaveér byla hodnocena tvorba katalazy. Hodnoceni bylo provedeno ptl hodiny od vystaveni
testovaciho prouzku vzduchu. Do mikrozkumavek s pozitivni reakei byly ptidany 2 kapky 3%
peroxidu vodiku. Vznik bublin signalizoval pozitivni reakci.

4.4.2.2 API50 CHL test

Do 25 ml kénickych zkumavek s plochym vickem bylo na analytickych vahach zvlast
odvazeno 0,02 g 2°FL (>94,00 %, RAW’s), L-(-)-fukdzy (Sigma-Aldrich) a D-glukdzy (Penta).
K navdzkam bylo nasledné prevedeno 10 ml API 50 CHL média. Médium se substratem bylo
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homogenizovano pomoci vortexu do té doby, dokud nedoslo k uplnému rozpusténi pevného
podilu v tekuting. Findlni koncentrace testovanych substratd v médiu byla 2 g/l. Zaroven byla
pfipraven varianta bez pfidaného substratu, ktera slouzila jako negativni kontrola. Media
s rozpuSténym substratem i bez néj byla pomoci injekéni stiikacky doplnéné o 0,22 ul filtr
nadavkovana po 1 ml do jamek 24-jamkové desti¢ky. Do kazdé jamky bylo pomoci automatické
pipety ptidano 10 ul bakterialni suspenze, ktera byla pfipravena stejnym zplsobem jako
v piipadé API 20 A testu. Schéma plnéni a inokulace 24-jamkové desticky je znazornéno na
obrazku ¢. 12. Desticka byla piikryta hornim krytem, nalezité oznacena a vlozena do sacku
urcenych pro kultivaci v anaerobnim prostfedi spole¢né s vyvijeCem anaerobniho prostiedi.
Sacek byl utésnén a vlozen do inkubatoru s vnitini teplotou 37 °C. Test byl vyhodnocen po 24
+ 2 hodinach.

API 50

CHL +
CSB AZ2

+

CB BN
Glu +
CB BN

Obrazek ¢. 12 — schéma plnéni a nasledné inokulace 24-jamkové desticky. Pouzité
zkratky: 2°FL — Médium API 20 CHL + 0,02 g 2°FL, Fuc — Médium APl 20 CHL + 0,02 g L-
(-)-fukdzy, Glu — Médium API 20 CHL + 0,02 g D-glukozy.

D

Po uplynuti doby kultivace byl biochemicky test vyhodnocen na zakladé barevnych zmén
indikatoru obsazeného v API 50 CHL médiu, které prob&hly v piipadé zmény pH média. Zluta
az svétle hnédd barva média indikovala pozitivni vysledek, coZ znamend, Ze testovany
bakterialni kmen byl schopny metabolizovat obsaZzeny substrat. Naopak modra az fialova barva
znadila negativni vysledek. V nekterych ptipadech mohlo dojit k redukci BCP obsazeného
v médiu, které bylo v disledku tohoto degrada¢niho procesu bez barvy. Vysledek testu byl
pisemné a fotograficky zaznamenan. Vysledek biochemickych reakci byl rovnéz ujasnén
pfidanim kapky BCP, naceZ byl pisemné a fotograficky zdokumentovan. Na zavér bylo
zmeteno pH obsahu vSech jamek pomoci pH metru (Hanna Checker HI98100).
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4.5 Exvivo testovani
4.5.1.1 Piiprava vzorka

Do zkumavky obsahujici anaerobné ptipravené chudé médium s kyselinou octovou byly
postupné piidany vSechny slozky potiebné pro zalozeni ex vivo experimentu. Celkem bylo
piipraveno 9 variant obsahujici rizné kombinace bifidobakterialnich kmenii a zdroji uhliku.
Piehled vzniklych kombinaci uréenym pro subkultivaci je uveden v tabulce ¢. 11.

Tabulka ¢. 11 — piehled 9 experimentalni systémut vzniklych kombinaci chudého média
S kyselinou octovou, fekalni mikrobiotou, mupirocinem, odliSnych probiotickych
bifidobakteridlnich kment a zdroji uhliku. Pouzité zkratky: PNKV — pocatecni nahradni
kojenecké vyziva, MM — matetské mléko.

Médium Fekalni Antibiotikum Probiotické Zdroj uhliku Cislo
mikrobiota kmeny varianty
Chudé médium  Fekalni vzorek Mupirocin - - 1.
(9 ml) @ ml (1,4 mg/ MM 2.
s kyselinou ze 9ml)
octovou ,,2. fedeéni®) PNKV 3.
(100ul/ 100
ml) B. lactis Bb- - 4,
12
(6 kapek) MM 5.
PNKV 6.
B. breve - 7.
BR0O3
(5 kapek) MM 8.
PNKV 9.

Pro ucely ex vivo testovani byly pouzity fekalni vzorky pivodem od kojenci s projevy
koliky, které jsou uvedeny v tabulce ¢. 10. Vzorky stolice byly uchovavany zmrazené v
odbérovych zkumavkach. Uchovavany vzorek piedstavoval ,,1. fedéni®, ze kterého bylo pro
zamysleny experiment nutné vytvofit fedici fadu do ,,3. fedéni“, které predstavovalo samotny
experimentalni systém. Pred vlastni analyzou byly vzorky rozmrazeny za pokojové teploty. V
momenté, kdy byl obsah zkumavek tekuty, byly promichany pomoci vortexu, aby doslo k
rovnomérnému rozptyleni slozek. Injekéni stiikackou bylo odebrano pfedem kvantifikované
mnozstvi stolice vypocitané dle vztahu uvedeného nize. Ziskanym mnozstvim vzorku bylo
inokulovano 2. fedéni. Nadchazejici fedéni byla inokulovana vzdy 1 ml (,,1 g*). Ze 2. fedéni
byly odebran 1 ml, jimz byly inokulovany v§echny zkumavky s chudym médiem (,,3. fedéni®).
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Ve vzorcich stolice byly jiz diive v ramci odliSného projektu stanoveny pomoci plotnove
kultivaéni metody poéty klostridii, které odpovidaly poétim >10® KTJ/g. Pro stanoveni bylo
pouzito modifikované WSP médiu s piidavkem mupirocinu (Mup) a KO, které je urceno
predevsim pro kultivaci bifidobakterii, nicméné se rovnéz pouziva Kk detekci klostridii ve
fekalnich vzorcich (Makovska et al. 2023).

Vzorecek pro vypocet odebraného mnozstvi vzorku stolice:

Kde plati:

mvz. — odebrané mnozstvi vzorku

m1 — hmotnost zkumavky pied odbérem vzorku
m2 — hmotnost zkumavky po odbéru vzorku

Vzorek matefského mléka byl pred pouzitim rozmrazen pii pokojoveé teploté. Pro kazdy
experimentalni systém byla vzdy pouzita novd zkumavka se vzorkem smiSen¢ho mléka.
V moment¢, kdy byl obsah zkumavky tekuty, byl promichan pomoci vortexu. Nésledné byl
aplikovan 1 ml pomoci injekéni stiikacky do prislusnych zkumavek.

Pocate¢ni nahradni kojenecka vyziva (PNKV) v tekuté formé obsahujici 2°FL (0,1 g/100
ml vyzivy) byla uchovavéna zmrazend pii -22 °C v certifika¢nich 15 ml zkumavkach. Pouzita
PNKV byla volné zakoupena v obchodé v Ceské republice a pochéazela z jednoho baleni. Pied
pouzitim byla PNKV rozmrazena za pokojové teploty. V moment¢, kdy byl obsah zkumavky
tekuty, byl promichan pomoci vortexu. Pro kazdy experimentalni systém byla vzdy pouzita
nova zkumavka se se vzorkem PNKV. Nasledné¢ byl aplikovan vzdy 1 ml PNKV pomoci
injek¢ndi stiikacky do piislusnych zkumavek.

Pro ucely testovani byly nadale pouzity dva probiotické pfipravky urcené jako dopln€k
vyzivy kojencim ve véku od 1. dne narozeni a starSim. Probiotické dopliky byly volné
k dostani na trhu v Ceské republice. Prvni probioticky piipravek obsahoval probioticky kmen
B. lactis Bb-12. Vyrobce na obalu deklaroval, Ze doporu¢ena denni davka (DDD), ktera
predstavovala 6 kapek aplikovanych pomoci piiloZeného aplikatoru, obsahuje minimélné 1 x
10° B. lactis Bb-12 KTJ. Druhy ptipravek obsahoval kombinaci probiotickych kmenti B. breve
BRO3 a B. breve B63. DDD piedstavujici 5 kapek pripravku obsahovala 1 x 108 B. breve BR03
a1 x 10® B. breve B63 KTJ. Deklarované poéty KTJ byly pied samotnym experimentem
ovéfeny na plotnové kultivaéni metod¢€, pro kterou bylo pouzito modifikované kultiva¢nim
WSP médiu s obsahem Mup a KO. Probiotické piipravky byly skladovany v chladu mimo
slune¢ni zafeni. Pfed pouZitim byla lahvicka s pfipravkem promichdna protfepanim a DDD
byla aplikovana pomoci aplikatoru do pfisluSnych zkumavek.

Mupirocin byl pfidan pro své bakteriostaticke a baktericidni u¢inky vici streptokoklim a
stafylokokd. Jedno celé baleni mupirocinovych diskt (50 diskt, 1 disk = 200 ug mupirocinu)
bylo ptevedeno do zkumavky s anaerobnim WSP bujonem (9ml). Extrakce antibiotika do

59



bujonu trvala 30 minut. Nasledné byl WSP bujon s extrahovanym antibiotikem aplikovan
pomoci injekéni stiikacky po 1 ml do v§ech zkumavek.

Vsechny zkumavky byly oznaeny piisluSnym ¢islem varianty. Subkultivace probihala
Vv inkubatoru pii 37 °C po dobu 24 h.

4.5.1.2 Plotnova kultiva¢ni metoda

Po uplynuti stanovené¢ doby subkultivace byly vzorky nafedény na pozadovanou
koncentraci (10° az 10° zpisobem popsanym k podkapitole Test antimikrobialni
modifikovanou spotovou metodou. V ramci piipravy fedici fady byl u subkultivovanych vzorkt
pozorovan vznik zakalu a ptitomnost plynu. Pro plotnovou kultiva¢ni metodu byly pouzity PM
o primeéru 60, na jejichz vicko bylo poznamenano ¢islo fedéni, ¢islo varianty a typ kultiva¢niho
meédia. Jako kultiva¢ni média byla pouzita WSP agar a WSP agar s Mup (12,5 pug /100 ml) a
KO (100 pg /100 ml), ktera byla vytemperovana na 51 °C. Do PM bylo pomoci injekéni
stiikacky ptevadéno 0,5 ml zfedéného a promiseného vzorku. Inokulum bylo nasledné zalito
ptislusnym kultiva¢nim agarem do zhruba 1/3 vySky spodniho vicka PM. Jemnymi krouzivymi
pohyby PM do obou stran byl obsah promisen. Po ztuhnuti agaru byly PM umistény do
anaerostatu s vyvijeCcem anaerobniho prostfedi, ve kterych bylo pomoci Gassing systému
vytvofeno anaerobni prostfedi. Kultivace probihala pti 37 °C po dobu 24 hodin v inkubatoru.

45.1.3 lzolace kolonii

K izolaci jednotlivych kolonii z agarovych ploten byly pouzity jednorazové
bakteriologické klicky o objemu 1 pl. Pomoci klicky byly kolonie separovany a premistény do
uzaviratelné zkumavky s WSP bujonem pfipravovanym anaerobné. Vybér izolovanych kolonii
byl provadén na zaklad¢ rozdilnych charakteristik. RozliSovana byla naptiklad barva, tvar,
velikost a rovnéz zapach. 1zolaty byly umistény do termostatu na 37 °C po dobu 24 hodin.

4.5.1.4 Vyhodnoceni plotnové kultivaéni metody

Pocet kolonii na jednotlivych plotnéch byl stanoven pomoci manualni pocitacky kolonii
(Stuart SC6+). Vysledny pocet kolonii byl vynasoben ¢islem 2 (plotny byly ockovany 0,5 ml
inokula). Celkovy pocet mikroorganisml v 1 g vzorku byl vypocitan dle nasledujiciho vztahu
(viz niZe). Plotny byly zaroven fotograficky zdokumentovany.

Vzorecek pro vypocet KJT/g:

P1+ P2
P=———xF(KJT/g)
11
Kde plati:
P1, P2 — pocet kolonii po dvou sobé jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni
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4.5.1.5 Kontrola Cistoty a popis morfologie

Po uplynuti doby kultivace bylo pfistoupeno ke kontrole Cistoty izolovanych kolonii a k
nasledné piiprave izolath pro identifikaéni metodu MALDI TOF. Nejdiive byly pfipraveny
kontrolni vzorky, které byly zkouméany pomoci svételného mikroskopu s metodou fazového
rozliseni. Byla pozorovana morfologie bakterialnich bunék, na jejimz zakladné byla uréena
Cistota narostlé kolonie. Morfologické rysy mikroorganismti byly nésledn¢ zaznamenavany a u
vybranych izolatl byly rovnéz potizeny fotografie. VSe bylo pozorovéno se zvétsenim 400x.

4.5.1.6 MALDI TOF MS identifikace

Z izolatu, které byly vyhodnoceny jako Cisté, byl pomoci injekéni stiikacky odebran
objem 1ml a premistén do 1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf. Oznac¢ené mikrozkumavky
se vzorky byly odstfedény pii 14500 rpm po dobu 5 minut. Z odstfedénych vzorki byl opatrné
slit supernatant tak, aby na dné zlstala peleta, ktera byla nasledné rozpusténa v 500 pl 70 %
ethanolu, doslo tak k fixaci vzorku. Vzorky byly znovu odstiedény na stejny pocet otacek, po
stejnou dobu. Ethanol byl slit a jeho zbytek dikladné odsan pomoci automatické pipety.
Zkumavky s peletami byly ponechany 10 minut oteviené, aby doslo k vytékani zbytku ethanolu.
K peleté bylo ptidano 15 ul 70 % mravenéi kyseliny a 15 pl acetonitrilu (oboji Sigma-Aldrich).
Obsah byl diikladné zhomogenizovan pomoci automatické pipety a nasledné byl vzorek
odstfedén. Na MALDI desticku (MTP 384, lesténa ocel) bylo nanaseno po 1 pl supernatantu
vzorku ve dvou kopiich. Po zaschnuti naneseného roztoku bylo na v§echny zaplnéné terciky
ptidano po 1 ul HCCA matrice (Sigma-Aldrich), kterou bylo nutné nechat pti pokojové teploté
uschnout. VSechny obsazené pozice na desticce byly zaznamenany do piipravené tabulky. Poté
byly vzorky zméfeny a identifikovany (Bruker Daltonik GmbH).

Na zaklad¢ vysledkd byly vybrany klostridialni kultury s nejvyssi jistotou spravné
identifikace (skore identifikace >2,00). Z vybranych kultur byl odebran pomoci injekéni
stiikacky 1 ml, kterym bylo inokulovino CMM médium. Inokulované médium bylo umisténo
do inkubatoru na 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti kultivaéni doby byla vialka
Klostridialnim kmenem v CMM oznaCena papirovym $titkem s veSkerymi informacemi o
prislusném kmeni a uskladnéna pii pokojové teplote.
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5  Vysledky

5.1 Vysledky testovani antimikrobialni aktivity

5.1.1 Vysledky testovani jamkové difuzni metody

Antimikrobidlni ucinky zivych kultur bifidobakterii a z nich pfedem pfipravenych
parabiotik a metabiotik byly testovany pomoci jamkové diftizni metody vaci vybranym
klostridialnim druhim izolovanych ze vzorki stolice kolitickych kojencu. Testovani
antimikrobialni aktivity touto metodou nepfineslo zadné viditelné vysledky. Piiklad
negativniho vysledku inhibice je uveden na obrazku ¢. 13. Celkem byly otestovany 2
probiotické kmeny (B. breve BR03 a B. lactis Bb-12) ve tiech riznych variantach (ziva kultura,
metabiotikum a probiotikum) proti 9 klostridiim izolovanych ze stolice kojenct s kolitidami;
C. perfringens (kmeny CP BN, CP AZ1l, CP NVz, CP NK, CP Z), C. butyricum BN, C.
neonatale OK2, C. saccharobutylicum AZ2 a Cl. difficile BN. Tudiz vzniklo 54 kombinaci.
Predpokladanym projevem antimikrobidlnich Gc¢inkt vitalni bifidobakterialni kultury, jejich
metaboliti a bunéénych struktur je tvorba inhibi¢nich zén. Zony inhibice ristu klostridii
tvoficich zakal v kultivaénim médiu nebyly pozorovany u zadné z testovanych kultur, suspenzi
¢1 metabolitd s o¢ekdvanym antimikrobidlnim uc¢inkem. Lze spekulovat, Ze v ptipadé testovani
zivé bifidobakterialni kultury, nebyl pozorovan pozitivni vysledek z diivodu nevhodnych
podminek pro aktivaci potfebnych mechanismi ¢i produkci latek zajist'ujicich antimikrobialni
ucinek probiotickou kulturou. Roli by rovnéz mohl hrat nepomér mezi mnozstvim bun¢k
Klostridii a bifidobakterii. V ptipadé metabiotik mohla hrat roli absence ¢i nizka koncentrace
nékterych antimikrobialnich latek. Jelikoz pH metabiotik nebylo upraveno na neutralni
hodnotu, 1ze ptedpokladat Ze neobsahovalo ani dostatecnou koncentraci kyselin, které by
snizovaly pH na hodnotu dostatecnou k inhibici klostrididlnich bunék. RovnéZz nebyla
potvrzena Uc¢innost parabiotik, jakoZto suspenze s antimikrobidlnim uUc¢inkem. Bunécné
komponenty nemusely byt obsazeny v suspenzi v dostate¢né koncentraci, zarovenn mohlo dojit
K jejich poskozeni a deaktivaci béhem pfipravy a/nebo skladovani parabiotik. Zaroveti se nabizi
moznost, Zze bunééné komponenty testovanych kultur obecné nevykazuji antimikrobidlni
ucinek.

Obrazek ¢. 13 — ptiklad negativniho vysledku inhibice C. perfringens BN u jamkové
difzni metody. Pozorované antimikrobialni u¢inky u B. breve BR03, B. lactis Bb-12 a z nich
piipravenych parabiotik a metabiotik.
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5.1.2 Vysledky testovani modifikovanou spotovou metodou

Antimikrobialni ucinky Cerstvé narostlych kultur bifidobakterii o riznych koncentracich
KTJ/ml vuci klostridiim byl testovan modifikovanou spotovou metodou, kdy narostla KTJ
bifidobakterialni kultury predstavovala spot. Pocet spotit na PM odpovidal patficnému fedéni.
Klostridialni kultura byla obsaZena v agaru, ktery byl pouzit jako druha vrstva, tedy jako pieliv.
Antimikrobialni u¢inek kment B. breve BRO3 a B. lactis Bb-12 byla pozorovan vuci vsem
testovanym klostrididlnim kulturdm. Uginek se nicméné ligil v zavislosti na stupni fedéni
bifidobakterialni kultury. Inhibi¢ni zény bylo mozné pozorovat od 7. fedéni nize, tedy u 6., 4.
a 2. fedéni. U 7. a 6. fedéni B. breve BR03 i B. lactis Bb-12 bylo mozné pozorovat inhibi¢ni
zony vzniklé kolem jednotlivych kolonii. V mistech s vétsi koncentraci bifidobakterialnich
kolonii dochézelo k dplné inhibici rastu klostridii, ¢imz doslo k Uplnému vymizeni
Klostridialniho zakalu vzniklého v horni vrstvé kultiva¢niho média. Tento jev byl pozorovan
Vcelém objemu médii u vSech nizSich fedéni, kde byla vysokd koncentrace KTJ
bifidobakterialnich bunék.

C. perfringens BN

B. breve BR03: 7. fedéni B. breve BRO03: 6. fedéni

B. breve BRO3: 4. fedéni B. breve BRO03: 2. fedéni

Obrazek ¢. 14 — piiklad vysledku testovani antimikrobialni aktivity modifikovanou
spotovou metodou. Bakterialni druh s antimikrobialnim ucinkem: B. breve BR03. Bakterialni
druh, vuci kterému byl antimikrobialni G¢inek testovan: C. perfringens BN.

Naopak v ptipad¢€ nejvyssiho fedéni (8.fedéni), kde byla koncentrace bifidobakterialnich
bunék nizka (jednotky az nizké desitky kolonii na PM s primérem 60 cm) nebyl antimikrobidlni
ucinek pozorovan. Lze tvrdit, Ze s vySkou fedéni se sniZzoval antimikrobidlni ucinek
bifidobakterialni kultury. Vysledky modifikované spotové metody se nicméné velmi $patné
interpretuji z divodu jejich obtizného méfeni a odeéitani. Ptiklad vysledku testovani
antimikrobialniho t¢inku modifikovanou spotovou metodou je uveden vyse na obrazku ¢. 14.
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5.1.3 Porovnani antimikrobialnich metod

Celkové lze fici, ze modifikovana spotova metoda fungovala 1épe néz metoda jamkova
difazni. Zatimco v pfipadé modifikované spotové metody byl pozorovan antimikrobidlni
ucinek u Cerstvé narostlych kultur B. breve BR03 a B. lactis Bb-12 vii¢i vSem druhim klostridii,
Vv piipad¢ jamkové diftizni metody nebyl pozorovan jediny pozitivni vysledek inhibice vuci
identickym druhtim klostridii. K inhibici nedoslo v ptipad¢ Cerstvé narostlé bifidobakterialni
kultury, jejiho supernatantu (metabiotika) ¢i z ni pfipraveného parabiotika. Lze pifedpokladat,
ze produkce metabolitl, antimikrobialnich latek ¢i jiné mechanismy, které jsou zodpovédné za
antimikrobidlni ucinek se odviji od zvoleného zplisobu testovani. V tomto ptipadé byly ucinné
mechanismy ¢i latky aktivovany ¢i produkovany cCerstvé narostlou bifidobakterialni kolonii u
modifikované spotové metod¢. Svou roli mize hrat rovnéz pomér koncentraci bunék
bakterialnich kultur testovanych proti sob€. Pisobeni metaboliti a bunéénych komponent
samostatné nelze v tomto ptipad¢ porovnavat.

5.2 Vysledky stanoveni fermentaé¢niho profilu

5.21 API20A

Pomoci biochemického testu API 20 A byl testovan fermenta¢ni profil 9 Klostridialnich
kment izolovanych ze vzorkl stolice kolitickych kojenct. Byla testovana schopnost klostridii

utilizovat 20 druhti substrati. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 12. Piiklad vysledku
biochemickych testiit API 20 A je znazornén na obrazku ¢. 15(a) a 15(b).

Ve

ettt
—

Obrazek ¢. 15(a) a 15(b) — piiklad testovaciho prouzku testu API 20 A pro CI. difficile
BN (a) pted dobarvenim BCP a (b) po dobarveni BCP. Testovaci prouzek zobrazuje vysledky
reakci pfed pfidanim xylézy do mikrozkumavky IND.
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Tabulka ¢. 12 — vysledky biochemického testu API 20 A. Vysvétlivky: (+) pozitivni
reakce, (-) negativni reakce, (*) nejasny vysledek. Pouzité zkratky pro aktivni slozky: IND — L-
tryptofan, URE — urea, GLU — D-glukéza, MAN — D-mannitol, LAC — D-lakt6za, SACH — D-
sachar6za, MLA — D-malt6za, SAL — salicin, XYL — D-xyl6za, ARA — L-arabin6za, GEL —
zelatina, ESC — eskulin (citrat zelezity), GLY — glycerol, CEL — D-celobiéza, MNE — D-
manoza, MLZ — D-melezitoza, RAF — D-rafin6za, SOR — D-sorbitol, RHA — L-rhamndza, TRE
— D-trehaloza.

API1 20 A

Substraty 1. cast
IND | URE | GLU | MAN | LAC | SACH | MAL | SAL | XYL | ARA

Testované klostridie

Cl. difficile BN + -

C. perfringens NK z

X[ %

C. perfringnes BN z

C. perfringens AZ1 - -

C. perfringens Z - -

C. perfringens NVz - z

C. neonatale OK2 - -

1
|||+ ]+

C. butyricum BN * -

+ |||+ ]+
1
+ |||+
R S N S I S IS
1
1
1

1
+ |+ [+

C. saccharobutylicum AZ2 * - + +

Substraty 2. cast
GEL | ESC |GLY | CEL | MNE | MLZ | RAF | SOR | RHA | TRE

Testované klostridie

+
+
+
1

+

Cl. difficile BN

C. perfringens NK

C. perfringnes BN

1
+ [+ |+
1
1
1
1
1
+ |+ |+ |+

C. perfringens AZ1

+ |
+ |

C. perfringens Z

|+ + ]

=+ 1

C. perfringens NVz

C. neonatale OK?2 -

+ + + +

C. butyricum BN -

+ |4+
+ |4+
|+ |||+ ]+
1
4+
1
1
4|+ + ]

+ + + +

C. saccharobutylicum AZ2 =

Vsechny testované klostridialni druhy vykazovaly pozitivni reakci v ptitomnosti D-
glukozy, D-laktézy, D-sachardzy, D-maltézy a D-mandzy. Na zakladé téchto vysledkt byla
zvolena D-glukoza jako pozitivni kontrola pro metabolicky test 2°FL a L-fukdzy u vybranych
druhu klostridii. Zaroven byla u v§ech kment pozorovana negativni rekce na tvorbu katalazy.

Pro vSechny poddruhy C. perfringens byl fermenta¢ni profil téméf totozny. Poddruh C.
perfringens Z vykazoval oproti ostatnim pozitivni reakci na eskulin a naopak negativni reakci
na glycerol a D-trehalozu. Spole¢né s C. perfringens AZ1 a NVz vykazovaly také pozitivni
reakci na D-rafindzu. Druh C. perfringens byl obecné schopen degradovat Zelatinu hovéziho
puvodu a byl schopny degradace BCP ptitomného v médiu, ¢imZ se odliSoval od ostatnich
klostrididlnich druhii

Druh CI. difficile, jehoz testovaci prouzky pied a po ptidani BCP jsou zobrazeny na
obrézku ¢. 15(a) a 15(b), se odlisoval schopnosti utilizovat L-tryptofan. Reakce, pfi které
dochézi k tvorbé indolu, byla u ostatnich druhi vyhodnocena jako negativni nebo byl jeji
vysledek nejasny. Spolecné s C. perfringens nebyl tento druh schopny degradovat D-xylozu a
D-arabindzu.
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C. butyricum BN a C. saccharobutylicum AZ2 vykazovaly pozitivni reakci na téméf u
vSech cukernych substrati. Vyjimkou byl negativni test na salicin (CB BN) a L-arabindzu (CSB
AZ2).

Fermenta¢ni profil C. neonatale byl nejpodobné&;jsi profilu C. perfringens AZ. Na rozdil
od C. perfringens AZ1 byl druh C. neonatale schopny metabolizovat $ir$i $kalu cukr véetné
salicinu, D-xylézy, L-arabindzy a D-trehal6zy.

5.2.2 API50CHL

Médium API 50 CHL bylo pouZito pro testovani vybranych schopnosti klostridialnich
kment izolovanych ze vzorku stolice kolitickych kojencti fermentovat 2°FL a L-fukozu.
Schopnost degradace 2’FL nebyla touto metodou prokazana u zadné z 6 testovanych klostridii.
Vizualni vysledky testovani jsou zachyceny na obrazcich ¢. 16(a) a 16(b). Pfitomnost
pfipadnych produkti degradace 2’FL nebyla prokazana skrze barevny indikator pfitomny
v médiu ani prostiednictvim naméfenych hodnot pH. L-fukdzu jako rustovy substrat byl
schopen vyuzit pouze druh C. neonatale. Zménu pH, ktera byla zptisobena uvolnénim kyselych
produktii metabolismu, indikovala zména barvy média. Jak se ptredpokladalo, naméfena
hodnota pH 5,92 byla niz$i neZ hodnoty pH u substrati se zaznamenanou negativni reakci.
Naopak tato hodnota odpovidala pH naméfenym u pozitivnich reakei kontroly, které v priméru
dosahovaly 5,80 + 0,02. VSechny naméfené hodnoty pH jsou uvedeny v tabulce ¢. 13.
Neocekavanym vysledkem byla negativni reakce u kontroly v ptipadé C. perfringens BN, C.
perfringens NK a C. neonatale OK2. U ptipadé¢ testu API 20 A byla schopnost degradace D-
glukdzy potvrzena v ptipadé vSech klostridialnich druht. Vysvétleni negativniho vysledku by
bylo mozné hledat v samotné piipravé testu, kdy mohlo dojit Kk piili§ dlouhé expozici
Klostridialnich kultur kysliku, které jsou na jeho pfitomnost jakozto striktné anaerobni
organismy velmi citlivé. Tyto stresové podminky mohly ovlivnit metabolickou aktivitu
testovanych klostridii. BCP piitomné v médiu API1 50 CHL bylo degradovano C. perfringens
BN, C. perfringens NK, C. neonatale OK2 a C. saccharobutylicum AZ2. Degradace BCP
nebyla zaznamenana v piipadé C. neonatale OK2 v ptitomnosti substratu D-glukdzy, coz mize
spole¢né s negativnim vysledkem reakce znacit, ze v tomto konkrétnim ptipadé nedoslo k ristu
kultury.

Tabulka ¢. 13 — namétfené hodnoty pH u API 50 CHL testu stanovujiciho schopnost
degradace 2’FL a L-fukézy.

Vysledky méteni pH
Testovany bakterialni druh CD BN CP BN CP NK CN OK2 CB BN CSB Az2
API 50 CHL 6,51 6,62 6,47 6,52 6,56 6,45
Typ 2‘FL 6,52 6,57 6,56 6,54 6,59 6,59
substratu L-fukoza 6,52 6,34 6,54 5,92 6,59 6,61
Glukéza 5,79 6,12 6,21 6,51 5,80 5,82
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Obrazek ¢. 16(a) a 16(b) — vysledky AP1 50 CHL testu stanovujiciho schopnost degradace
2’FL a L-fukdzy (a) pied dobarvenim BCP a (b) po dobarveni BCP.

5.3 Zhodnoceni ex vivo experimentu

Experiment byl zamé&fen na testovani antimikrobialni aktivity na arovni fekalniho vzorku
v laboratornich podminkach. Vzajemny vztah bifidobakterii byl ovlivnén pfitomnou fekalni
mikrobiotou a také pfidanym substratem. Na antimikrobidlni Gc¢inek bifidobakterii mohlo
vykazovat vliv n¢kolik faktorti, které mohly mit za nasledek rozdily ve vysledcich inhibice
rastu klostridii. Fekalni mikrobiota obsahujici klostridie byla subkultivovéna v 9 variantach,
které se od sebe liSily pfidanym substratem a probiotickym kmenem bifidobakterii. Celkem
bylo testovdno 8 vzorku stolice pivodem od kolitickych déti. Dohromady tedy bylo
analyzovdno 72 variant experimentalniho prostfedi. Ve vSech testovanych vzorcich nebyli
detekovany kultivacné bifidobakterie, nybrz dominujicim taxony byly Klostridie. Kdy 6 vzorkt
stolice obsahovalo druh C. perfringens, z toho jeden spolu s C. perfringens také C. butyricum
a Cl. difficile. Dale 1 vzorek obsahoval pouze druh C. neonatale a 1 vzorek stolice obsahoval
bakterialni druh, ktery nebyl zatazen v knihovné identifikaci MALDI TOF MS, a proto nebylo
mozné ho pomoci této metody identifikovat. Na zakladé popisu morfologie a identifikace
pomoci sekvenovani genu 16S rRNA, ktera byla provedena diive v ramci odlisného projektu,
bylo zjisténo, ze se jedna o C. saccharobutylicum. Zhodnoceni bakterialniho obsahu
experimentalniho prostiedi bylo provedeno bylo provedeno na zakladné plotnové kultivacni
metody. Plotnova kultivaéni metoda byla vyhotovena na modifikovaném WSP agaru a na
modifikovaném WSP agaru doplnéném o MUP a KO, ktera je selektivni pro bifidobakterie a
klostridie.

5.3.1 Zhodnoceni aplikované eseje

Vytvofené experimentalni prostiedi se ukézalo jako vhodné pro kultivaci Sesti vzorka
stolice, jejichz klostridialni mikrobiota byla zastoupena pievazné druhem C. perfringens.
Naopak ex vivo vytvofené prostiedi se potvrdilo jako nevyhovujici pro kultivaci fekélnich
vzorkd obsahujicich C. saccharobutylicum a C. neonatale. Dva zminéné klostridialni druhy
byly schopny minimalniho ¢i Zadného rustu, mnoZeni ¢i konkurence ve vzniklém prostiedi ex
vivo experimentu. C. saccharobutylicum bylo detekovano ve tfech variantach. V piipadé
kultivace samotného fekalniho vzorku spolu s PNKV bylo detekovano v poctech log 7,86
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KTJ/ml, nicméné nad nim ptevazovaly izolaty E. coli. V dalsim ptipadé bylo identifikovano
spole¢né s B. breve ve stejnych poctech ve varianté osahujici probiotikum a MM. Rozbor mimo
jiné ukazal ptevahu bakterii rodd Enterococcus faecalis (Enc. faecalis) a K. pneumonie na
plotnéch s kultivaénim médiem bez Mup a KO, a to i v pfipadé variant s bifidobakteriemi. Lze
spekulovat, ze v tomto piipadé vznikla situace, ve kterém okolni fekalni mikrobiota potlacila
rust klostridii i bifidobakterii, a to i pies to, ze médium pro subkultivaci bylo doplnéno o latky
potlacujici jejich rist. Az piidavkem Mup a KO do kultivaéniho média doSlo k inhibici
»plevelné“ fekalni mikrobioty, coz se projevilo na snizeni poctd KTJ/ml a na vysledcich
identifikaci.

V ptipadé fekalniho vzorku OK2 obsahujiciho C. neonatale nedoslo k pomnozeni bunék
Klostridii v experimentalnim prostfedi na detekovatelnou mez, ktera byla stanovena nejniz$im
stupném testovaného fedéni (5. fedéni). U variant kultivace fekalniho vzorku s obohacenim o
substrat nebo bez négj, byl na kultivacnich plotnach s kultivatnim médiem bez Mup a KO
stanoven pocet vegetativnich bakterialnich bunék na méné nez log 5 KTJ/ml. Vysledky
naznacuji, ze pro C. neonatale experimentalni prostfedi nepiedstavovalo vhodné podminky pro
rast. Vysledky identifikaci subkultivaci fekalnich vzorkit AZ2 a OK2 jsou uvedeny v tabulce ¢.
14,

Tabulka ¢. 14 — kvalitativni a kvantitativni [log KTJ/ml] vysledky subkultivace fekalnich
vzorklit AZ2 a OK2. Vysvétlivky: A — kultivacni médium bez Mup a KO, B —kultivaéni médium
s Mup a KO, (-) — nedoslo k izolaci zadnych kolonii, (*) — béhem kultivace nedoslo k ristu
izolovanych bakterii.

AZ2 A Identifikace B Identifikace
Fvz 7,86 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae | <log5 -
FVz + MM 7,84 | C. saccharobutylicum, Enc. faecalis | < log 5 -
FVz + PNKV 7,86 E. coli, Enc. faecalis 7.86 | C-saccharobutylicum, E. coli,
Enc. faecalis
FVz + BB 8,07 | Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae ﬁ -
FVz + BB + MM 8,96 | Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae | 7,96 | B. breve, C. saccharobutylicum
FVz + BB + PNKV 9,43 | Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae | 6,30 B. breve
FVz + BL 9,16 Enc. faecalis, E. coli, B. lactis 8,96 B. lactis
FVz + BL + MM 8,16 E. coli, K. pneumoniae, B. lactis 8,01 B. lactis
FVz + BL + PNKV 8,30 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae 7,97 B. lactis
OK?2 A Identifikace B Identifikace
FVz 6,20 Cit. freundii <log 5 -
FVz + MM <log5 - <log 5 -
FVz + PNKV Cit. freundii < log 5 -
FVz + BB 9,44 B. breve 9,62 B. breve
FVz + BB + MM 8,96 B. breve 8,86 B. breve
FVz + BB + PNKV 10,25 B. breve 10,25 B. breve
FVz + BL 8,10 B. lactis 8,19 B. lactis
FVz + BL + MM 9,64 B. lactis 9,67 B. lactis
FVz + BL + PNKV 8,15 B. lactis, Cit. freundii 8,26 B. lactis
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Jak uz bylo uvedeno, vytvorené experimentalni prostfedi naopak vyhovovalo druhu C.
perfringens, ktery se pro své metabolické vlastnosti stal idedlnim bakterialnim prototypem pro
ex vivo testovani vzajemnych vztahti mezi klostridiemi a bifidobakteriemi. Jak vyplynulo ze
stanoveni fermentac¢niho profilu, druh C. perfringens je schopen utilizovat Sirokou $kalu
substrat véetné Zelatiny. Tento druh dokédze vyuzivat bilkoviny jako zdroj uhliku, ¢imz ziskava
konkurencni vyhodu oproti sacharolytickym klostridiim a dals$im mikroorganismum.
Enzymaticka vybavenost proteolytickych klostridii se projevila v pfipadé jejich schopnosti
ristu v chudém médiu, které neobsahovalo zdroj sacharidi, ale naopak bylo bohaté na
bilkoviny. Naopak sacharolytické druhy klostridii v tomto prostfedi nebyly schopné ristu a
mnozeni alespon v takovém mnozstvi, aby byly detekovatelné na kultiva¢nich plotnach.
Zaroven se tato vlastnost projevila v ptipad¢ kultivace vzorku stolice, jejichz fekalni mikrobiota
obsahovala vic jak jeden detekovatelny Kklostrididlni druh. Napiiklad ve fekalnim vzorku BN,
byly detekovany v ramci odlisného projektu t¥i druhy C. perfringens, C. butyricum a CI.
difficile, nicméné vytvofené experimentalni prostfedi konkuren¢né zvyhodnilo pouze C.
perfringens.

5.3.2 Vliv pridaného substratu

V zavislosti na pfidaném substratu bylo mozné pozorovat odlisné pocty KTJ/ml v
jednotlivych variantach, jejichz mikrobiota byla po subkultivaci zastoupena zpravidla pievazné
klostridiemi nebo bifidobakteriemi. Na zaklad¢ pocti KTJ/ml bylo mozné hodnotit, jak druh
pfidaného substratu ovliviiuje rist a mnoZeni obsazenych mikroorganismi. Aritmetické
pruméry poétd (log) KTJ/ml z jednotlivych subkultivaci a variant stanovenych na
modifikovaném kultivacnim médiu jsou uvedeny v tabulce ¢. 15. Mikrobiota subkultiva¢nich
variant obsahujicich pouze fekalni vzorek samotny nebo s piidavkem substratu byla pfevazné
zastoupena C. perfringens. Primérné poc¢ty KTJ/ml téchto tii variant se odvijely od pfitomnosti
stanoveny u varianty bez ptidaného substratu (log 8,85 KTJ/ml). Podobné vysledky bylo mozné
pozorovat u variant obsahujicich MM (log 8,95 KTJ/ml). V pfipadé varianty bez substratu
vysledek pocti (log) KTJ/ml vychazi z neptitomnosti snadno dostupného zdroje uhliku, jaky
predstavuji napi. nékteré sacharidy. Klostridie rovné€Zz nejsou vybaveny potiebnym
enzymatickym komplexem, ktery je pottebny pro utilizaci specifickych slozek MM, jimiZ jsou
HMO. Kilostridialni druhy v tomto pfipadé vyuzivaly jako zdroj uhliku slozky bilkovinné
povahy obsazené v chudém médiu a pouze minoritni ¢ast slozek MM, které pro né byly
vyuzitelné. U variant s obsahem NPKV je znatelné zvySeni praimérnych pocti (log) KTJ/ml
fekalni mikrobioty zastoupené pievazné Kklostridiemi (log 9,65 KTJ/ml). Tento vysledek by
mohl naznacovat, ze druh C. perfringens je schopen lépe vyuzivat jako zdroj energie slozky
PNKYV. Naopak pocty KTJ/ml varianty s MM, byly témét shodné s pocty KTJ/ml varianty bez
substratu.

V piipad¢é hodnoceni schopnosti vyuziti substratu bifidobakteriemi se vysledky lisily
v zavislosti na pouzitém probiotickém kmeni. Nejvyssi primérné pocty (log) KTJ/ml B. breve
BRO03 a B63 byly stanoveny u varianty obsahujici MM (log 9,43 KTJ/ml). Vyjimku tvofil pouze
vzorek NKa, u kterého byly pocéty (log) KTJ/ml shodné s poéty varianty obsahujici PNKV.
Naopak PNKYV se jako rustovy substrat osvédéil pro B. breve jako méné vhodny. V praméru
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byl u varianty obsazené PNKV stanoven pocet log 8,63 KTJ/ml, coz je téméf o fad nizsi nez
Vv ptipadé varianty s MM. Tento vysledek by odpovidal schopnosti bifidobakterii, konkrétné B.
breve, utilizovat specifické slozky MM a tim padem i 1épe prosperovat za ptitomnosti MM jako
substratu. Oproti tomu u variant obsahujicich B. lactis Bb-12 nebyly rozdily v primérnych
poctech (log) KTJ/ml mezi MM a PNKYV témér patrné. V piipadé varianty s MM byl pramérny
pocet stanoven na log 10,15 KTJ/ml a u PNKYV log 10,10 KTJ/ml. Druh B. lactis je typicky
spiSe pro mikrobiotu dospélého Cloveéka, jehoz strava zpravidla neobsahuje HMO, cemuz je
sttevni mikrobiota enzymaticky ptizpisobena.

Celkové poéty u variant subkultivace obsahujici B. lactis jsou piiblizné o fad vyssi nez
poc¢ty KTJ/ml u variant s B. breve. Vysledek se zifejmé odviji od vy$si pocatecni ockovaci davky
probiotického piipravku s B. lactis (1x10° KTJ Zivych bungk v DDD) oproti ptipravku s B.
breve (2x108 KTJ zivych bunék v DDD).

Tabulka ¢. 15 — po¢ty mikroorganismi [(log) KTJ/mI] v jednotlivych variantach
subkultivaci, jejich aritmetické priméry (x) a smérodatné odchylky (). Byly pouZity poéty
KTJ z ploten s kultiva¢nim médiem s Mup a KO.

. (log) [KTJ/mI]
Proménne NKa | NVz | PB | AZl | BN z X s
FVz 669 | 88 | 91 | 966 | 957 | 929 | 885 1,01
FVz+ MM 66 | 872 | 942 | 969 | 979 | 95 8,95 1,11
FVz + PNKV 91 [ 962 [ 992 | 1015 | 974 | 937 | 965 0,34
FVz+BB 96 | 881 | 907 | 844 | 985 [ 951 | 921 0,49
FVz + BB + MM 991 [ 875 | 883 | 1022 | 903 | 982 | 943 0,58
FVz+BB+PNKV | 10 817 | 7,74 | 922 | 805 | 858 [1863 " 0,77 |
FVz +BL 962 | 998 | 96 | 946 | 997 | 957 9,7 0,20
FVz + BL + MM 9,83 [ 10,11 | 10,15 | 10,2 | 10,29 | 10,33 | 10,15 0,16
FVz+BL+PNKV | 9,83 [ 10,25 | 10,05 | 10,01 | 10,6 | 10,33 | 10,1 0,16

5.3.3 Hodnoceni antimikrobialniho aéinku

V ptipadé subkultivace vzorkit NK a NVz doslo k GplIné inhibici C. perfringens ve v§ech
variantach obsahujicich probiotické kmeny bifidobakterii, bez ohledu na ptidany substrat ¢i typ
ptidaného probiotického ptipravku. U variant, které obsahovaly probiotické bifidobakterialni
kmeny téchto subkultivaci nebyla po uplynuti doby kultivace zaznamenana piitomnost plynu,
kterd by indikovala metabolickou aktivitu klostridii. Pfitomnost kolonii klostridii nebyla
potvrzena ani na plotnach kultiva¢niho nemodifikovaného a modifikovaného média. Jedna se
tak o ,,idedlni” vysledek ex vivo experimentu. Vysledky identifikaci subkultivaci fekalnich
vzorkd NK a NVz jsou uvedeny v tabulce ¢. 16.
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Tabulka ¢. 16 — kvalitativni a kvantitativni [log KTJ/ml] vysledky subkultivace fekélnich
vzorkti NKa a NVz. Vysvétlivky: A —kultiva¢ni médium bez Mup a KO, B — kultiva¢ni médium
s Mup a KO.

NK A \ Identifikace B \ Identifikace
FVz 7,34 C. perfringens, E. coli 6,96 C. perfringens
FVz + MM 7,80 C. perfringens C. perfringens
FVz + PNKV 9,38 C. perfringens 9,10 C. perfringens
FVz + BB 9,49 B. breve 9,60 B. breve
FVz + BB + MM 10,02 B. breve 9,91 B. breve
FVz + BB + PNKV | 10,01 B. breve 10,00 B. breve
FVz + BL 9,60 B. lactis 9,62 B. lactis
FVz +BL + MM 9,82 B. lactis 9,83 B. lactis
FVz + BL + PNKV 9,75 B. lactis 9,83 B. lactis
NVz A Identifikace B Identifikace
FVz 8,78 C. perfringens 8,82 C. perfringens
FVz + MM 9,01 C. perfringens 8,72 C. perfringens
FVz + PNKV 9,65 C. perfringens 9,62 C. perfringens
FVvz + BB 8,88 B. breve 8,81 B. breve
FVz + BB + MM 8,74 B. breve 8,75 B. breve
FVz + BB + PNKV [ 8,26 B. breve | 817 | B. breve
FVz + BL 9,97 B. lactis 9,98 B. lactis
FVz + BL + MM 10,30 B. lactis 10,11 B. lactis
FVz + BL + PNKV 10,17 B. lactis 10,25 B. lactis

Subkultivace vzorki PB, AZ1, BN a Z se odliSovaly od subkultivaci NKa a NVz indikaci
C. perfringens v nékterych variantach. V piipadé téchto 4 subkultivaci, jejichz vysledky jsou
uvedeny Vv tabulce ¢. 17, nedoslo vlivem ptisobeni neznamych faktorti k pIné inhibici Klostridii
u vSech kultivaénich variant obsahujicich bifidobakterie. Tento jev nastal V ptipadé
subkultivace fekalni mikrobioty vzorku AZ1 a PB s B. lactis Bb-12 bez pfidaného substratu.
Naopak v ptipadé subkultivaci vzorki BN a Z byla ptfitomnost C. perfringens zaznamenana u
variant obsahujicich kombinaci probiotickych kment B. breve. U subkultivace BN se jednalo
0 varianty bez substratu nebo s piidavkem MM. Naopak u subkultivace vzorku Z se jednalo o
varianty s pfidanym MM nebo PNKV. Je mozné ze tyto poddruhy C. perfringens mohou byt
odolné&jsi vici antimikrobialnim mechanismtim ¢i latkdm, které vyuzivaji probiotické kmeny
bifidobakterii. Nebo naopak nemusely pro bifidobakterie nastat ty spravné podminky, které by
dostatecné aktivovaly jejich antimikrobidlni sloZky. Rovnéz lze spekulovat, ze vysledky u
variant bez substratu se odviji od nepfitomnosti zdroje uhliku, coz mohlo mit vliv na
metabolismus pfitomnych mikroorganismi. Za normalnich podminek je substrat
bifidobakteriemi degradovany za vzniku SCFA, které snizuji pH okolniho prostieni, které se
tim stava nehostinné pro nékteré patogenni mikroorganismy.

Nicméné je nutné poznamenat, ze vysledky identifikace bakterialnich druht pfitomnych
na kultiva¢nich plotnach jsou ovlivnény lidskym faktorem. Vybér kolonii uréenych k izolaci a
nasledné identifikaci ur€en pracovnikem. Proto je mozné, Ze klostridie byly pfitomny rovnéz
V jinych variantach, nicméné nedoslo k jejich izolaci. Pro komplexné&jsi a ptesné&jsi kvantitativni
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a kvalitativni zhodnoceni mikrobioty fekalniho prostedi by musela byt zvolena ptesnéjsi forma
analyzy nebo jiné metody hodnoceni zastoupeni sledovanych skupin bakterii.

Tabulka ¢. 17 — kvalitativni a kvantitativni [log KTJ/ml] vysledky subkultivace fekalnich
vzorkt PB, AZ1, BN a Z. Vysvétlivky: A — kultivaéni médium bez Mup a KO, B — kultivaéni
médium s Mup a KO.

PB A Identifikace B Identifikace

FVz 9,34 C. perfringens 9,10 C. perfringens
FVz + MM 9,44 C. perfringens 9,42 C. perfringens
FVz + PNKV 9,93 C. perfringens 9,92 C. perfringens
FVvz + BB 9,21 B. breve 9,07 B. breve

Fvz + BB+ MM 8,78 B. breve 8,83 B. breve

FVz + BB + PNKV B. breve | 7,74 B. breve

FVvz + BL 9,62 B. lactis, C. perfringens 9,60 B. lactis, C. perfringens
FVz + BL + MM 10,20 B. lactis 10,15 B. lactis

FVz + BL + PNKV | 10,15 B. lactis 10,05 B. lactis

AZl A Identifikace B Identifikace

FVz 9,67 C. perfringens 9,66 C. perfringens
FVz + MM 9,54 C. perfringens 9,69 C. perfringens
FVz + PNKV 10,14 C. perfringens 10,15 C. perfringens
FVvz + BB 8,44 E. coli, B. breve 8,44 B. breve

FVvz + BB + MM 10,18 B. lactis 10,22 B. breve

FVz + BB+ PNKV | 9,34 B. lactis 9,22 B. breve

FVz + BL 9,46 C. perfringens, B. lactis, E. coli 9,46 B. lactis, C. perfringens
FVz + BL + MM 10,10 B. lactis 10,20 B. lactis

FVz + BL + PNKV | 10,12 B. lactis 10,01 B. lactis

BN A Identifikace B Identifikace

FVz 9,46 C. perfringens, W. neuii 9,57 C. perfringens
FVz + MM 8,62 C. perfringens 9,79 C. perfringens
FVz + PNKV 9,74 C. perfringens 9,74 C. perfringens
FVvz + BB 9,87 B. breve, C. perfringens 9,85 B. breve, C. perfringens
FVz + BB + MM 8,92 B. breve, C. perfringens 9,03 B. breve, C. perfringens
FVz + BB + PNKV | 8,23 B. breve, Enc. faecalis 8,05 B. breve

FVz + BL 9,72 B. lactis 9,97 B. lactis

FVz + BL + MM 10,38 B. lactis, S. hominis 10,29 B. lactis

FVz + BL + PNKV | 11,38 B. lactis 10,16 B. lactis

Z A Identifikace B Identifikace

FVz 9,17 C. perfringens 9,29 C. perfringens
FVz + MM 9,46 C. perfringens 9,50 C. perfringens
FVz + PNKV 9,51 C. perfringens 9,37 C. perfringens
FVz + BB 9,66 B. breve 9,51 B. breve

FVz + BB + MM 10,51 B. breve, C. perfringens 9,82 B. breve, C. perfringens
FVz + BB + PNKV [ 8,41 B. breve, C. perfringens 8,58 B. breve, C. perfringens
FVz + BL 9,56 B. lactis, C. perfringens 9,57 B. lactis, C. perfringens
FVz + BL + MM 10,20 B. lactis 10,33 B. lactis

FVz + BL + PNKV | 10,23 B. lactis 10,33 B. lactis
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6 Diskuze

Stav homeostazy stfevniho prostiedi hraje dtilezitou roli ve zdravi ¢lovéka. Jiz v Uplnych
pocatcich zivota jedince dochazi ke kolonizaci organismu rozmanitou populaci
mikroorganismi, kdy se nejhustéji osidlenou ¢asti t€la stava prostiedi tlustého stieva. Spekuluje
se, ze ke kolonizaci lidského organismu muze dochazet jiz v obdobi plodu skrz prostiedi
délohy, které bylo po dlouhou dobu povazovano za sterilni. Pro proces kolonizace jsou nicméné
esencialni faktory, které piisobi az béhem samotného porodu a po ném. Slozeni a vyvoj stfevni
mikrobioty se odviji od gestacniho véku ditéte a jeho hmotnosti v dobé narozeni, zplsobu
porodu, stylu vyzivy, antibiotické terapie, vnéj$iho okoli a mnoha dalSich vice minoritnich
faktori. Bezprostfedné po narozeni dochdzi k vyCerpani lumindlniho kysliku fakultativné
anaerobnimi bakteriemi, ¢imz se vytvaii vhodné podminky pro kolonizaci anaerobnimi
bakteriemi rodu Bifidobacterium, Clostridium a zastupci kmene Bacteroidetes (Adlerberth a
Wold 2009). Stfevni mikrobiota kojenci bez zdravotnich komplikaci je charakteristicka
bakterialni populaci, ve které dominuji zastupci rodu Bifidobacterium (Turroni et al. 2012).
Bifidobakterie jsou soucasti mateiské fekalni a vaginalni mikrobioty, ktera je vertikalné
pfenaSena na kojence béhem vagindlniho porodu. Béhem nasledujicich mésict jsou urcité
druhy bifidobakterii v ramci kojenecké stfevni mikrobioty konkuren¢né zvyhodiovany
specifickymi slozkami matefského mléka. Bifidobakterie skrze produkty metabolismu, mezi
které se fadi SCFA a laktat a skrze ptitomnost extracelularnich komponenta moduluji nezralé
stfevni prostfedi kojenct, utvafi sttevni imunitni odpoveéd’, zapojuji se do metabolickych vztahi
stfevni populace a zabranuji kolonizaci potencionalné patogennimi mikroorganismy vcetné
Klostridii (Milani et al. 2015; Turroni et al. 2018; Devika a Raman 2019). Klostridie se fadi
vedle bifidobakterii mezi prvotni anaerobnim kolonizatory kojeneckého stieva. V ramci
experimentalni ¢asti této diplomové prace byly pouZity vzorky stolice kolitickych kojenct a
Klostridialni kmeny z nich izolované pro udely testovani antimikrobialni aktivity. Ve fekalni
mikrobioté vSech piislusnych vzorkt stolice byly jako dominantni stanoveny Kklostridie
v poétech > 108 KTJ/g, a to plotnovou kultivaéni metodou na modifikovaném médiu doplnéném
0 mupirocin a kyselinou octovou (Makovska et al. 2023). Bifidobakterie nebyly ve fekalnich
vzorcich kultivaéné detekovany (> 10° KTJ/g). Co se ty¢e druhové variability, byly ve vzorcich
nejcastéji detekovan C. perfringens. Déale byly detekovany druhy Cl. diffcicile, C. neonatale,
C. butyricum a C. saccharobutylicum. V ptipad¢ dysbidzy stfevni mikrobioty muze dojit ke
vzniku patologickych zanétlivych stavii véetné AAD, NEC a také kojeneckeé kolitidy vyvolané
mimo jiné klostridialnimi druhy, které se ndm podatilo detekovat. Mezi faktory zvySujici
pravdépodobnost vyskytu zanétlivych a infekénich stavli vyvolanych toxiny se tadi nizky
gestacni veék, porod cisafskym fezem, antibiotickd terapie Ci strava zalozend na nahradni
kojenecké vyziveé (Zhou et al. 2015; Smits et al. 2016; Rhoads et al. 2018). Nicmén¢ nekteré
druhy vcetné¢ C. butyricum patii mezi vyznamné producenty butyratu, ktery je dilezitym
zdrojem energie pro enterocyty (Stoeva et al. 2021). Obdobi, ve kterém dochazi ke stabilizaci
sttevni mikrobioty je individualni, nicméné vétSina studi se shoduje, ze k tomu dochazi
ptiblizné ve véku 2-3 let. Avsak turbulentni vyvoj, ktery tomuto popula¢nimu ustaleni
predchazel, muze ovliviiovat zdravotni stav jedince cely zivot (Butel et al. 2018; Stewart et al.
2018).
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Vzijemny vztah bifidobakterii a klostridii je mozné pozorovat ze dvou uhlu pohledu.
Prvnim uhlem muze byt antimikrobialni t¢inek bifidobakterii vuci klostridiim. Pro testovani
antimikrobidlniho uc¢inku je stézeni difuzni metoda s pouzitim diskl ¢i jamek vytvotfenych
V agaru, ktera se fadi mezi nejpouzivanéjSi metody testovani. Jamkova difuzni metoda je
vhodna pro testovani zivé bakteridlni kultury, jejich metabolitli, bunécnych komponenti ¢i
jinych latek s antimikrobialnim G¢inkem (Monteiro et al. 2019). Mezi dal$i metody testovani
se fadi napf. spotova metoda a jeji modifikace ¢i testovani antimikrobidlni aktivity v rdmci
komplikovangjsich systému, které zahrnuji napt. pisobeni odlisnych faktort, jimiz maze byt
ptitomnost fekalni mikrobioty ¢i ptidavek substratu (Monteiro et al. 2019; Valdés-Varela et al.
2016). V ramci této préce bylo provedeno testovani antimikrobidlni aktivity vSemi tfemi
zminénymi metodami, pficemz vysledky jednotlivych metod se svym ucinkem do znané miry
lisily. V experimentalni ¢asti prace byl hodnocen vzdjemny vztah bifidobakterii a klostridii
pomoci dvou odli$nych in vitro metod. Pomoci jamkové difizni metody a modifikované
spotové metody mél byt pozorovan antimikrobialni u¢inek dvou zivych kultur B. breve BR03
a B. lactis Bb-12 vici 9 kmentm klostridii izolovanych ze vzorku stolice kolitickych kojenci.
Pozitivni vysledky byly pozorovany pouze v ptipadé modifikované spotové metody. Naopak
Vv pfipadé jamkové difizni metody nebyl zaznamenan jediny pozitivni vysledek. Tento
vysledek vyvolavé otazky, v jaké fazi rustu bifidobakterialni kultury dochazi k vytvareni latek
s antimikrobialnim u¢inkem, 0 jaké latky se jedna a v jaké koncentraci jsou produkovany. Déle
zda se antimikrobialni G¢inek odviji od produkti fermentace, bakteriocini nebo jejich
kombinace. Studie zabyvajici se antimikrobialnim u¢inkem bifidobakterii a laktobacilti vici
vybranym druhtim klostridii, ve které¢ byla pouzita forma testovani antimikrobidlni aktivity
spotovou metodou, pfisoudila inhibi¢ni vlastnosti probiotickych kmeni pisobeni bakteriocinli
(Monteiro et al. 2019). Bifidobakterie mohou produkovat fadu antimikrobialnich latek tzv.
bakteriocini. Jedna o se ptevazné o peptidy, které jsou relativné stabilni vici vysokym teplotam
a nizkému pH. Produkce bakteriocint byla popséana u fady druhti bifidobakterii. U kmene B.
lactis Bb-12 byla detekovana produkce latky pojmenované bifilac Bb-12. Déale byl popsan
bakteriocin bifidon I u B. infantis BCRC 14602 ¢i bifilong u B. longum (Martinez et al. 2013).
Lze spekulovat, zda pozitivni vysledky modifikované spotové metody nebyly zpusobeny
produkci bakteriocintl, které mohla byt vyvolana stresovymi faktory v podobné ptitomnosti
klostridii ¢i vystaveni kysliku béhem prelivu. Vysledek studie Monteiro et al. (2019) se od
vysledki této prace 1isi nepfitomnosti inhibi¢niho u¢inku kmene B. lactis vici kmentim C.
butyricum, C. perfringens a Cl. difficile. Nase vysledky antimikrobialni u¢inek kmene B. lactis
Bb-12 vuéi témto druhtim naopak potvrdily. MuZe se tak jednat o antimikrobialni u¢inek vazany
na specificky kmen bifidobakterii (Monteiro et al. 2019).

Co se ty¢e moznych inhibi¢nich uc¢inkd SCFA a laktatu, byla v experimentalni ¢asti prace
pro testovani antimikrobialnich u¢inku produktd fermentace bifidobakterii B. breve BR03 a B.
lactis Bb-12 (po 24 hodinach kultivace v modifikovaném kultivaénim médiu) pouzita jamkova
difuzni metoda. Lze piedpokladat, ze testované metabiotikum obsahovalo ur¢itou koncentraci
acetatu a laktatu. Inhibi¢ni ucinek metabiotik vuci klostridiim, ktery by mohl byt zpsoben
praveé témito metabolity, vSak nebyl pozorovan u zadné varianty. To se neshoduje s vysledky
studie od Huertas-Diaz et al. (2023), kde byl testovan ucinek fermenta¢nich produkta
bifidobakterii utilizujicich HMO zastoupenych pievazné¢ 2°FL ve form¢ acetatu a laktatu o
riznych koncentracich vi¢i vybranym stfevnim mikroorganismim celedi Clostridiaceae a
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Peptostreptococcaceae. Antimikrobialni aktivita zde byla testovana formou testu
dvojnasobného fedéni bujonu v mikrotitracnich desticka a vysledny rast bakterii byl detekovan
méfenim optické hustoty pii 590 nm po 24 hodinéch inkubace. Jednim ze zavéru této studie byl
siln€j$i antimikrobidlni G¢inek kyseliny mlécné vuci Cl. difficile a Intestinibacter bartlettii
v porovnani kyselinou octovou (Huertas-Diaz et al. 2023), coz se neshoduje s vysledky jinych
studii, které naopak povazuji za u¢innéjsi kyselinu octovou (Chun et al. 2014). Oproti Huertas-
Diaz et al. (2023) jsme nevédéli, jaka je kone¢na koncentrace laktatu a acetatu v testovaném
metabiotiku. V souvislosti s témito vysledky je dilezité poznamenat, ze doposud nebyla
dostate¢né velkd pozornost vénovana skupiné aromatickych mléénych kyselin indolmlécné,
fenylmlééné a 4-hydroxyfenylmlééné, které vznikaji z aromatickych aminokyselin jako
produkty metabolismu bifidobakterii utilizujicich slozky matefského mléka. Studie od
kolektivu Laursen et al. naznacila, Ze by aromatické mlécné kyseliny mohly ovliviiovat imunitni
funkce v kojeneckém obdobi (Laursen et al. 2021). V rdmci ex vivo experimentu se vysledny
antimikrobidlni ucinek odvijel od klostrididlniho kmene ptitomného ve fekalni mikrobiotg.
Bifidobakterialni kmeny jsou pro sviij jednoznaéné pozitivni ti¢inek na zdravi kojenct
ptidavany do nahradnich kojeneckych vyziv. Na zakladé¢ prizkumu trhu s kojeneckymi
vyzivami v Ceské republice byla identifikovana fada vyziv obsahujicich probiotické kmeny
druht B. lactis, B. infantis a B. longum, a to bud’ samostatné nebo ve vzajemné kombinaci.
Probiotické bifidobakteridlni kmeny jsou rovnéz k dostani ve form¢ suplementd, které se
doporucuji détem od narozeni v pfipadé vyskytu kolik ¢i zaZivacich obtizich. V experimentalni
¢asti diplomové prace byl pro testovani antimikrobialni aktivity ex vivo metodou pouzit pravé
tento typ pfipravku. V jednom piipadé byl pouzit probioticky doplnék obsahujici smés kment
B. breve BR03 a B63, které byly v DDD predstavujici 5 kapek obsazeny v mnozstvi 2x108
KTJ/ml. V druhém piipadé se jednalo o dopln&k obsahujici B. lactis Bb-12 v mnozstvi 10°
KTJ/ml v 6 kapkach ptedstavujicich. Deklarované mnozstvi KTJ/ml bylo ovéfeno pomoci
plotnové kultivaéni metody na modifikovaném kultivaénim médiu, které bylo doplnéno o Mup
a KO (Makovska et al. 2023). Pouziti jednotlivych kment v produktech se odviji od vysledka
studii, které naznacuji, Ze jejich dodatecnd suplementace muize mit vliv na frekvenci
vyprazdiiovani kojence a vlastnosti samotné stolice, snizeni incidence kojeneckych kolik a GIT
infekei a také optimalizaci stfevniho prostiedi z hlediska slozeni jeho metabolomu a mikrobioty
(Mohan et al. 2006; Escribano et al. 2018; Maldonado et al. 2019). Kojeneckou mikrobiotu
ovliviiujyi zvySenim zastoupeni bifidobakterii, a naopak sniZenim nékterych potenciondlné
patogennich zastupcti. Pro své pozitivni vysledky jsou vybrané probiotické kmeny
bifidobakterii doporu¢ovany u novorozencu, ktefi se narodili pfedCasné a hrozi u nich
propuknuti NEC (Van Den Akker et al. 2020). Nicméné aby bifidobakterie mohly dlouhodobé
kolonizovat prostiedi stieva kojence a pusobit tak pozitivné na jeho zdravi, musi byt jejich rlst
podporovan vhodnym zdrojem uhliku. NejpfirozenéjSim zdrojem vyzivy kojenct je mateifské
mleko, které obsahuje komplexni smés HMO, jejichz koncentrace a sloZeni je pro kazdou
matku specifické. HMO ptedstavuji exkluzivni zdroj uhliku pouze pro vybrané druhy
bifidobakterii, které vlastni genetickou a enzymatickou vybavu pro jejich utilizaci. Schopnost
utilizace HMO byla popsédna u typickych kojeneckych bifidobakterii, mezi které se fadi B.
infantis, B. longum, B. breve ¢i B. bifidum (Asakuma et al. 2011; James et al. 2016a). U mén¢
typickych zastupct, jimiz jsou B. kashiwanohense a B. pseudolongum byla popsana schopnost
utilizace HIMO 2’FL a 3FL (BuneSova et al. 2016). V rdmci ex vivo testovani teto prace byl
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pozorovan vliv pfidaného substratu do experimentalniho prostfeni na pocty mikroorganismt
prevazné zastoupenymi bifidobakteriemi. Potvrdilo se, Ze matefské mléko je jako zdroj uhliku
1épe vyuzitelné pro probioticky kmen B. breve BRO3 oproti B. lactis Bb-12. B. breve je oproti
B. lactis typickym zastupcem kojenecké stievni mikrobioty a na zaklad¢ n¢kolika studii byla u
tohoto druhu bifidobakterie popsana schopnost utilizace fady HMO vcéetné LNT, LnNT a u
nékterych kmenu i 2°FL (Ruiz-Moyano et al. 2013; James et al. 2016). Naopak u druhu B.
lactis, u kterého v rdmci ex vivo experimentu nebyl pozorovan vyznamny pocetni rozdil v
KTJ/ml mezi variantou s matefskym mlékem a pocate¢ni kojeneckou vyzivou obsahujici 2°FL,
tato schopnost doposud nebyla zadnou studii potvrzena. Na zaklad¢ tohoto vysledku vyvstava
otdzka, zda jsou zastupci taxonu B. lactis pfijimané formou doplnénych kojeneckych vyziv ¢i
probiotickych pfipravkl schopni perzistentni kolonizace stfevniho prostiedi kojence a ptisobit
tak pozitivné na zdravi pfijemce v predpokladaném misté G¢inku.

Pocatecni kojeneckd vyziva se sloZenim snazi v poslednich letech co nejvice pfiblizit
matefskému mléku, a to predevsim z hlediska obsahu HiMO. Do nedavna bylo mozné na
¢eskem trhu zakoupit kojenecké vyzivy s prebiotickou slozkou ve formé GOS samotné nebo
v jeji kombinaci s FOS v poméru 9:1. Nékteré studie se zabyvaly schopnostni odlisnych
fekalnich bakterii, nez jsou bifidobakterie a laktobacily, vyuzivat komer¢nich GOS a FOS jako
zdroj uhliku. Studie od Bune$ova et al. (2012) potvrdila schopnost komeréné dostupnych GOS
a FOS stimulovat i ostatni fekalni bakterie véetné klostridii (BuneSova et al. 2012), kdy je jejich
ptitomnost diskutabilni vzhledem k moznym kolikdm a NEC (REF). V dnesni dob¢ je mozné
zakoupit pocatecni kojeneckou vyzivu obsahujici tzv. humanni mlééné oligosacharidy, které
jsou strukturou identické s HMO, z ¢ehoz vyplyvaji jejich imunomodula¢ni, antiadhezivni a
jejich bifidogenni u¢inky. Nicméné se z hlediska obsahu oligosacharidt stale jedna o pouhé
pfibliZzeni do podoby matetfského mléka, ve kterém bylo identifikovano na 200 riznych typt
HMO (Bode 2020). Poc¢ateéni kojeneckou vyziva dostupna v Ceské republice nabizi varianty
obsahujici kombinaci nanejvys Sesti HIMO, nicméné Castéjsi jsou varianty obsahujici 2°’FL
samotnou nebo v kombinaci GOS a FOS. Piitomnost pouze jediného HiMO vsak nemusi byt
dostate¢na pro dosazeni bifidogenniho u¢inku, ktery poskytuje matefské mléko s komplexnim
obsahem HMO, coz naznacuji i vysledky této prace. Mikrobiota experimentalniho prostiedi
obsahujici B. breve, ktera byla kvantitativné i kvalitativné stanovovana v rdmci ex Vvivo
experimentu, byla na KTJ/ml pocetn&ji vyznamngjsi v piipadé varianty obsahujici matefské
mléko oproti varianté obsahuji po¢ate¢ni kojeneckou vyzivu s obsahem 2°’FL. Naopak nebyl
pozorovan vyznamny rozdil v poctech KTJ/ml mezi variantou obsahujici ndhradni kojeneckou
vyzivu s obsahem 2’FL a variantou bez ptidaného substratu. Vysledky naznacuji, Ze kojenecka
vyziva obsahujici pouze jeden druh HiMO nemusi plné¢ podporovat vSechny druhy
bifidobakterii charakteristickych pro kolonizaci stfevniho prostfedi kojencii. Jak uz bylo
feceno, vEtsina testovanych kmenti B. breve neni schopné produkovat enzymy k utilizaci 2°FL.
Jak ukazaly vysledky nékterych studii vétSina kment B. breve je schopna vyuzivat 2°FL jako
zdroj uhliku pouze skrze metabolismus jinych mikroorganisml. Lou et al. (2023) piisli
s predpokladem, Ze extracelularni fukosiddzy kodované Cleny fekalni mikrobioty, mezi které
patii i Ruminococcus gnavus, mohou svym pusobenim uvoliiovat z 2°FL laktozu, kterou muze
vyuzivat pro svij rust pravé B. breve. Vysledky poukazuji na to, ze schopnost vyuziti
jednotlivych HIMO v zavislosti na sloZeni mikrobioty jedince (Lou et al. 2023). Rovnéz byla
popsana role B. breve jako ,,mrchozrouta®, ktery prostifednictvim tzv. cross-feedingu vyuziva
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jednodussi latky odvozené od HMO, které byly uvolnény v disledku ¢innosti jinych druhi
bifidobakterii (Egan et al. 2014; Cheng et al. 2020; Walsh et al. 2022).

Jak bylo nastinéno v poc¢atku diskuze, 1ze na vztah bifidobakterii a klostridii pohlizet jesté
z jiného dhlu pohledu. Jednd se o jejich vzajemnou interakci z hlediska cross-feedingu.
Bifidobakterie v ramci stievniho prostfedi kojenct fermentuji HMO ¢i HIMO za vzniku
jednodussich fermentacnich produkti, které mohou byt vyuzitelné jako zdroj uhliku pro butyrat
produkujici bakterie. Butyrat, jak uz bylo feCeno, slouzi pievazné jako zdroj energie
enterocytim. Trofickd interakce byla popsana mezi kojeneckymi bifidobakteriemi a vyznamem
producentem butyratu A. hallii, ktery byl schopen vyuzivat rizné produkty fermentace L-
fukézy ¢i 2°FL (Schwab et al. 2017). Nicméné v nékterych ptipadech mizou byt vztahy
postavené na metabolické nevazanosti nékterych bakterialnich druhti pro zdravi hostitele
kontraproduktivni. Z vysledku stanoveni fermenta¢niho profilu 2°FL a L-fukdzy vybranych
druhii klostridii vyplynulo, ze z z4dna testovanych klostridii neni schopna ptimo vyuzivat 2’FL
jako jediny zdroj uhliku. Nicméné u kmenu C. neonatale OK2 byla pozorovéana pozitivni reakce
v ptitomnosti L-fukdzy. Vysledek potvrzeni schopnosti C. neonatale vyuzivat L-fukdzu jako
jediny zdroj uhliku se shoduje s vysledkem studie od Huertas-Diaz et al. (2023). Naopak se
s danou studii rozchazi ve vysledcich v pozorovanim schopnosti rastu C. perfringens a Cl.
dificille na stejném substratu, coz se v této diplomové praci nepotvrdilo. Zde muze hrat roli
mnozstvi testovanych izolatu. L-fukéza je uvoliovana béhem utilizace 2°FL nékterymi
kojeneckymi druhy bifidobakterii. Volna fukéza mtze byt nasledné metabolizovana okolni
fekalni mikrobiotou, ktera mize byt zastoupena i C. neonatale. V piipad¢ kojenecké koliky
zpusobené druhem C. neonatale by tak mohla byt suplementace probiotického pfipravku s 2°FL
vyuzivajicimi bifidobakteriemi spolecné s podavanim kojenecké vyzivy obsahujici 2°FL
samotnou ¢i v kombinaci GOS a FOS do zna¢né miry kontraproduktivni. Do budoucna bude
proto dulezité zaméfit se na vzajemné vztahy bifidobakterii a klostridii nejen z
hlediska antimikrobialniho G¢inku, ale také z hlediska jejich cross-feedingu, ktery mize nastat
mezi specifickymi zéstupci.
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[ Zavér

V této préci bylo zjisténo, ze antimikrobialni u¢inek kmenti B. breve BRO3 a B. lactis Bb-
12, které se bézné pouzivaji jako soucast probiotickych ptipravkt uréenych pro kojence proti 9
klostridialnim kmentim izolovanych ze vzorku stolice kolitickych kojenci, se lisi v zavislosti
na pouzité metod¢ testovani, coz potvrdilo nasi hypotézu. Inhibi¢ni ucinek byl testovan vici
kmenam C. perfringens BN, C. perfringens Z, C. perfringens NVz, C. perfringens AZ1, C.
perfringens NK, C. butyricum BN, C. saccharobutylicum AZ2, CI. difficile BN a C. neonatale
OK2. Testovani antimikrobialni aktivity jamkovou difazni metodou, kterou byla testovana
schopnost zivych bifidobakteridlnich bunék, jejich metabolitti a bunéénych komponent inhibice
vybranych klostrididlni kmenti, se ukézalo bez ucinku u vSech 54 vzniklych variant. Naopak
testovani modifikovanou difuzni metodou, kde byla sledovana vzajemna interakce pouze na
urovni zivych bakterialnich kultur, piineslo pozitivni vysledky z hlediska antimikrobialniho
ucinku.

Jak bylo ptedpokladano, vysledky ex vivo testovani se lisily v zavislosti na n¢kolika
faktorech. Experimentalni prostiedi, které bylo vytvofeno pro ucely testovani vzajemnych
interakci mezi bifidobakteriemi a klostridiemi, se ukazalo jako vhodné pouze pro testovani
kment C. perfringens. Vysledny antimikrobidlni G¢inek, ktery byl hodnocen na zakladé
KTJ/ml, se odvijel od testovaného klostridialniho kmene, pfi¢emz pouze u dvou kmend bylo
dosazeno oc¢ekavaného vysledku absolutni inhibice vegetativnich forem piitomnych klostridii.
Vliv substratu se odrazel predev§im na poétech detekovanych bifidobakterii. Dle o¢ekavani
ptredstavovalo mateiské mléko vhodné&jsi zdroj uhliku pro druh B. breve, ktery se fadi mezi
typické bifidobakteridlni kolonizatory stfevniho prostfedi kojencii. Pocateéni nédhradni
kojenecka vyziva sobsahem 2’FL nepiedstavovala pro B. breve rovnocenny substrat
K matefskému mléku, ale naopak se ukazala jako nejvhodngjsi substrat pro rust fekalni
mikrobioty zastoupené¢ prevazné klostridiemi. Schopnost ristu klostridialnich kment
Vv ptitomnosti doplnéné kojenecké vyzivy nicméné s nejvétsi pravdépodobnosti nevychazela
z jejich schopnosti utilizovat 2’FL, ale ze schopnosti utilizovat dalsi komponenty umélé
kojenecké vyzivy.

Na zéklad¢ stanoveni fermentacniho profilu nebyla prokdzdna ani u jednoho z 6
testovanych klostridialnich kmeni schopnost ristu na 2°FL jakozto jediném zdroji uhliku.
Nicméné byla pozorovana pozitivni reakce u C. neonatale OK2 v pfitomnosti L-fukozy, ktera
byva uvolnovana z2’FL pomoci enzymu, kterymi jsou vybaveny pfedev§im druhy
kojeneckych bifidobakterii. Pravé o 2’FL byvaji v dne$ni dobé dopliovany nékteré nahradni
kojenecké vyzivy. Tento vysledek nastinuje moznou interakci na arovni cross-feedingu mezi
C. neonatale a vybranymi druhy bifidobakterii véetné B. breve.

Vysledky testovani ex vivo nastifiuji, jakym zpusobem by mohlo byt optimalizovano
experimentélni prosttedi vzniklé za uc¢elem pozorovani vzajemnych vztaht fekalni mikrobioty
kolitickych kojenci a probiotickych bifidobakteridlnich kment tak, aby esej vyhovovala
SirSimu vybéru klostrididlnich kmend.
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9  Seznam pouzitych zkratek a symboli

2’FL
3’GL
3’SL
3’FL
3FL
6’FL
6’SL
A. hallii
AAD

ABC

ALA

ARA

. adolescentis

. bifidum

. breve, BB

. Infantis

. kashiwanohense
. lactis, BL

. longum

BCP

C. botulinum

C. butyricum, CB
C. neonatale, CN
C. paraputrificum
C. perfringens, CP
C. saccharobutylicum, CS
CEL

Cl. Difficile, CD
CMM

DFL

DHA

DSLNT

EEC

EFSA

0 0 0 0 0 0 W

Ent. faecalis
EPEC

EPS+

ESC
ESPGHAN

2’-fukosyllaktoza

3’-galaktosyllaktdza

3’-sialyllaktoza

3’-fukosyllakdza

3-fukosyllaktoza

6’-fukosyllaktdza

6’-sialyllakt6za

Anaerobutyricum hallii

Priijem zpiisobeny uzivanim antibiotik
(antibiotic-associated diarrhea)

ABC transportni protein (ATP Binding Cassette)
Kyselina alfa-linolenové (alfa-linolenic acid)
L-arabin6za

Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium kashiwanohense
Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bifidobacterium longum subsp. longum
Bromkresolovy purpur (bromocresol purple)
Clostridium botulinum

Clostridium butyricum

Clostridium neonatale

Clostridium paraputrificum

C. perfringens

Clostridium saccharobutylicum
D-celobidéza

Clostridioides difficile

Cooked meat médium

Difukosyllakoza

Kyselina dokosahexaenova
Disialyllakto-N-tetradza

Enteroendokrinni buiika (enteroendocrine cell)
Evropskym utadem pro bezpecnost potravin
(European Food Safety Authority)

Enterococcus faecalis

Enteropatogenni druh Escherichia coli
Extrapolysacharidy

Eskulin, citrat Zelezity

Evropska spolec¢nost pro détskou gastroenterologii,

hepatologii a vyzivu (The European Society for Paediatric
Gastroenterology Hepatology and Nutrition)
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EU

F. prausnitzii
FDA
FOS
Fuc
FUT2
FUT3
Gal
GEL
GIT
Glc
GIcNAc
GLP-1
GLU
GLY
GM kmeny
GOS
GPCR
HDAC
HiMO
HMO
IND
ISAPP

KO
KTJ

L. fermentum
LA
LAC
LDFT
Le ()
Le (+)
LNB
LNFP
MAN
MLA
MLZ
MM
MNE
Mup
NADH
NANA

Evropska unie

Faecalibacterium prausnitzii

Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
Fruktooligosacharidy

Fukoza

Fukosyltransferdza 2

Fukosyltransferaza 3

Galaktoza

Zelatina

Gastrointestinalni systém

Glukoza

N-acetylglukosamin

Glukagonu podobny peptid-1 (glucagon-like peptide-1)

D-gluko6za

Glycerol

Geneticky modifikované kmeny

Galaktooligosacharidy

Receptor spiazeny s G-proteinem (G protein-coupled with receptor)
Histon deacetyldza (histone deacetylase)

Humanni mlééné oligosacharidy (human-identical milk oligosaccharides)
Oligosacharidy mateiského mléka (human milk oligosaccharides)

L-tryptofan
Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a probiotika
(International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics)

Kyselina octova

Kolonie tvofici jednotku
Limosilactobacillus fermentum
Kyselina linolenova (Linoleic acid)
D-lakt6za

Laktodifukotetra6za

Lewis negativni typ

Lewis pozitivni typ
Lakto-N-bi6za
Lakto-N-fukopent6za

D-mannitol

D-maltoza

D-melezitoza

Mateiské mléko

D-mandza

Mupirocin
Nikotinamidadenidinukleotid
N-acetyl-D-neuraminové kyselina

108



Natizeni (EU) 2016/127

Natizeni (EU) 258/97
NDA panel

NEC
NF-kB
PM
PNKV
PYY
GPCR

QSP

RAF

RHA

S. aureus

S. thermophilus
SACH

SAL

SCF

TLR
TRE
UNICEF

URE
Védecké stanovisko 2014

WSP agar
WSP bujon
XYL

Evropské unie (EU) uvedeny v Nafizeni Komise v pfenesené
pravomoci (EU) 2016/127 ze dne 25. zati 2015, kterym se dopliiuje
Natizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 609/2013

Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 258/97
Panel pro Vyzivu, nové potraviny a potravinové alergeny
(Nutrition, Novel Foods and Food Allergens Panel)
Nekrotizujici enterokolitida

Nuklearni faktor kappa B

Petriho miska

Pocatecni nahradni kojenecka vyziva

Peptid YY

Kvantitativni polymerazova reté¢zova reakce

(Real-time polymerase chain reaction)

Kvalifikovaného predpokladu bezpecnosti

(Qualified Presumption of Safety)

D-rafin6za

L-rhamnéza

Staphylococcus aureus

Staphylococcus thermophilus

D-sachar6za

Salicin

Védecky vybor pro potraviny (Scientific Committee on Food)
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids)
Nesekrecni typ

Sekrecni typ

Kyselina sialova

D-sorbitol

Toll-like receptor

D-trehaléza
Détsky fond Organizace spojenych narodi
(United Nations Children’s Fund)

Urea

Védeckého stanoviska vénovaného zakladnimu sloZeni pocatecni
pokracovaci kojenecké vyzivy z roku 2014,

které bylo vydano Evropskym titadem pro bezpecnost potravin

Modifikovany Wilkins-Chalgren Anaerobe agar
Modifikovany Wilkins-Chalgren Anaerobe bujon
D-xyléza
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