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Interakce bifídobakterií a klostridií ve střevní mikrobiotě 
kojenců 

Souhrn 

Kojenecké druhy Bifidobacterium spp. jsou výjimečné zejména svou schopností 

utilizovat oligosacharidy mateřského mléka, čímž získávají konkurenční výhodu nad zbytkem 

mikrobiální populace střeva. V jejich přítomnosti dochází v mikrobiotě k regulaci počtů a 

negativních účinků klostridií, j imiž jsou například koliky či j iné pro zdraví kojence nežádoucí 

projevy. Mechanismy účinku inhibice klostridií bifidobakteriemi nejsou plně známy. Navíc 

není dostatečně známo, jak náhradní forma výživy obsahující pouze minoritní část z komplexu 

oligosacharidů mateřského mléka může ovlivnit vztahy uvnitř doposud nezralé střevní 

mikrobioty, ve které mohou být bifidobakterie chybějícím taxonem. 

Cílem této práce bylo vypracovat přehled týkající se mikrobiální kolonizace kojenců a 

zaměřit se především na význam bifídobakterií a klostridií a jejich vzájemné interakce, a dále 

pak zhodnotit v l iv mateřského mléka a náhradní kojenecké výživy ve vztahu k výše 

uvedenému. Praktická část práce byla zaměřena na testování antimikrobiálního účinku 

probiotických kmenů bifídobakterií vůči klostridiálním kmenům izolovaných z fekálních 

vzorků kolitických kojenců. Testování probíhalo na úrovni in vitro, a také ex vivo, což 

představovalo komplexnější experimentální systém s intervencí fekální mikrobioty a 

prebiotické složky a probiotické bifidobakterie. Dále byla zhodnocena schopnost růstu 

klostridií na 2'-fukosylaktóze (2 'FL) a L-fukóze. Experimentální část práce byla provedena 

s použitím kultivačně závislých metod. 

Výsledek testování antimikrobiální aktivity in vitro se lišil v závislosti na použité metodě, 

přičemž antimikrobiální účinek probiotických kmenů Bifidobacterium breve BR03 a B. 

animalis subsp. lactis Bb-12 byl potvrzen s použitím modifikované spotové metody vůči všem 

testovaným klostridiálním kmenům zahrnující druhy Clostridium perfringens, C. butyricum, C. 

saccharobutylicum, C. neonatale a Clostridioides difficile. Antimikrobiální účinek nebyl 

potvrzen difúzni metodou. Antimikrobiální účinek pozorovaný v rámci ex vivo experimentu se 

odvíjel od druhu a kmene klostridie přítomné v testovaném vzorku stolice. Mateřské mléko jako 

zdroj uhlíku bylo lépe využitelné pro B. breve. Oproti tomu počáteční náhradní kojenecká 

výživa podporovala růst fekální mikrobioty zastoupené převážně C. perfringens. Variabilita 

výsledků vystihuje složitost a komplexnost střevního prostředí, ve kterém působí na vzájemné 

vztahy mikroorganismů řada dosud nepopsaných faktorů. Mimoto, schopnost utilizace L -

fukózy prostřednictvím C. neonatale může přinést zajímavé poznatky interakce 2 ' F L s 

utilizujícími bifidobakteriemi na úrovni cross-feedingu. 

Klíčová slova: Clostridium; Bifidobacterium; kojenec; mikrobiota; probiotika; prebiotika; 

mateřské mléko; umělá dětská výživa 



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 BR03 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 Úvod 
Lidská mikrobiota představuje skrytý lidský orgán, který je složen z bilionů 

mikroorganismů, které koexistují s lidským organismem v mutualistickém vztahu. Úzký vztah 
k nemocem a zdraví člověka má střevní mikrobiota, která se v případě fyziologického složení 
podílí na vzniku homeostázy a regulaci imunitního systému lidského organismu. Narušení 
rovnovážného stavu střevní mikrobioty může vést k rozvoji řady chorobných stavů organismu 
(Hou et al. 2022). Střevní mikrobiota je utvářena již od samotného narození a vyvíjí se 
v závislosti na gestačním věku dítěte, způsobu porodu, výživě, antibiotické terapii, vnějším 
okolí a mnoha dalších faktorech přibližně do věku 2-3 let, kdy se její složení začíná stabilizovat 
(Tanaka & Nakayama 2017). 

Během prvních šesti měsíců je Světovou zdravotnickou organizací doporučováno 
výhradní kojení matkou. Mateřské mléko je komplexní tekutina představující pro kojence 
přirozený zdroj potřebných živin a dalších látek, které podporují jeho růst a vývoj odpovídající 
věku ( W H O 2023). Významnou složku představují oligosacharidy mateřského mléka ( H M O , 
human milk oligosaccharides), které se v téměř nedotčené podobě dostávají do tlustého střeva, 
ve kterém působí kromě j iného jako růstový substrát vybraným druhům bifidobakterií (Bode 
2012). Především Bifidobacterium longum subsp. infantis, B. longum subsp. longum, B. breve 
a B. bifidum tak získávají konkurenční výhodu nad ostatními mikroorganismy, které nevlastní 
komplex enzymů potřebný k degradaci H M O . Produktem fermentace bifidobakterií jsou 
především mastné kyseliny s krátkým řetězcem a laktát, které přispívají k udržení zdravého 
střevního prostředí a zároveň slouží jako potrava pro okolní mikrobiotu (Kiely et al. 2023). 
Konkrétně laktát a acetát jsou využívány butyrát produkující bakteriemi, j imiž jsou 
Faecalibacteriumprausnitzii, Roseburia spp. nebo Clostridium butyricum. Butyrát představuje 
hlavní zdroje energie pro buňky střevního epitelu (Singh et al. 2023). 

V případě, že matka nemůže či nechce kojit své dítě, bývá kojenci podávána náhradní 
kojenecká výživa. Kromě všech potřebných živin je náhradní výživa doplňována i o biologicky 
aktivní látky včetně humánních oligosacharidů mateřského mléka ( H i M O , human identical 
milk oligosaccharides). Bezpečnost několika druhů H i M O ve výživě člověka j iž byla potvrzena 
v rámci Evropské unie, nicméně stále se neví mnoho o jejich v l ivu na střevní mikrobiotu. Ve 
střevní mikrobiotě kojenců se mimo j iné přirozeně vyskytuje řada potencionálně patogenních 
bakterií včetně klostridií. Clostridioides difficile, Clostridium perfringens, C. butyricum a C. 
neonatale a další mohou v případě dysbiózy vyvolat řadu zánětlivých onemocnění (Ferraris et 
al. 2012). Právě růst některých druhů klostridií může být nepřímo podporován H i M O , jejichž 
stavební složky jsou uvolňovány během procesu utilizace bifidobakteriemi (Huertas-Díaz et al. 
2023). 

Tato diplomová práce navazuje na bakalářskou práci na téma Výskyt a význam 
sporulujících bakterií v mikrobiotě kojenců, která byla autorkou obhájena v roce 2022 na 
Katedře mikrobiologie, výživy a dietetiky na Fakultě agrobiologie, potravinových a přírodních 
zdrojů České zemědělské univerzity v Praze. 
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2 Vědecká hypotéza a cíle práce 

Předpokládáme, že antimikrobiální aktivita bifidobakterií vůči klostridiím bude 
ovlivněna metodou testování. In vitro testování sleduje interakce pouze na úrovni dvou a více 
čistých kmenů, zatímco vzájemné interakce v rámci ex vivo testování jsou ovlivněny řadou 
faktorů. Komplexní vzorek, j ímž je stolice kojence, obsahuje řadu mikroorganismů a produktů 
jejich metabolismu, které mohou ovlivňovat interakce mezi testovanými druhy bakterií. 
Vzájemné působení může být rovněž ovlivněno přidaným substrátem. Oligosacharidy 
mateřského mléka budou dostupné pouze určitým druhům bifidobakterií, zatímco humánní 
mléčné oligosacharidy, přidávané do náhradní kojenecké výživy, pravděpodobně mohou 
využívat i některé klostridie. 

Cílem práce bylo vypracovat přehled o bifidobakteriích a klostridiích vyskytujících se ve 
střevní mikrobiotě kojenců a zaměřit se na dosavadní poznatky o jejich vzájemné interakci. Pro 
literární přehled byl rovněž stanoven cíl na vypracování souhrnu charakteristik mateřského 
mléka a náhradní kojenecké výživy. Cílem metodické části práce bylo testovat vzájemné 
interakce mezi probiotickými kmeny bifidobakterií a vybranými kmeny klostridií izolovaných 
ze stolice klostridiových dětí s kolikami na úrovni in vitro a ex vivo, ve které byla rovněž 
sledována intervence prebiotik. Vedle toho byl kultivačně detekován výskyt bifidobakterií a 
klostridií v mikrobiotě stolice vybraných kojenců, kterým byly podány probiotika 
s bifidobakteriemi. 
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3 Literární rešerše 

3.1 Střevní mikrobiota kojenců 

Termín mikrobiota lze definovat jako uskupení mikroorganismů žijících v určitém 
biotopu. V rámci lidského těla se jedná o komunity komenzálních mikroorganismů z říše 
bakterií, hub, virů, protozoi a archei, které koexistují se svým hostitelem v mutualistickém 
vztahu (Parker et al. 2020; Ignacio et al. 2019; Ishiguro et al. 2018). Naopak pojem mikrobiom 
pojednává o souboru všech genomů, genů a genových produktů mikrobioty žijící v d a n é m 
prostředí (Setubal a Dias-Neto 2022). Metabolity produkované mikrobiálním společenstvím 
zaštituje pojem metabolom, který ve spojení se střevním prostředím zahrnuje rovněž metabolity 
vyprodukované hostitelem (Cortez et al. 2019). Celkový rozsah lidské mikrobioty se s určitou 
opatrností odhaduje na počet 1 0 1 3 - 1 0 1 4 mikrobiálních buněk. V porovnání s množstvím buněk 
lidskému tělu vlastnímu, jejichž počet je stanoven přibližně na 3,0 x 10 1 3 , lze s rezervovaným 
odstupem tvrdit, že početní poměr buněk mikroorganismů ku buňkám lidskému tělu vlastní je 
1:1. Uvedené hodnoty ilustrují, jak rozsáhlá je mikrobiota lidského těla a naznačují nemalou 
roli , kterou mikroorganismy v našem těle pravděpodobně hrají (Sender et al. 2016). 

Mikroorganismy kolonizují téměř všechny povrchy lidského těla, které jsou vystaveny 
vlivům vnějšího okolí, okupují tak nejen naši kůži, močopohlavní a dýchací systém, ale 
především i náš gastrointestinální systém (GIT) (Serikov et al. 2010). Jednotlivé úseky trávicí 
trubice lze definovat na základě množství mikroorganismů, které dané segmenty kolonizují. V 
dutině ústní se množství mikroorganismů pohybuje kolem 10 8 -10 1 0 KJT/g (kolonie tvořící 
jednotku/g) slin. Oproti tomu v žaludku je počet mikrobiálních buněk značně redukován 
žaludečními šťávami na 10 3 KTJ /g . Následuje duodenum a jejunum s rozmezím 10 2-10 4 KTJ /g 
obsahu a ileum s tlustým střevem, kde počet bakterií vzroste na hodnoty 10 1 0 -10 1 2 KTJ /g 
obsahu (Hakansson & M o l i n 2011). Právě v tlustém střevě se nachází více než 70 % 
mikroorganismů obývajících lidské tělo, nicméně ani to není kolonizováno rovnoměrně 
v celém jeho objemu, ale hustota osídlení i druhové složení mikrobiální populace se zde 
významně liší na základě toho, zda se jedná přímo o povrch epiteliální vrstvy, kryjící hlenové 
vrstvy, či o samotný lumen střev (Sekirov et al. 2010). 

Soužití člověka s mikroorganismy vyústilo v tlustém střevě ve vznik vztahů 
komenzálních (vztah ve kterém ani jeden z partnerů není znevýhodněn) a symbiotických (vztah 
prospěšný pro oba partnery), které plynou především z jejich metabolických aktivit (Ventura et 
al. 2009). Střevní mikrobiota hraje zásadní roli ve fungování imunitního systému, rovněž má 
významný v l iv na trávení a metabolismus živin, ovlivňuje komunikační spoj mezi mozkem a 
střevy jedince a je zásadní pro normální fyziologii a zdraví střev (Aziz et al. 2013). Jedná se 
převážně o nepatogenní mikroorganismy žijící společně s enterocyty v symbiotickém vztahu, 
ve kterém vypomáhají zejména s metabolismem živin a léků, zabraňují kolonizaci patogenními 
mikroorganismy a také podporují správné fungování střevní bariéry (Jandhyala et al. 2015). Na 
druhou stranu mají mikroorganismy v rámci našich střev zajištěn volný přístup k živinám 
společně s kontrolovanou teplotou (Ignacio et al. 2019). Střevní homeostáza může být narušena 
kvantitativními či kvalitativními změnami ve složení mikrobioty neboli dysbiózou, což může 
vést k rozvoji rozličných nemocí, j imiž jsou např. obezita, diabetes, alergie či onemocnění 
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autoimunitního sytému, neurologické poruchy a zánětlivé či infekční choroby (Bibbó et al. 
2016; Wang & Roy 2017). 

3.1.1 Složení a vývoj střevní mikrobioty 

Definice složení „normální" či „zdravé" střevní mikrobioty kojenců je obtížná kvůli její 
značné nestabilitě, vysoké intraindividuální variabilitě, a také z důvodu působení mnoha 
vnějších i vnitřních faktorů, které vývoj střevní mikrobioty ovlivňují. Jedná se např. o vliv 
matky, způsob porodu, gestační věk při narození, výživu kojence, jeho zdravotní stav, vliv 
prostředí a také genetické predispozice jedince. Nekonečné kombinace těchto faktorů dávají 
vzniknout unikátním bakteriálním populacím ukrývajícím se v prostředí střev každého jedince 
(Milani et al. 2017). 

M e z i první kolonizátory tlustého střeva se řadí fakultativně anaerobní bakterie náležící 
do čeledí Enterobacteriacea a Lactobacilaceae, které vyčerpávají přítomný luminální kyslík 
v období bezprostředně po narození dítěte, čímž utváří přívětivé prostředí pro osídlení obligátně 
anaerobních bakterií rodu Bifidobacterium, Clostridium a kmene Bacteroidetes (Matamoros et 
al. 2013). Během následujících několika týdnů se podoba střevní mikrobioty novorozence 
odvíjí především od mikrobioty porodních cest či j iných částí těla matky, se kterými 
novorozenec přišel do styku. Dominujícími bakteriálními taxony se stávají Enterococcaceae, 
Streptococacceae, Lactobacillaceae, Clostridiaceae a Bifidobacteriaceae (Arrieta et al. 2014). 

V prvních měsících života je pro střevní mikrobiotu kojence charakteristická nízká 
diverzita a značná dominance kmenů Proteobacteria a Actinobacteria (Rodriguez et al. 2015), 
přičemž u kojených jedinců dominují bakterie rodu Bifidobacterium (Turroni et al. 2012). 
V období začleňování pevné stravy do jídelníčku kojence dochází k postupné dominanci 
bakterií kmenů Firmincutes a Bacteroidetes, které bývají typické pro střevní mikrobiotu 
dospělého člověka (Koenig et al. 2011). Postupný vývoj střevní mikrobioty člověka od narození 
až do věku 2-3 let je přehledně vyobrazen na obrázku č. 1. 

K samotnému ustálení nestálé střevní mikrobioty a její transformaci do podoby stabilnější 
mikrobioty dospělého člověka dochází pravděpodobně nejdříve v období kolem 31 měsíce po 
narození (Stewart et al. 2018). 
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^ f c Bactcroidaccac 

Lachnospiraccac 

^ R u m i n o c o c c o c o e 

Prcvotcllaccac 

^ Entcrobactcnaccac 

Vcilloncllaccac 
^ ) Bif idobaclcnaccac 

Narození 1. měsíc 6. měsíc 12. měsíc 2.-3. rok 
Bakter iá ln í diverzita 

Intraindividuální proměnl ivost 

Obrázek č. 1 - vývoj střevní mikrobioty člověka od narození do věku 2-3 let (Arrieta et 
al. 2014) - pozn.: volně přeloženo z angličtiny. 

3.1.1.1 Sterilní děloha 

Po mnoho let byla děloha matky považována za sterilní orgán a byl obecně přijímán 
koncept označovaný jako paradigma sterilní dělohy, podle kterého dohází k vertikálnímu a 
horizontálnímu přenosu mikroorganismů během porodu a po něm, avšak do té dobyje plod 
udržován ve sterilním stavu. K těmto závěrům dospěla odborná veřejnost zvě t š í míry na 
základě výsledků založených na mikroskopických a kultivačních analýzách mekonia (smolky, 
první stolice po narození), plodové vody a tkáně placenty. V případě zjištění přítomnosti 
mikroorganismů v odebraných vzorcích byly pozitivní výsledky testování připisovány 
kontaminaci během odběru či časové variabilitě vzorkování. Například sterilita mekonia se 
v několika studiích odvíjela od doby průchodu trávicím traktem, přičemž indikace bakterií byla 
spojována s delší časovou periodou mezi porodem a první stolicí dítěte (Perez-Mufioz et al. 
2017). Případná přítomnost mikroorganismů a jejich metabolitů v prostředí dělohy byla a je 
rovněž považována za jeden z m o ž n ý c h faktorů komplikovaného těhotenství. V případě 
nitroděložní infekce může dojít k předčasnému odtoku plodové vody před termínem porodu, 
v následku čehož zpravidla nastává předčasný porod s vysokou pravděpodobností úmrtí 
novorozence. U pacientek s těmito komplikacemi byly nejčastěji identifikovány bakterie rodu 
Ureaplasma a bakterie Sneathia amnii (Tchirikov et al. 2018). 

Avšak jsou zde studie, které hypotézu o sterilní děloze zpochybňují a na základě 
moderních sekvenčních technologií naznačují, že za sterilní se nedá považovat plod, placenta a 
ani plodová voda matky (Perez-Muňoz et al. 2017). Aagard et al. 2016 jako první 
charakterizovali unikátní placentální mikrobiom o nízké početnosti a metabolické bohatosti 
složený z nepatogenních komenzálních bakterií kmenů Firmincutes, Tenericutes, 
Proteobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteria, který se profilově podobá ústnímu mikrobiomu 
negravidního člověka. Autoři spekulují, že bakterie z dutiny ústní matky se mohou dostat skrze 
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hematogenní šíření do placenty, odkud mohou následně kolonizovat plod (Aagaard et al. 2014). 
K závěru, že prostředí dělohy není sterilní, a že ke kolonizaci dítěte může docházet j iž během 
prenatálního vývoje dospěli rovněž Collado et al. 2016, kteří v placentě a plodové vodě matek 
rodících císařským řezem v plném termínu charakterizovali mikrobiotu o nízké bohatosti a 
diverzitě s převahou bakterií kmene Proteobakteria. Podobné mikrobiální rysy byly zjištěny 
rovněž v mekoniu novorozence, z čehož autoři dovozují, že ke kolonizaci trávicího traktu 
dochází j iž ve fázi plodu (Collado et al. 2016). 

3.1.1.2 Gestační věk 

Za předčasně narozené jsou obecně považovány děti narozené před ukončeným 37. 
týdnem těhotenství, přičemž dle míry nedonosení lze děti dále dělit do skupin na středně až 
pozdně narozené (32. - 37. týden), velmi předčasně narozené (28. - 32. týden) a extrémně 
předčasně narozené (méně něž 28 týdnů). Předčasné narození je spojováno s mnoha vážnými 
krátkodobými i dlouhodobými následky j imiž jsou např. špatný zdravotní stav, problémy 
s růstem, duševní a mentální postižení či brzký nástup chronických nemocí. K těmto závažným 
rizikům se rovněž řadí zvýšená pravděpodobnost novorozeneckého úmrtí, které může dítě 
postihnout až do věku pěti let (Ohuma et al. 2023). 

Děti narozené předčasně mají nedostatečně vyvinutý GIT. Tlusté střevo má špatně 
vyvinutou peristaltikou, střevní bariéru a sníženou imunitu, což může vést ke vzniku 
bakteriálních a zánětlivých onemocnění, mezi které se řadí sepse či nekrotizující enterokolitida. 
Další rizikové faktory, které se pojí s předčasným narozením, jsou např. porod císařským 
řezem, použití širokospektrálních antibiotik, umělá výživa, zavedení výživové sondy či pobyt 
novorozence v inkubátoru na novorozenecké jednotce intenzivní péče (Neu et al. 2005; Korpela 
etal . 2018). 

Gestační věk dítěte během narození je zároveň jedním z významných faktorů, které se 
podepisují na složení střevní mikrobioty jedince. Předčasně narozené děti prokazují nižší 
zastoupení rodů Bacteriodes a Bifidobacterium, které jsou naopak typické pro děti narozené 
bez komplikací v řádném termínu, u nichž nebyla potřeba hospitalizace. Střevní mikrobiota u 
předčasně narozených dětí prochází několika fázemi vývoje, které začínají dominancí rodu 
Staphylococcus a pokračují dominancemi rodů Enterococcus, Enterobacter a konečně 
Bifidobacterium. Fáze, při které dochází k přemnožení Enterococcus spp. a která vede k 
narušení vývoje střevní mikrobioty, se vyskytuje pouze u extrémně předčasně narozených dětí. 
Zdravý vývoj mikrobioty může být podporován podáváním mateřského mléka u středně 
předčasně narozených jedinců nebo suplementací prebiotik s bifidogenním účinkem u extrémně 
předčasně narozených jedinců (Walani 2020; Fouhy et al. 2019; Korpela et al. 2018). 

Gestační věk při narození vykazuje v l iv na modulaci střevní mikrobioty až do čtyř let 
věku dítěte. U dětí narozených v řádném te rmínu je charakteristická převaha Bacteroidetes v 
prvním, Parabacteroides v druhém a Christensenellacea ve čtvrtém roce. Pro děti předčasně 
narozené je naopak typická dominance rodů Lactobacillus, Streptococcus a Carnobacterium ve 
stejném pořadí roků (Fouhy et al. 2019). 
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3.1.1.3 Porod dítěte 

Knejrannější a velmi významné fázi bakteriální kolonizace, která ovlivňuje skladbu 
střevní mikrobioty během prvních měsíců života dítěte, dochází během porodu dítěte, kdy je 
novorozenec vystaven vaginální, kožní i fekální mikrobiotě matky a mikroorganismům 
nemocničního či j iného prostředí. Ne všechny mikroorganismy jsou však schopné trvale 
osidlovat prostředí těla novorozence, toho jsou schopné pouze určité skupiny mikroorganismů, 
které si k tomu osvojily specifické vlastnosti. Například několik druhů bakterií rodů 
Bifidobacterium a Bacteroides vlastní jedinečnou schopnost utilizovat oligosacharidy 
mateřského mléka, díky čemuž se řadí mezi úspěšné perzistentní kolonizátory tlustého střeva 
novorozenců (Korpela 2021). 

V případě přirozeného vaginálního porodu přichází novorozenec nejprve do styku 
s mikroorganismy kolonizující porodní cesty a GIT systém matky. Jinak je tomu v případě 
císařského řezu, při kterém dochází k přenosu mikroorganismů na novorozence z prostředí 
pokožky matky, nemocničního zařízení a zdravotnického personálu (Milani et al. 2017). V l i v 
dvou rozdílných porodníckých operací na skladbu mikrobiálních komunit je znatelný j iž během 
prvních dnů jeho života. Děti narozené přirozeným způsobem získávají bakteriální společenství 
podobná vaginální mikrobiotě matky, v nichž dominují bakterie na úrovni druhů Prevotella, 
Sneathia a Lactobacillus spp., zatímco u dětí porozených císařským řezem dominují 
společenstva zastoupená převážně druhy Propionibacterium, Corynebacterium a 
Staphylococcus spp., které jsou charakteristické pro mikrobiotu lidské pokožky (Dominguez-
Bello et al. 2010). 

Odlišný vývoj bakteriální kolonizace pokračuje i v následujících týdnech po porodu. 
Během prvního týdne je možné na základě způsobu porodu pozorovat rozdíl ve složení střevní 
mikrobioty na úrovni kmenů Actinobacteria, Firmincutes a Bacteroidota. V případě dětí 
narozených vaginálně dominuje kmen Actinobacteria společně s kmenem Bacteroidetes, 
přičemž tento stav zůstává až do 24. týdne neměnný. N a rodové úrovni převažují zástupci 
Bifidobacterium, společně s vyšším zastoupením rodu Bacteroides a Clostridium sensu stricto. 
Oproti tomu u dětí porozených císařským řezem převládají během 1. týdne zástupci kmene 
Firmincutes, nicméně se bakteriální složení během následujících týdnů začíná podobat více 
složení tomu vaginálně narozených dětí a od 8. týdne je téměř shodné. Zároveň u této skupiny 
můžeme pozorovat během 1. týdne hojnější zastoupení bakterií rodu Clostridium sensu stricto 
(Freitas & H i l l 2017). 

Způsob porodu má zásadní v l iv na kolonizaci zdraví prospěšných bakterií rodu 
Bifidobakterium, které novorozenec získává vaginálním a fekálním přenosem mikrobioty 
matky během vaginálního porodu. Bifidobakterie jsou v prvních měsících hojněji zastoupeny u 
kojenců porozených vaginálně, zatímco u dětí narozených císařským řezem jsou hojněji 
zastoupené potencionálně patogenní a prozánětlivé bakterie. Přítomnost bifidobakterií sice 
může být podpořena oligosacharidy mateřského mléka (FfMO, human milk oligosaccharides) 
či probiotickými doplňky, nicméně tato podpora nemusí být pro kolonizaci bifidobakteriemi 
dostatečná (Reyman et al. 2019). 
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3.1.1.4 Antibiotika 

Objev antibiotik způsobil revoluci v léčbě infekčních onemocnění, což ve své době vedlo 
společně s dalšími faktory ke zvýšení průměrné délky života člověka. Nicméně se časem 
ukázalo, že nesprávné užívání, nadužívaní a zneužívání antibiotik může mít značně škodlivý 
v l iv na naše zdraví a svým způsobem nás může vrátit zpět do doby před jejich objevením 
(Patangia et al. 2022). 

Velkou kapitolou samo o sobě je vznik antimikrobiální rezistence některých patogenních 
mikroorganismů, vůči kterým se stávají antimikrobiální léčiva neúčinná, čímž dochází ke 
komplikaci terapie infekčních onemocnění a jejich šíření, což může mít fatální následky na 
lidskou populaci. Rezistence vzniká přirozeným procesem, během kterého dochází ke změně 
genetické informace uvnitř patogenu. Tento proces je indikován a urychlován nesprávným 
zacházením s antimikrobiálními látkami u lidí, zvířat i rostlin. Odhaduje se, že samotná 
antibakteriální rezistence byla v roce 2019 přímo zodpovědná za 1,27 miliónů úmrtí a 
k dalším 4,95 případů úmrtí přispěla celosvětově. Jedná se o jednu z nej větších globálních 
hrozeb lidského zdraví ( W H O 2023). 

Druhou kapitolou je v l iv širokospektrálních antibiotik na střevní mikrobiotu člověka, 
jejichž užívání může vést ke vzniku mikrobiální dysbiózy. Narušení struktury střevní komunity 
může způsobit snadnější kolonizaci patogenními mikroorganismy, které jsou za normálních 
okolností vystaveny přímé i nepřímé kompetici střevní mikrobioty. M e z i další dopady 
antibiotické terapie se řadí např. snížená diverzita bakteriální populace a stereotypní změny 
v rámci relativních četností určitých taxonů (Modi et al. 2014). Jako příklad onemocnění 
spojeného s mikrobiální dysbiózou vyvolanou antibiotickou léčbou lze uvést infekci bakterií 
Clostridioides (dříve Clostridium) difficile {Cl. difficile) (Theriot et al. 2016). 

Kojenecké období se řadí mezi věková období, ve kterém je člověk nejvíce vystavován 
účinkům antibiotik. Během prvního roku života je přibližně třetině dětí ve vyspělých zemích 
podána alespoň jedna dávka antibiotik, která jsou ve většině případů předepsána z důvodu 
akutní infekce dýchacích cest a zánětů středního ucha (Dawson-Hahn a Rhee 2019). Uvedené 
tvrzení se nicméně vztahuje pouze na přímou expozici novorozence antibiotikům vyžadující 
jeho zdravotní stav, nicméně může docházet i expozici nepřímé skrze matku, a to během 
samotného těhotenství nebo během období kojení (Morreale et al. 2023). 

Antibiotická terapie je v období těhotenství nejčastěji používána pro případy infekcí 
močových cest, dýchacích cest, zánětů kůže a uší, kdy jsou nejběžněji předepisována 
širokospektrální betalaktamová antibiotika, cefalosporiny a antibiotika zaměřená na infekce 
močových cest (Petersen et al. 2010). Antibiotika jsou rovněž v některých případech 
preventivně podávána matkám v období během porodu. Například u žen, jejichž 
gastrointestinální a urogenitální trakt je kolonizován streptokokem skupiny B (Streptococcus 
agalactiae), je přistupováno k perinatální antibiotické profylaxi, díky které dochází 
k minimalizaci rizika vertikálního přenosu potencionálně nebezpečné bakterie na novorozence, 
u kterého by její přítomnost mohla vyvolat infekci. K antibiotické profylaxi se rovněž 
přistupuje u nadcházejících matek podstupujících porod císařským řezem z důvodu snížení 
rizika infekce endometria a vzniklých ran (Morreale et al. 2023). Následkem podstoupení 
perinatální antibiotické profylaxe matkou může dojít ke změně složení střevní mikrobioty dítěte 
v krátkodobém i dlouhodobém horizontu. Během prvních týdnů lze pozorovat odlišný způsob 
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kolonizace prostředí tlustého střeva, pro které může být charakteristické nízké zastoupení 
bifidobaktérií a laktobacilů (Mazzola et al. 2016; Zhou et al. 2020). Pro střevní mikrobiotu je 
rovněž typický nízký relativní podíl kmenů Aktinobacteria a Bacteroidetes a větší počet 
zástupců kmenů Proteobacteria a Firmincutes (Nogacka et al. 2017). Z dlouhodobějšího 
hlediska (3 měsíce po porodu) se může střevní mikrobiota dětí vyznačovat nižším zastoupením 
rody Bacteroides a Prabacteroides, a naopak vyšším zastoupením rody Enterococcus a 
Clostridium společně s čeledí Enterobacteriaceae (Mazzola et al. 2016; Forbes et al. 2018). 
Podání intrapartálních antibiotik může mít v l iv na složení orální mikrobioty novorozence 
(Gomez-Arango et al. 2017). 

K přímé expozici antibiotiky dochází především u předčasně narozených novorozenců, 
kterým jsou podávány širokospektrální antibiotika při podezření na novorozeneckou sepsi, čímž 
dochází k významnému narušení vývoje střevní mikrobioty. Oproti dětem, které léčbu 
širokospektrálními antibiotiky v raném věku nepodstoupily, dochází ke změně složení 
mikrobiální komunity, pro kterou může být charakteristický snížený počet Bifidobacterium spp. 
a zvýšený výskyt Klebsiella a Enterococcus spp. K normalizaci složení střevní mikrobioty 
exponovaných dětí dochází během prvního roku života (Reyman et al. 2022). Změna složení 
střevní mikrobioty v následku antibiotické terapie může u předčasně narozených dětí zvýšit 
predispozici k infekčním onemocněním, mezi které se řadí například nekrotizující 
enterokolidita (NEC) (Esaiassen et al. 2017). Studie uvádějí, že expozice antibiotikům 
v prvních měsících života může mít spojitost se zvýšením rizika vzniku obezity, astmatu, 
alergie, atopické dermatitídy a idiopatického střevního zánětu v pokročilejším věku života 
(Patangia et al. 2022). 

3.1.1.5 Vněj ší prostředí 

M e z i popsané vnější faktory ovlivňující mikrobiální kolonizaci střev kojence se řadí 
rodina a blízcí příbuzní, zejména však přítomnost či absence sourozenců. Co se týče v l ivu 
sourozenců, byl zaznamenán vyšší poměr bifidobaktérií u dětí majících sourozence oproti 
dětem jedináčkům a současně byla pozorována pozitivní korelace mezi počtem starších 
sourozenců a bakteriální diverzitou střevní mikrobioty kojence (Penders et al. 2006; Laursen et 
al. 2015). 

Dalším faktorem je geografické umístění, které může mít v l iv na utváření rané střevní 
mikrobioty člověka, a to především z důvodů rozdílných stravovacích zvyklostí, odlišného 
způsobu života a variabilních kulturních a náboženských zvyklostí charakteristických pro dané 
oblasti (Milani et al. 2017). Ro l i hraje rovněž rozvinutost dané země či regionu, kdy pro 
populaci chudých oblastí je typičtější strava složená z lokálně vyprodukovaných potravin a 
plodin s vyšším obsahem vlákniny, přičemž tato strava bývá podávána kojencům současně s 
mateřským mlékem j iž v brzkém věku. Chudé státy se zároveň potýkají s problémem malnutrice 
u většiny obyvatel. Pro rozvinuté státy, ve kterých lidé netrpí nedostatečným příjmem potravy, 
je naopak charakteristický častý výskyt zánětlivých onemocnění u kojenců. U kojenců 
pocházejících z těchto dvou rozdílných světů byl vypozorován rozdíl ve složení střevní 
mikrobioty, kdy u dětí z j ihovýchodní Afriky byl zaznamenán vyšší poměr rodu 
Bifidobacterium, zatímco u dětí původem ze severní Evropy byl tento poměr nižší. Zároveň 
byla u těchto kojenců detekována přítomnost bakterií druhu Bifidobacterium adolescentis (B. 
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adolescentis), Clostridium perfringens (C. perfringens) a Staphylococcus aureus (S. aureus), 
jejichž přítomnost může reflektovat zvýšené riziko autoimunitních onemocnění (Grzeskowiak 
et al. 2012). 

3.1.1.6 Výživa 

Kromě gestačního věku narození, způsobu porodu, antibiotické terapie či způsobu života 
rodiny se výživa dítěte řadí mezi jeden z hlavních faktorů, které ovlivňují vývoj střevní 
mikrobioty v raném věku. Studie široce zmapovaly rozdíly ve složení střevní mikrobioty 
kojenců kojených výhradně mateřským mlékem a těmi krmenými převážně umělou kojeneckou 
výživou (Harmsen et al. 2000; Azad et al. 2013; M a et al. 2020). Dle W H O se kojení řadí mezi 
jeden z nejvíce efektivních způsobů, jak zajistit zdraví a přežití dítěte. Společně s Dětským 
fondem Organizace spojených národů (UNICEF, United Nations Children's Fund) doporučují, 
aby matka započala s kojením během prvních čtyř hodin po narození, a aby byl kojenec 
výhradně kojen během prvních šesti měsíců života. Od šestého měsíce věku by do jídelníčku 
dítěte měly být zařazovány zdravotně nezávadné a odpovídající příkrmy, avšak částečné kojení 
by mělo být zachováno až do věku dvou let či déle ( W H O 2023). V případě, že kojení není 
možné, nebo j e nedostatečné, j e potřeba j ej nahradit odpovídající náhradní koj eneckou výživou, 
která musí splňovat bezpečnostní a nutriční požadavky k podpoře růstu kojence. Kojenecká 
výživa nicméně neopisuje složení mateřského mléka, které odráží spíše příjem matek, ale 
zaměřuje se na nutriční potřebu kojenců ( E F S A N D A Panel 2014). 

Střevní mikrobiota kojenců výhradně krmených mateřským mlékem se oproti kojencům 
krmených náhradní kojeneckou výživou vyznačuje nízkou alfa diverzitou. Tento jev je 
vysvětlován příjmem mateřského bohatého na oligosacharidy, jejichž metabolismu jsou 
schopny pouze specifické druhy bakterií. Právě pro kojence charakteristické druhy 
bifidobakterií, které během prvního měsíce věku tvoří v průměru 40-60 % fekální mikrobioty 
výhradně kojených dětí, mají tuto konkurenční výhodu. Počet bifidobakterií nicméně 
s rostoucím věkem klesá a je výrazně ovlivněn zavedením pevné stravy do jídelníčku dítěte, a 
to bez ohledu na to, zda je dítě kojeno či nikoliv. Oproti kojencům krmeným náhradní 
kojeneckou výživou se vyznačují rovněž nižším počtem zástupců čeledi Enterobacteriaceae a 
Lachnospriraceae, rodů Bacteroides, Clostridium, konkrétně zástupců klostridiálního klastru 
X l V a , a dále Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus a Veilonella (Fallani et al. 2010; 
Roger et al. 2010; Bezirtzoglou et al. 2011; M a et al. 2020). N a druhové úrovni bylo u kojenců 
krmených náhradní koj eneckou výživou popsáno vyšší zastoupení Cl. dijficile, Escherichia spp. 
a Shigella spp. (Azad et al. 2013). 

Zásadní je pro rozvoj střevní mikrobioty rovněž okamžik, ve kterém dochází ke 
začleňování pevné stravy do jídelníčku dítěte. Jak j iž bylo řečeno, j ídelníček kojence by měl 
být obohacován o pevnou stravu od 6. měsíce života, nicméně mnoho matek j i zahrnuje do 
stravy dítěte i před dovršením tohoto věku (Rogers & Blissett 2019). Seznámení kojence s 
potravinami běžného jídelníčku dospělého člověka je spojené s významnou populační změnou 
v rámci střevní mikrobioty. Dítě se dostává do kontaktu s řadou dosud nepoznaných 
nestravitelných polysacharidu, které po vstupu do tlustého střeva fungují jako nové živinové 
substráty, jež mohou podporovat přežití a následnou dominanci některých bakteriálních druhů, 
které z dříve přijímaných kabrohydrátů mateřského mléka či kojenecké výživy neprosperovaly 
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(Fallani et al. 2011). Dochází k nárůstu populace kmene Bacteroidetes, jehož zástupci dokážou 
rozkládat rostlinné polysacharidy a svou metabolickou aktivitou přímo či nepřímo zvyšovat 
produkci mastných kyselin s krátkým řetězcem ( S C F A , short chain fatty acids) ve střevech. 
Zároveň dochází k obohacení genů spojených s utilizací uhlovodíků, biosyntézou vitamínů a 
degradací xenobiotik (Koenig et al. 2011). Vybraní zástupci kmenů Firmicutes a Actinobacteria 
vlastní některé geny umožňující snáze se vyrovnat s přechodem na stravu obsahující 
nestravitelné rostlinné polysacharidy (Matamoros et al. 2013). Zároveň dochází v rámci střevní 
mikrobioty novorozence k obohacení bakteriálních druhů produkujících butyrát, j imiž jsou 
např. Clostridium leptům, Anaerobutyricum hallii (A. hallii, dříve Eubacterium hallii) a 
Roseburia spp., které jsou z velké části zodpovědné za utilizaci vlákniny a rezistentního škrobu 
(Voreades et al. 2014). 

3.2 Mateřské mléko 

Mateřské mléko je komplexní tekutina produkovaná mléčnou žlázou, která představuje 
přirozenou potravu pro kojence. Svou energetickou hodnotou, obsahem bílkovin, tuků, 
sacharidů, minerálních látek a vitamínů naplňuje výživové potřeby kojenců, podstatné pro 
jejich přirozený růst a vývoj. Obsahem antimikrobiálních a imunomodulačních látek plní 
rovněž přímou i nepřímou ochrannou funkci, která je zajištěna obsahem imunoglobulinů, 
leukocytu, lysozymu, laktoferinu, nukleotidů, enzymů, hormonů, cytokinů a oligosacharidů. 
Kromě toho obsahuje i řadu dalších bioaktivních látek, např. esenciálních mastných kyselin, 
růstových faktorů a poly aminů (Agostoni et al. 2009). 

Složení mateřského mléka je ovlivněno mnoha faktory. Dle fáze laktace lze produkt 
mléčné žlázy rozdělit na kolostrum (1-5 den), přechodné mléko (6-14 den) a zralé mléko (>14 
dnů). Rozdíl v energetické hodnotě a složení jednotlivých makronutrientů kolostra a zralého 
mateřského mléka je zobrazen níže v tabulce č. 1 ( K i m & Y i 2020). Kolostrum neboli mlezivo, 
je hustá nažloutlá tekutina, která je kromě bílkovin a oligosacharidů bohatší o některé 
imunologicky aktivní látky a růstové faktory (Castellote et al. 2011). By lo zjištěno, že podíl 
jednotlivých složek mateřského mléka se rovněž mění v průběhu jednoho kojení, kdy přední 
mléko (tzn. první 2-3 minuty po zahájení toku mléka) obsahuje méně tuku a má nižší 
energetickou hodnotu než mléko zadní (tzn. zbytek mléka do úplného vyprázdnění prsu) 
(Saarela et al. 2005). Množství obsaženého tuku v mléce je také ovlivněno denní dobou (Khan 
et al. 2013). Složení je dále ovlivněno gestačním věkem dítěte v době narození, matkou a 
způsobem nakládání s mlékem. Variabilita ve složení mateřského mléka byla rovněž 
zaznamenána mezi matkami navzájem i mezi jednotlivými populacemi (Castellote et al. 2011; 
Ballard & Morrow 2013; Keikha et al. 2017). 
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Tabulka č. 1 - složení mateřského mléka. Makronutrienty ( K im & Y i 2020). 

Proměnná Kolostrum (1-5 den) Mateřské mléko (>14 dní) 
Energie 50-60 kcal/100 ml 65-70 kcal/100 ml 
Sacharidy 50-62 g/1000 ml 60-70 g/1000 ml 
Laktóza 20-30 g/1000 ml 67-70 g/1000 ml 
Oligosacharidy 20-24 g/1000 ml 12-14 g/1000 ml 
Bílkoviny 14-16 g/1000 ml 8-10 g/1000 ml 
Tuky 15-20 g/1000 ml 35-40 g/1000 ml 

Kromě přirozeného a zároveň nej vhodnějšího zdroje všech potřebných živin a důležitých 
látek, které dítěti zajišťují věku odpovídající růst, vývoj a ochranu, představuje mateřské mléko 
současně přirozený zdroj probiotických bakterií a prebiotických látek ( K i m et al. 2019). 

3.2.1 Oligosacharidy mateřského mléka 

H M O , dříve známé pod názvem „gynolaktóza" či „bifldus faktor", jsou z chemického 
hlediska rozsáhlou skupinou strukturně variabilních nekonjugovaných glykanů. Jedná se o třetí 
nejzastoupenější pevnou složku mateřského mléka a o druhý nejčetnější sacharid, jehož obsah 
je nejvyšší v mlezivu a se zráním mléka postupně klesá (viz. tabulka č. 1). Tato unikátní skupina 
látek se liší v množství i ve strukturálním zastoupení napřič matkami. Odvíjí se převážně od 
jejich genetické výbavy, ale i od gestačního věku dítěte v době narození (Bode 2012). Bylo 
zjištěno, že koncentrace H M O je vyšší v mléce matek, kterým se dítě narodilo předčasně, než 
u matek s dítětem narozeným v termínu (Gabrielli et al. 2011). 

3.2.1.1 Struktura H M O 

H M O jsou složeny z pěti základních monosacharidů, j imiž jsou glukóza (Glc), galaktóza 
(Gal), Af-acetylglukosamin (GlcNAc) , fukóza (Fuc) a kyselina sialová (Sia). N a základě 
množství, zastoupení základních stavebních jednotek a typem jejich vzájemného spojení 
vznikají rozdílné struktury H M O , kterých bylo identifikováno přes 200 struktur. Všechny H M O 
nesou laktózu na redukujícím konci (Galf31-4Glc), kterou je možné prodloužit přidáním lakto-
/V-biózou ( L N B , G a l p l - 3 G l c N A c ) nebo Ar-acetyllaktosaminem (Ga lp l -4GlcNAc) . Za širokou 
rozmanitostí struktur H M O stojí možnost modifikace laktózy nebo prodlouženého řetězce 
připojením Sia vazbou a2-3,6 a/nebo fukosylací na vazbě al-2,3,4 (Bode 2020). 
Reprezentativní strukturu H M O společně se strukturami nejzastoupenějších H M O zobrazuje 
obrázek č. 2. 

Nejzastoupenější H M O lze současně dělit na základě jejich p H a struktury, konkrétně dle 
obsazení koncové pozice, na neutrální fukosylované, neutrální obsahující G l c N A c a kyselé 
sialylované. Neutrální struktury představují přes 75 % celkového obsahu oligosacharidů 
v mateřském mléce, přičemž zbytek tvoří struktury kyselé. Nicméně, jak j iž bylo řečeno, 
složení a množství H M O je vysoce specifické pro každou ženu (Plaza-Díaz et al. 2018). 
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Obrázek č. 2 - reprezentativní struktura H M O a struktury nejzastoupenějších H M O . (a) 
Možná spojení základních jednotek H M O . Použité zkratky: (b) L N T - lakto-/V-tetraózaa, L N n T 
- lakto-/V-neotetraóza, (c) 2 ' F L - 2'-fukosyllaktóza, 3 ' F L - 3'-fukosyllaktóza, 6 ' F L - 6'-
fukosyllaktóza (6 'FL) (Wiciňski et al. 2020) - pozn.: volně přeloženo do češtiny. 

Při biosyntéze FFMO, která probíhá v mléčné žláze, hraje nej významnější roli genetická 
vybavenost matky. Profil H M O v mateřském mléce ovlivňuje exprese genů zodpovědných 
glykosyltransferáz. Jedním z těchto enzymů je fukosyltransferáza 2 (FUT2), která katalyzuje 
navázání fukózy na laktózu nebo na prodloužený konec vazbou a l - 2 . V závislosti na 
přítomnost genu pro F U T 2 (Se gen) mohou být ženy rozděleny do dvou skupin na tzv. sekreční 
(Se+) a nesekreční (Se-) typy. Se+ typ žen má mléko bohaté na 2 ' F L , lakto-Af-fukopentózu 
(ĽNFP) a další fukosylováné H M O . Druhým známým enzymem je fukosyltransferáza 3 
(FUT3), která katalyzuje napojení fukózy na laktózu nebo na prodloužený konec vazbou a l -
3/4. Gen kódující F U T 3 (Le gen) je spojený s antigenem Lewisovy krevní skupiny. Dle aktivity 
FUT3 se ženy dělí na Lewis pozitivní (Le+) a Lewis negativní (Le-) typy (Bode 2020). Na 
základě exprese F U T 2 a FUT3 může být mateřské mléko děleno do čtyř základních skupin, 
které jsou znázorněny v tabulce č. 2. Nicméně tento systém dělení H M O je značně 
zjednodušený. Za vznikem H M O nestojí pouze tyto dva enzymy, jejichž fungování je nejlépe 
popsáno, ale svojí roli zde hrají i j iné glykosyltransferázy, které jsou zodpovědné za tvorbu 
specifických gykosidických vazeb, avšak doposud nebyly identifikovány (Plaza-Díaz et al. 
2018). 
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Tabulka č. 2 - exprese F U T 2 a FUT3 na základě genotypu matky. Procentuální 
zastoupení jednotlivých genotypů v evropské populaci. Použité zkratky: L N F P - lakto-7Y-
fucopentaose (Thurl et al. 1997). 

FUT2 FUT3 Produkované HMO 
Zastoupení v evropské 

populaci [%] 

Se+Le+ Aktivní Aktivní Všechny typy H M O 70 

Se+Le- Aktivní Neaktivní 2 'FL, 3FL, LNFP-I, LNFP-HI 20 

Se-Le+ Neaktivní Aktivní 
3FL, LNFP-I, 

LNFP-III 
9 

Se-Le- Neaktivní Neaktivní 
3FL, LNFP-I, 

L N F P - V 
1 

3.2.1.2 Význam H M O 

H M O se vyznačují velmi nízkou stravitelností. Jako součást mateřského mléka se 
dostávají do žaludku kojence, ve kterém panuje silně kyselé pH, vůči kterému jsou H M O 
rezistentní. Nedegradované H M O se dostávají dále do tenkého střeva, ve kterém na ně působí 
enzymy slinivky břišní a zevní vrstvy kartáčového lemu tenkého střeva. Enzymy přítomné 
v tenkém střevě jsou schopny degradovat pouze nepatrné množství H M O , které může být 
následně vstřebáno. Analýza vzorků krve a moči kojenců odhalila přítomnost neporušených 
struktur H M O i jejich degradační ch produktů. Výsledky tak naznačují možnost, že H M O 
nepůsobí pouze lokálně na úrovni GIT, ale mohou prokazovat i systémové účinky, anebo 
mohou působit přímo na tkáně, např. tenkého střeva nebo mozku (Rudloff & Kunz 2012). 
Nicméně většina H M O (99 %) se nedotčena dostává do oblasti distální části tenkého střeva a 
tlustého střeva, kde podléhá metabolismu střevní mikrobioty a působí pozitivně na zdraví 
kojence mnoha efekty (Bode 2020). 

H M O jsou nejvíce známé pro svůj prebiotický efekt, což znamená, že se v nestrávené 
podobě dostávají do tlustého střeva, kde slouží jako zdroj potravy potencionálně prospěšným 
mikroorganismům, čímž podporují vývoj a udržení zdravé střevní mikrobioty (Okburan a 
Kiz i l e r 2023). Jak už bylo nastíněno v podkapitole Výživa, u kojenců krmených výhradně 
mateřským mlékem je převážná část mikrobiální populace tvořena rodem Bifidobacterium. 
Tento fakt je připisován na vrub schopnosti bifidobakterií využívat H M O jako zdroj uhlíku a 
energie. M e z i přední utilizátory H M O se řadí druhy Bifidobacterium longum subsp. infantis (B. 
infantis) a Bifidobacterium bifidum (B. bifidum), tedy dva typičtí představitelé střevní 
mikrobioty výhradně kojených dětí. Oba druhy jsou schopné degradovat širokou škálu H M O , 
včetně nižších oligosacharidů a monosacharidů, které vznikají jako vedlejší produkt jejich 
metabolismu. Jinak je tomu u druhů Bifidobacterium breve (B. breve) a Bifidobacterium 
longum subsp. longum (B. longum), u nichž byla prokázána schopnost utilizovat pouze užší 
skupinu H M O , např. lakto-7Y-tetraózu a lakto-/V-neotetraózu (Asakuma et al. 2011; James et al. 
2016a). Schopnost degradace některých H M O byla prokázána rovněž u druhů Bifidobacterium 
kashiwanohense (B. kashiwanohense), Bifidobacterium longum subsp. suis a Bifidobacterium 
dentium, které byly rovněž izolovány z kojenecké stolice, avšak nejsou řazeny mezi 
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charakteristické zástupce kojenecké střevní mikrobioty (Bunesova et al. 2016; Moya-
Gonzálvez et al. 2021). Ne všechny bifidobakterie jsou však schopné utilizovat H M O , a proto 
používání termínů „bifidogenní" nebo „bifidus faktor" ve spojení či jako synonymum pro H M O 
může být zavádějící. Schopnost růstu na H M O zatím nebyla prokázána u druhů Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis (B. lactis) a B. adolescentis (LoCascio et al. 2009). Některé bifidobakterie 
a další bakteriální druhy jsou schopné využívat jednodušší produkty degradace H M O , čímž je 
j im umožněno uchytit se v tlustém střevě kojenců. Konečným produktem metabolismu 
bifidobakterií jsou S C F A a další látky, které pomáhají vytvářet vhodné podmínky podporující 
růst komenzálních mikroorganismů, a naopak znesnadňují množení potencionálních patogenů. 
Metabolity rovněž působí podpůrně pro lidský metabolismus snižováním luminálního pH, 
ovlivňováním resorpce vody a některých elektrolytů a snižováním biologické dostupnosti 
toxických aminů (Bottacini et al. 2014). Vedle podpory růstu komenzálních bakterií hrají 
specifické H M O roli v obraně proti adhezi patogenů na povrch střevního epitelu. Rada 
virových, protozoálních nebo bakteriálních patogenů potřebuje pro svou kolonizaci, množení a 
invazi do buněk přilnout k povrchu sliznice. Patogenní bakterie jsou na svém povrchu vybaveny 
adheziny, které j i m umožňují vázat se na specifické receptory. Většinou se jedná o glykany, 
které jsou součástí extracelulární vrstvy buněk tzv. glykokalyxu. Některé H M O jsou svou 
strukturou glykanům podobné, čímž matou patogeny, které se na oligosacharidy navážou a j sou 
spolu s nimi vyloučeny z organismu (Bode 2012). Adhezivní mechanismy využívají například 
enteropatogenní druhy Escherichia coli (E. coli, E P E C ) , které způsobují serózní průjmy u dětí 
mladších šesti měsíců. By lo zjištěno, že H M O snižují přilnavost E P E C k povrchu sliznice skrze 
přilnavost proteinu pří tomného vp i l ech na TV-acetyllaktosamin, který je součástí glykokalyxu 
enterocytů a zároveň tvoří páteř většiny H M O (Manthey et al. 2014). Antiadhezivní 
antimikrobiální působení H M O bylo široce popsáno vůči patogenů Campylobacter jejuni in 
vitro i na zvířecích modelech (Bode 2012). 

Jako další benefit spojený s příjmem H M O , lze uvést jejich možný přímý i nepřímý vliv 
na imunitní systém kojence, který je v tomto nízkém věku nevyzrálý a zranitelný. H M O 
ovlivňují vývoj střevní bariéry, důležité součásti nespecifické imunity a hlenové vrstvy na jejím 
povrchu. Dále byl pozorován vliv H M O na proliferaci populace imunitních buněk, produkci 
cytokinů a v l iv na expresi genů epiteliální výstelky přímo i nepřímo skrze mikroorganismy. N a 
zvířecím kolitickém modelu byl popsán normalizační účinek peptidových bioaktivních faktorů 
produkovaných bakterií B. infantis na střevní permeabilitu, který byl zprostředkován zvýšením 
exprese genů proteinů těsných spojů (Ewaschuk et al. 2008; Donovan & Comstock 2017). Jak 
již bylo uvedeno výše, přibližně 1 % H M O se vstřebává a následně dostává do oběhového 
systému, čímž mohou přímo ovlivnit imunitu a vývoj j iných orgánů lidského těla (Bode 2012; 
Duska-McEwen et al. 2014). 

3.2.1.3 H M O v prevenci nekrotizující enterokolitidy 

V neposlední řadě je potřeba zmínit roli H M O v prevenci N E C , jedné z život ohrožujících 
gastrointestinálních poruch vyskytující se novorozenců. Jedná se o závažné onemocnění 
postihující převážně oblast ilea a vzestupného tračníku, které postihuje především předčasně 
narozené děti, nicméně se může vyskytovat i u plně donošených dětí. Přesná příčina vzniku 
N E C není známá, nicméně mezi odbornou veřejností panuje shoda na tom, že s nej větší 
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pravděpodobností jedná o multifaktoriální onemocnění. M e z i příčiny vzniku N E C se řadí 
nezralost trávicího, oběhového a imunitního systému, dále hypoxie, dysbióza střevní 
mikrobioty, genetická vlohy a další. Vyšší predispozici pro vznik N E C vykazují novorozenci 
narození v gestačním věku pod 32 týdnů a s porodní hmotností nižší než 1 500 g. Mortalita je 
v případě N E C vysoká, pohybuje se od 20 do 40 %, přičemž děti, které přežijí, se mohou 
potýkat s dlouhotrvajícími neurologickými problémy (Neu & Walker 2011; Třinci et al. 2016). 
Slibnou cestou vedoucí ke snížení rizika vzniku N E C u novorozenců, by mohla být aplikace 
mateřského mléka jako výživy v prvních dnech po narození. By lo popsáno, že u kojenců jejichž 
enterální strava byla složená minimálně z 50 % mateřským mlékem během prvních dvou týdnů 
po narození, byla šance na propuknutí N E C šestkrát nižší oproti těm výhradně krmených 
náhradní kojeneckou výživou (Sisk et al. 2007). Tento efekt je připisován skutečnosti, že 
mateřské mléko obsahuje H M O , které se zřejmě podílí přímo i nepřímo na snížení rizika vzniku 
N E C . Studiemi bylo popsáno několik mechanismů, které by za účinkem H M O mohly stát. V l i v 
příjmu H M O na zmírnění projevů N E C byl úspěšně testován u modelu N E C potkaních mláďat. 
Studie došla k závěru, že u novorozených potkanů došlo díky příjmu H M O ke snížení příznaků 
podobných N E C a rovněž k výrazně vyšší šanci na přežití. Výsledky hledání konkrétní skupiny 
H M O zodpovědné za tento účinek poukázaly na specifický nefukosylovaný oligosacharid 
disialyllakto-7V-tetraózu (DSLNT) . Závěr testování in vivo byl podpořen kohortovou studií, ve 
které byla zjištěna významná spojitost mezi nízkými koncentracemi D S L N T v mateřském 
mléce a vznikem N E C u novorozenců s velmi nízkou porodní hmotností. Rovněž bylo popsáno, 
že koncentrace D S L N T je u jednotlivých žen variabilní. Přesný mechanismus, jakým D S L N T 
působí, nebyl prozatím popsán, nicméně ze závěrů testování vyplývá, že by se mohlo jednat o 
vysoce strukturálně specifický účinek potencionálně zprostředkovaný skrze hostitelský 
receptor (Bode 2018). Koncentrace D S L N T v mléce může mít rovněž v l iv na longitudinální 
vývoj mikrobioty. Nízký obsah D S L N T byl například spojen s opožděným přechodem 
mikrobioty do podoby bohaté na bifidobakterie, která je typická pro starší kojence (Masi et al. 
2021). Kromě D S L N T se na prevenci vzniku N E C na zvířecích modelech prokázaly jako 
účinné oligosacharidy 2 ' F L a 6 'FL , u kterých byl popsán nový mechanismus účinku. Vzn ik 
N E C je připisován mimo j iné i přehnané signalizaci ve střevním epitelu v reakci na aktivaci 
lipopolysacharidového receptoru toll-like receptoru (TLR), která vede ke střevní ischemii 
(nedokrevnost, místní anémie). By lo zjištěno, že 2 ' F L a 6 ' F L se dokážou vázat na T L R 4 a 
inhibovat tak jeho signalizaci (Sodhi et al. 2021). 

3.2.2 Mikrobiota mateřského mléka 

Mateřské mléko bylo dlouho považováno za sterilní tekutinu a přítomnost 
mikroorganismů byla vysvětlována kontaminací či zdravotním stavem matky. Nicméně studie 
z posledních desetiletí prokázaly, že mateřské mléko disponuje svou vlastní jedinečnou 
mikrobiotou, která hraje esenciální rol i v utváření kojenecké mikrobioty. Způsob, j akým se 
mikroorganismy do mléka dostávají, zůstává stále do značné míry neobjasněn. Jedna z hypotéz 
je založena na tom, že některé mikroorganismy se do mléčné žlázy mohou dostávat z dutiny 
ústní kojence během sání nebo z okolní prsu matky. Jedná se především o zástupce rodů 
Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium, u kterých byl tento 
exogénni původ zvažován (Mantziari & Rautava 2021). Avšak některé studie poukázaly na 
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fakt, že mateřské prekolostrum (tekutina vylučovaná některými ženami během pozdního 
těhotenství) obsahuje typické orální bakterie j iž před kontaktem s ústní dutinou novorozence, 
což by naznačovalo, že naopak mikrobiota kojenecké ústní dutiny je obohacena o některé 
bakterie skrze kojení (Ruiz et al. 2019). Dle j iné hypotézy se mikroorganismy do mléka 
dostávají enteromamární cestou, mateřské střevní mikroorganismy jsou tedy translokovány do 
mléčné žlázy. Mechanismus translokace je v počátku zprostředkováván skrze dendritické 
buňky či makrofágy, které mohou vychytávat nepatogenní mikroorganismy z lumenu střev a 
přenášet je do oblasti lamina propria, odkud se dostávají přes mezenterické lymfatické uzliny 
dále do lymfatického a krevního oběhu. Popsaný proces mohou podporovat přechodné 
anatomické a fyziologické změny, které během těhotenství a laktace nastávají. Tato hypotéza 
by rovněž vysvětlovala přítomnost obligátně anaerobních mikroorganismů v mateřském mléce 
(Rodríguez 2014). 

Složení mikrobioty mateřského mléka se odvíjí od zdravotního stavu matky, její diety, 
fáze laktace, zeměpisné polohy a rovněž od toho, zda matka kojí přímo z prsu či používá 
odsávačku mléka (Mantziari a Rautava 2021). M e z i nejčastěji identifikované bakteriální kmeny 
původem z tkáně prsu či mléka se řadí Proteobacteria, Firmincutes, Actinobacteria a 
Bacteroidetes. Co se týče druhového zastoupení, patří mezi nejhojněji identifikované bakterie 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus agalactiae, Cutibacterium 
acnes, Enterococcus feacalis, B. breve, E. coli, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus gasseri 
a Salmonella enterica. Tento výčet zahrnuje druhy, které se vyskytují u žen bez zdravotních 
problému i žen s infekcí prsu, např. mastitidou. Bifidobakterie, laktobacily a j iné druhy, např. 
Faecalibacterium prausnitzii, byly identifikovány pouze u zdravých žen, což může naznačovat 
jejich probiotický potenciál v prevenci infekčních onemocnění prsu a kojeneckých infekcí. 
Zvýšený podíl aerotolerantních bakterií byl naopak spojen s infekčními stavy (Togo et al. 
2019a). V mateřském mléce se rovněž nachází zástupci z říše hub, konkrétně druhy Malassezia, 
Candida a Saccharomyces (Boix-Amorós et al. 2017). Rovněž byla popsána přítomnost archeí, 
protozoi a virů (Togo et al. 2019b; Jiménez et al. 2015). 

3.3 Náhradní kojenecká výživa 

Mateřské mléko je stále považováno za nej vhodnější formu výživy u všech zdravých 
kojenců, avšak v některých případech není kojení dítěte umožněno. Kojení nemusí být matkou 
zprostředkováno ze zdravotního důvodu, osobních preferencí, pracovních důvodů, 
nepodpory rodiny a blízkého okolí, pocitu studu, strachu z kojení a mnoha dalších důvodů 
(Ogbuanu et al. 2009). V tom případě musí být dítěti poskytnuta adekvátní alternativa, která je 
bezpečná, splňuje výživové požadavky a podoruje jeho růst a vývoj. K tomuto účelu slouží jako 
plnohodnotná náhrada počáteční kojenecká výživa, která je určena dětem od narození do 6 
měsíců věku. Pro děti starší 6 měsíců je vhodná tzv. pokračovací kojenecká výživa, která by 
měla sloužit pouze jako součást smíšené stravy a nesmí být zaměňována za počáteční 
kojeneckou výživu ( E F S A N D A Panel 2014; Evropská komise 2015). 

Požadavky na složení kojeneckých výživ se liší napříč státy a jejich potravinářskými 
zákony. Podrobné požadavky týkající se složení a informací vztahujících se na počáteční a 
pokračovací kojeneckou výživu a také požadavky na informace týkající se výživy kojenců a 
malých dětí j sou pro členské státy Evropské unie (EU) uvedeny v Nařízení Komise v přenesené 
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pravomoci (EU) 2016/127 ze dne 25. září 2015, kterým se doplňuje Nařízení Evropského 
parlamentu a Rady (EU) č. 609/2013 (dále také jako „Nařízení (EU) 2016/127"). Požadavky na 
složení j sou uvedeny v přílohách I a II Nařízení (EU) 2016/127. Nařízení se z důvodu vysokého 
počtu a velkého významu nových požadavků začalo používat až 5 let po jeho vstupu v platnost, 
tedy v roce 2020. Členské státy mají povinnost zajistit dodržování těchto požadavků 
provozovateli potravinářských podniků, kteří uvádí počáteční a pokračovací kojeneckou výživu 
na trh (Evropská komise 2015). 

V e Spojených státech amerických musí náhradní kojenecké výživy splňovat požadavky 
stanovené Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (FDA, Food and Drug Administration), které 
jsou uvedeny ve sbírce federálních předpisů, konkrétně v Federal Food, Drug, and Cosmetic 
Act ( F D A 2024). Tato práce se však bude nadále věnovat požadavkům vztahujících se na státy 
E U . 

Dle Vědeckého stanoviska věnovaného základnímu složení počáteční a pokračovací 
kojenecké výživy z roku 2014 (dále také jako „Vědecké stanovisko 2014"), které bylo vydáno 
Evropským úřadem pro bezpečnost potravin ( E F S A , European Food Safety Authority), a na 
základě kterého bylo vypracováno Nařízení (EU) 2016/127, by kojenecká výživa měla hledat 
inspiraci ve složení mateřského mléka, nicméně by neměla do písmene kopírovat jeho složení, 
které vždy nemusí odrážet pouze potřeby dítěte. Živiny a látky by měly být obsaženy v takovém 
množství, aby podporovaly růst a vývoj jedince, avšak by do kojenecké výživy neměly být 
přidávány v množství nadbytečném, které by mohlo zatěžovat metabolismus či j iné 
fyziologické funkce kojence ( E F S A N D A Panel 2014). Vybrané požadavky na složení 
počáteční kojenecké výživy vyrobené z bílkovin kravského nebo kozího mléka dle přílohy I 
Nařízení (EU) 2016/127 jsou uvedeny v tabulce č. 3. Počáteční kojenecká výživa může být 
rovněž vyrobena z izolátů sój ových bílkovin samotných nebo ve směsi s bílkovinami kravského 
či kozího mléka, anebo z hydrolyzovaných bílkovin. Nařízení se rovněž věnuje požadavkům na 
minerální látky, vitamíny, nukleotidy a nezbytné a podmíněně nezbytné aminokyseliny (jako 
referenční bílkovina je použito mateřské mléko). Fruktooligosacharidy (FOS) a 
galaktooligosacharidy (GOS) lze přidávat v maximálním obsahu 0,8 g na 100 ml v kombinaci 
90 % oligogalaktosyl-laktózy a 10 % oligofruktosyl-sacharózy o vysoké molární hmotnosti 
(Evropská komise 2015). 

Počáteční i pokračovací kojenecká výživa může obsahovat i j iné složky potravin, pokud 
je jejich vhodnost pro kojence prokázána obecně uznávanými vědeckými poznatky. Vhodnost 
musí být prokázána systematickým přezkumem dostupných údajů a případně nutnosti rovněž 
odpovídajících studií (Evropská komise 2015). 
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Tabulka č. 3 - požadavky na složení počáteční kojenecké výživy vyrobené z bílkovin 
kravského nebo kozího mléka. Použité zkratky: L A - kyselina linolová, A L A - kyselina alfa-
linolenová, D H A - kyselina dokosahexaenová (Evropská komise 2015). 

Proměnná Jednotka Rozsah 
Energie kcal/100 ml 60-70 
Bílkoviny g/100 kcal 1,8-2,5 
Celkový tuk g/100 kcal 4,4-6,0 

• LA mg/100 kcal 500-1200 

• ALA mg/100 kcal 50-100 

• DHA mg/100 kcal 20-50 
Sacharidy g/100 kcal 9-14 

• Laktóza, pokud g/100 kcal min. 4,5 
„bez laktózy" mg/100 kcal max. 100 

3.3.1 Prebiotika 

Mateřské mléko oproti náhradní kojenecké výživě přirozeně obsahuje vysoce variabilní 
a komplexní směs H M O , která kojenci přináší řadu zdravotních benefitů, které byly popsány 
v předchozích podkapitolách. V e státech E U je dle Nařízení (EU) 2016/127 možné přidávat do 
počáteční a pokračovací kojenecké výživy směs F O S a GOS. Strukturně se jedná o jednodušší 
sacharidy než H M O . FOS jsou lineární polymery fruktózy s koncovým glukozovým zbytkem 
spojeným (3-(l—>2) glykosidickou vazbou, zatímco G O S jsou složené z galaktózových zbytků 
a koncové glukózy spojených různými typy glykosidických vazeb (Gánzle 2011; Kumar et al. 
2018). Zastoupení a poměr FOS a G O S vyplývá ze závěru Vědeckého výboru pro potraviny 
(SCF, Scientific Committee on Food) 2001d., dle kterého je stanovená směs nestravitelných 
polysacharidu za daných podmínek použití bezpečná. By lo prokázáno, že kojenecká výživa 
doplněná o G O S s krátkým řetězcem samostatně nebo v kombinaci s FOS s dlouhým řetězcem 
je oproti prebioticky nefortifikovaným výživám schopna lépe napodobovat prospěšné vlastnosti 
mateřského mléka. Náhradní kojenecká výživa obsahující G O S a FOS působí bifidogenně a 
podporuje vývoj střevní mikrobioty formulí krmených kojenců do podoby mikrobioty kojenců 
kojených mateřským mlékem (Borewicz et al. 2019). B y l y zkoumány i další oligosacharidy a 
jejich kombinace z hlediska účinků na zdraví kojence, např. skrze prebiotické účinky na funkci 
a zdraví střev, infekční onemocnění GIT a horních cest dýchacích, atopické dermatitídy, 
ekzému, kopřivky a astmatu. Nicméně Panel pro Výživu, nové potraviny a potravinové 
alergeny ( N D A , Nutrition, Novel Foods and Food Allergens) pro Vědecké stanovisko 2014 
s ohledem na dostupné údaje a nedostatečnou kvalitu vzniklých studií shledal, že neexistují 
dostatečné důkazy o příznivých účincích nestravitelných oligosacharidů na zdraví kojenců, a 
proto nebyly do Nařízení (EU) 2016/127 zahrnuty další prebiotické složky či jejich kombinace 
( E F S A N D A Panel 2014). 

N a žádost Evropské komise vydala E F S A v roce 2015 stanoviska k bezpečnosti L N n T a 
2 ' F L jako nové složky potravin podle Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 258/97 
(dále také jako „Nařízení (EU) 258/97"). N D A Panel stanovil, že L N n T je pro kojence bezpečná 
v případě, že je do počáteční a pokračovací kojenecké výživy přidávána v kombinaci s 2 ' F L 
v koncentracích do 0,6 g/L pro L N n T a do 1,2 g/L pro 2 ' F L , tedy v poměru 1:2 
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v rekonstituované výživě ( E F S A N D A Panel 2015). V návaznosti na vědecké stanovisko E F S A 
bylo Prováděcím rozhodnutím Komise (EU) 2016/375 a 2016/376 v souladu s Nařízením 
258/97 povoleno uvedení syntetické L N n T a 2 ' F L na trh jako nové složky potravin. Jednalo se 
o první tzv. humánní mléčné oligosacharidy ( H i M O , human-identical milk oligosaccharides), 
které byly použity v počáteční a pokračovací kojenecké výživě. Od té doby přijal E F S A N D A 
Panel řadu několika dalších vědeckých stanovisek s pozitivními výsledky k bezpečnosti 
synteticky vyrobených H i M O nebo H i M O vyprodukovaných geneticky modifikovanými 
kmeny ( G M kmeny). Stanoviska následně sloužila jako podklad pro zavedení jednotlivých 
H i M O do kategorie nových potravin nebo jako složek nových potravin ( E F S A N D A Panel 
2023). Jejich přehled je uveden v tabulce č. 4. Termínem „nová potravina" nebo „složka nové 
potraviny" se dle Nařízení Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283, které přišlo 
v platnost 1. 1. 2018, rozumí jakákoliv potravina, která se ve významné míře nepoužívala 
k lidské spotřebě v Un i i před 15. květnem 1997, bez ohledu na den přistoupení členských států 
k U n i i , a která spadá alespoň do jedné z vymezených kategorií daného nařízení (Evropský 
parlament a Rada E U 2015). 

Tabulka č. 4 - přehled pozitivně vyhodnocených vědeckých stanovisek E F S A N D A 
Panelem na téma bezpečnosti H i M O . Použité zkratky: N A N A - V-acetyl-D-neuraminová 
kyselina, D F L - difukosyllakóza, 3 F L - 3-fukosyllakóza, 6 ' S L - 6'-sialyllaktóza, 3 'SL - 3'-
sialyllaktóza, G M kmen - Geneticky modifikovaný kmen ( E F S A N D A Panel 2023). 

HiMO Vědecká stanoviska 
EFSA NDA 

Panel 
2'FL • Chemicky syntetizované 2015a 

• Produkované G M kmeny Corynebacterium glutamicum A T C C 2022a 

LNnT • Chemicky syntetizované 
• Produkované G M kmeny E. coli BL21 (DE3) 
• Produkované G M kmeny E. coli K-12 DH1 nebo BL21 (DE3) 
• Rozšíření použití v doplňcích stravy pro kojence E. coli K-12 

DH1 

2015c 
2020a 
2019b;2022e 
2022d 

LNnT 
+ 

2'FL 

• Rozšíření použití v doplňcích stravy pro děti chemicky 
syntetizovaných/pro kojence produkovaných G M kmeny E. 
coli K-12 DH1 2 'FL a LNnT 

2015b; 2022c 

NANA • Chemicky syntetizované 2017 

Směs 
2'FL/DFL 

• Produkované G M kmeny E. coli K-12 DH1 
• Rozšíření použití v doplňcích stravy pro kojence 

2019a 
2022d 

3FL • Produkované G M kmeny E. coli K-12 MG1655, E. coli BL21 
nebo E. coli K-12 DH1 

2021;2022b; 
2023a 

Sodné soli 
6'SL 

• Produkované G M kmeny E. coli K-12 DH1, E. coli BL21 (DE3) 
nebo E. coli NEOó 

2020b; 2022f; 
2023b 

Sodné soli 
3'SL 

• Produkované G M kmeny E. coli K-12 D H 1, E. coli BL21 (DE3) 
nebo E. coli NEOó 

2020c; 2022g; 
2023c 
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H i M O obsažené v počáteční a pokračovací výživě hrají v GIT kojence stejnou roli , jakou 
hrají H M O mateřského mléka, tzn. že fungují jako prebiotika, působí jako antiadhezivní 
antimikrobiální látky, modulují imunitní systém kojence a hrají roli v prevenci N E C . Klinické 
testy prokázaly bezpečnost, dobrou snášenlivost a podrodu růstu dítěte úměrnou věku u 
náhradních kojeneckých výživ obohacených o samotnou 2 ' F L , kombinaci 2 ' F L a L N n T , a také 
mix pěti H i M O (2 'FL, 3FL, L N n T , 3 ' F L a 6 'FL) (Goehring et al. 2016; Puccio et al. 2017; 
Parschat et al. 2021). Začlenění H i M O do stravy dítěte se doporučuje zejména v případech, kdy 
mléko matky neobsahuje dostatečnou koncentraci nebo určitý typ H M O , což by mohlo 
ovlivňovat vývoj kojence. Dalším důvodem pro H i M O začlenění do výživy může být prevence 
různých onemocnění, která jsou spojena s raným věkem dítěte (Pérez-Escalante et al. 2022). 
Studie ukázaly, že mikrobiota dětí krmených náhradní kojeneckou výživou obohacenou o 
H i M O , konkrétně kombinace 2 ' F L s L N n T nebo směsi pěti H i M O , se více podobá mikrobiotě 
dětí kojených mateřským mlékem, pro který je charakteristický vysoký podíl bifidobakterií. 
Přítomnost H i M O zároveň přispívá ke snížení relativního množství specifických střevních 
bakteriálních patogenů, a také podporuje vývoj střevního imunitního systému a funkci střevní 
bariéry (Steenhout et al. 2016; Bosheva et al. 2022). Další studie poukázala na v l iv 2 ' F L 
podávané formou náhradní kojenecké výživy na imunitní systém kojence. Kojenci krmení 
náhradní koj eneckou výživou s 2 ' F L vykazovali nižší in vivo a ex vivo cytokinové profily oproti 
kojencům, kteří byli krmeni výživou obsahující pouze GOS, čímž se více podobali kojeným 
jedincům (Goehring et al. 2016). Doplnění výživy o 2 ' F L s L N n T může mít souvislost s nižší 
mírou onemocnění, především infekcemi dolních dýchacích cest, a také užíváním antipyretik a 
antibiotik v menším rozsahu (Puccio et al. 2017). Málo pozornosti bylo doposud věnováno 3'-
galaktosyllaktóze (3 'GL) , která se nachází v mateřském mléce a je přirozeným derivátem 
mléčné fermentace, a proto se může vyskytovat v kojenecké výživě získané fermentací 
(Salminen et al. 2020). 

Přidání H i M O do náhradní kojenecké výživy je dobrý krok směřující k přiblížení ke stále 
nedosažitelnému a jedinečnému efektu, který má mateřské mléko na zdraví kojence. 
Bezpečnost a dobrá snášenlivost H i M O kojenci byla j iž prokázána, nicméně je stále potřeba 
více studií, které by prohloubily a ucelily naše vědění o jejich zdravotních přínosech. Doposud 
bylo schváleno k používání pouze nepatrné množství H i M O a jejich kombinací v náhradního 
kojeneckých výživách v rámci E U , avšak mateřské mléko obsahuje více jak 200 strukturálně a 
funkčně odlišných H M O (Vandenplas et al. 2018). 

3.3.2 Probiotika 

Probiotika jsou živé mikroorganismy, které při podávání v přiměřeném množství 
přinášejí hostiteli zdravotní prospěch. Jedná se převážně o bifidobakterie a laktobacily, ale také 
o zástupce rodů Bacillus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococuss, Escherichia 
a některé druhy kvasinek, např. Saccharomyces boulardii. Probiotika, která jsou podávána za 
účelem nastolení mikrobiální rovnováhy v GIT, jsou přijímána ve formě doplňků stravy nebo 
jako součást potravin. Aby byla probiotika účinná, musí splňovat určitá kritéria zahrnující 
absolutní bezpečnost pro hostitele, odolnost vůči nízkému p H žaludku a působení 
pankreatických šťáv, schopnost adheze na sliznici tlustého střeva a snadnou kolonizaci 
střevního prostředí. V místě účinku působí několika mechanismy, např. snižují střevní pH, 

29 



působí antimikrobiálně, znemožňují adhezi patogenů a modifikují imunitní odpověď hostitele 
(Soccol et al. 2010). 

Dle Nařízení Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 spadají probiotika do 
nových potravin kategorie ii) (potraviny sestávající, izolované nebo vyrobené 
z mikroorganismů, hub nebo řas) a vi) (potraviny sestávající, izolované nebo vyrobené 
z buněčné nebo tkáňové kultury získané ze zvířat, rostlin, mikroorganismů, hub či řas) 
(Evropský parlament a Rada E U 2015). Jelikož je většina probiotik klasifikována jako doplňky 
stravy, vztahují se na ně méně přísná kritéria a postupy kontroly kvality, což může vyvolávat 
obavy ohledně jejich bezpečnosti (Koláček et al. 2017). Pro uvedení na trh v E U , musí vybrané 
mikroorganismy z hlediska bezpečnosti schválit E F S A . Z a účelem usnadnění procesu 
posuzování, zda je mikroorganismus vhodný pro uvedení do potravinového a krmivového 
řetězce, byl zřízen systém Kvalifikovaného předpokladu bezpečnosti (QPS, Qualified 
Presumption of Safety). Systém QSP je používán pro posuzování rizik mikroorganismů, u 
kterých byla podána žádost o uvedení na trh v podobě doplňkových látek v krmivech, 
potravinářských přídatných látek, potravinářských enzymů a aromát, nových potravin a 
přípravků na ochranu rostlin ( E F S A 2024). E F S A rovněž kontroluje používání termínu 
„probiotikum" a považuje uvedení probiotik v potravině za zdravotní tvrzení prokázané 
klinickými studiemi (Lemoine et al. 2023). 

V roce 2011 Výbor pro Evropskou společnost pro dětskou gastroenterologii, hepatologii 
a výživu ( E S P G H A N , The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and 
Nutrition) nedoporučil rutinní užívání výživy doplněné probiotiky u donošených kojenců. Dle 
Výboru pro E S P G H A N nevede podávání kojenecké náhradní výživy doplněné o probiotika 
během prvních měsíců života k žádným konzistentním klinickým účinkům. Zároveň chybí 
údaje o dlouhotrvajících účincích. Jednotlivé studie se zabývaly vlivem konzumace náhradní 
kojenecké výživy obohacené o probiotika na růst kojenců, snížení rizika GIT infekcí a 
respiračních onemocnění, nižší frekvenci léčby antibiotiky, frekvenci plačtivých stavů, koliky 
a podráždění, vznik alergií, a také frekvenci a konzistenci stolice (Braegger et al. 2011). 
Výsledky studií j sou značně rozmanité a zdravotní přínosy j sou vysoce specifické projednotl ivé 
kmeny, dávkování a typu onemocnění. 

U kojenců, jež byli krmeni kojeneckou výživou doplněnou o B. infantis CECT7210 byla 
pozorována nižší incidence průjmových epizod, zácpy a byla zaznamenána vyšší frekvence 
stolice ve srovnání s kontrolní skupinou (Escribano et al. 2018). Podobné výsledky byly 
pozorovány u studie hodnotící bezpečnost instantní kojenecké výživy obohacené o 
Limosilactobacillus (dříve Lactobacillus) fermentům (L. fermentům) CECT5716 nebo B. breve 
CECT7263, kdy byla takto fortifikovaná na základě hmotnostního přírůstku kojence 
vyhodnocena jako bezpečná, a kdy sekundární výsledky poukázaly na pozitivní efekt 
přítomnosti B. breve na zmírnění příznaků kojenecké koliky a L. fermentům v boji proti GIT 
infekcím (Maldonado et al. 2019). V prevenci vzniku akutní gastroenteritidy u kojenců se jako 
efektivní projevila náhradní kojenecká výživa okyselená pomocí bakterií Streptococcus 
thermophilus (S. thermophilus) a Lactobacillus helveticus a doplněna o probiotická kmen B. 
lactis Bb-12 (Chouraqui et al. 2004). Probiotická výživa rovněž vykazuje v l iv na optimalizaci 
střevního prostředí, složení a metabolickou aktivitu mikrobioty. Studie zabývající se vlivem 
příjmu probiotické náhradní výživy na střevní mikrobiotu a projevy s ní spojené, popsala 
zvýšení relativní početnosti kmenů Actinobacteria a Proteobacteria a zvýšení diverzity na 
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rodové úrovni u kojenců krmených náhradní výživou doplněnou o směs probiotických kmenů 
Lacticaseibacillus rhamnosus G G (L. rhamnosus), L. fermentům L C 4 0 , Limosilactobacillus 
reuteri (L. reuteri) D S M 17938 a B. lactis Bb-12. Složení střevní mikrobioty bylo spojováno 
s vyšší koncentrací butyrátu ve stolici, se zvýšenou frekvencí vyprazdňování a s lepší 
konzistencí stolice (Eor et al. 2023). Kojenecká náhradní výživa doplněná pouze o B. lactis Bb-
12 pozitivně ovlivnila složení střevní mikrobioty redukcí Enterobacteriaceae a Clostridium 
spp. a zvýšením počtů samotných bifidobakterií (Mohan et al. 2006). 

Otázkou také zůstává, zda náhradní kojenecká výživa, která je doplněná pouze o 
probiotické kmeny, dokáže z dlouhodobého hlediska ovlivnit složení kojenecké střevní 
mikrobioty. Studie zkoumající efekt obohacené kojenecké výživy o směs bifidobakterií 
poukázala na neschopnost suplementovaných probiotických kmenů dlouhodobě kolonizovat 
střevní prostředí (Bazanella et al. 2017). Naopak studie, zkoumající efekt suplementace 
probiotik společně sprebiotiky v rámci náhradní kojenecké výživy nebo probiotik společně 
s konzumací mateřského mléka, poukázaly na schopnost probiotických kmenů kolonizovat 
střevní prostředí v dlouhodobějším horizontu (Simeoni et al. 2016). 

3.3.3 Synbiotika 

Synbiotikum je definováno jako směs obsahující živé mikroorganismy a substrát(y) 
selektivně využívaný(é) hostitelskými mikroorganismy, která přináší hostiteli zdravotní 
prospěch (Swanson et al. 2020). Obsažená prebiotika selektivně podporují růst jak endogenních 
probiotických kmenů, tak i zdraví prospěšných mikroorganismů stálé střevní mikrobioty. 
Kombinace probiotik a prebiotik, by mohla představovat účinnou alternativu k mateřskému 
mléku, které v kojeneckém střevě vytváří ekosystém s převahou bifidobakterií (Lemaire et al. 
2018). 

B y l zkoumán účinek synbiotických náhradních kojeneckých výživ na růst, toleranci a 
případný pozitivní efekt na zdraví kojenců. V roce 2011 Výbor pro E S P G H A N uvedl, že 
kojenecká výživa doplněná o synbiotika pravděpodobně není spojena s nežádoucími účinky, 
nicméně z důvodu nedostatku důkazů o bezpečnosti a zdravotních účincích nedoporučuje 
rutinní používání synbioticky fortifikované kojenecké výživy (Braegger et al. 2011). Od té doby 
se několik studií zabývalo vlivem konzumace kojeneckých formulí obohacených o probiotické 
kmeny bakterií s přídavkem G O S samostatně nebo v kombinaci s FOS na zdraví a vývoj 
kojenců. Konzumace kojenecké výživy doplněné o B. breve M - 1 6 V v kombinaci s G O S a FOS 
měla v l iv na složení střevní mikrobioty, konktrétně na vyšší zastoupení bifidobakterií a nižší 
zastoupení klostridií a eubakterií. Změna profilu střevní mikrobioty souvisela s okyselením 
střevního prostředí a zvýšenou produkcí acetátu. U dětí s atopickou dermatitídou může 
konzumace analogické kojenecké výživy přispět s redukci příznaků podobných astmatu (Van 
Der A a et al. 2010; Chua et al. 2017). Příjem hypoalergenní kojenecké výživy se stejnou 
synbiotickou směsí u dětí s alergií na bílkovinu kravského mléka vedl ke snížení vzniku infekcí, 
méně časté hospitalizaci, k nižší spotřebě léků a rovněž ke změně složení střevní mikrobioty 
(Sorensen etal. 2021). Zdravotní přínos vykazovala ve studiích také kojenecká výživa doplněná 
o L. fermentům CECT5716 v kombinaci s GOS, a to konkrétně na snížení rizika komunitních 
infekcí GIT a horních dýchacích cest (Maldonado et al. 2012; Maldonado-Lobón et al. 2015). 
Dále byl pospán efekt spojený s příjmem synbiotické směsi skládající se z G O S , FOS a 
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Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei F19 na snížení počtů epizod infekcí dolních 
dýchacích cest, a také s příjmem synbiotik se stejnou prebiotickou složkou v kombinaci L. 
rhamnosus LCS-742 a B. infantis M 6 3 na ochranný efekt proti vzniku atopické dermatitídy 
(Szajewska et al. 2017; Rozé et al. 2012). Naopak u dětí krmených kojeneckou formulí 
doplněnou o B. lactis Bb-12 a oligosacharidy původem z kravského mléka sice nebyl 
pozorován negativní efekt na vývoj či špatná snášenlivost na doplněnou výživu, nicméně takto 
doplněná výživa nepřinášela kojenců žádný přídavný obohacující účinek na zdraví, jakým je 
snížení výskytu průjmových a horečnatých infekcí, oproti kojencům přijímajícím 
nefortifikovanou výživu (Radke et al. 2017). 

Dalším krokem, který náhradní kojeneckou výživu přibližuje do podoby mateřského 
mléka, může být kombinace probiotik s H i M O . Kojenecká výživa doplněná o L. reuteri 17938 
a 2 ' F L byla vyhodnocena jako bezpečná, kojenci dobře snášená a zároveň podporovala u 
konzumentů vývoj odpovídající věku. Zároveň byl u této synbiotické kombinace pozorován 
v l iv na střevní mikrobiotu kojenců, která se složením více přiblížila mikrobiotě kojenců 
přijímajících mateřské mléko, a také snížením počtů podmíněných patogenů (Alliet et al. 2022). 
U náhradní kojenecké výživy obohacené o 2 ' F L a B. lactisBb\2 samostatně, nebo v kombinaci 
s L. reuteri DMS17938, byla rovněž prokázána dobrá GIT snášenlivost. Navíc u výživy 
obohacené o 2 ' F L a tyto dva probiotické kmeny byl pozorován efekt na zlepšení vznětlivosti 
vnímanou ošetřovatelem u obzvlášť úzkostlivých kojenců (Czerkies et al. 2019; Storm et al. 
2019). Důkazy z reálné praxe potvrdily dobrou snášenlivost, bezpečnost a věku odpovídající 
podporu růstu u kojenců přijímajících fortifikovanou kojeneckou výživu o 2 ' F L , L N n T a L. 
reuteri DMS17938 (Román Riechmann et al. 2020). 

3.3.4 Postbiotika 

V roce 2019 panel odborníků Mezinárodní vědecké asociace pro probiotika a probiotika 
(ISAPP, International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) definoval 
postbiotikum jako „přípravek z neživých mikroorganismů a/nebo jejich složek, který přináší 
hostiteli zdravotní prospěch". Přesněji řečeno „účinná postbiotika musí obsahovat inaktivované 
mikrobiální buňky nebo buněčné složky s metabolity nebo bez nich k pozorovaným zdravotním 
účinkům" (Salminen et al. 2021). 

Pod definici postbiotik spadají fermentované kojenecké výživy, tedy výživy, které jsou 
během výrobního procesu fermentovány bakteriemi mléčného kvašení, a které neobsahují 
podstatné množství životaschopných bakterií v konečném výrobku (Salminen et al. 2021). 
V roce 2007 Výbor pro výživu E S P G H A N nedospěl pro nedostatek dat k pevnému názoru 
ohledně zdravotních účincích fermentované kojenecké výživy (Agostoni et al. 2007). 

Příjem fermentované kojenecké výživy založené na dvou kmenech B. breve C50 a S. 
thermophilus ST065 vedl u intervenovaných kojenců, oproti kontrolní skupině přijímající 
nedoplněnou výživu, ke zmírnění projevů akutní gastroenteritidy, ke snížení p H stolice a u 
kojenců s vysokým rizikem atopie prokázal účinnost na respirační a trávicí alergické projevy a 
biologické známky senzibilizace na potraviny během prvního roku života (Thibault et al. 2004; 
Indrio et al. 2007; Morisset et al. 2011). U předčasně narozených dětí byla fermentovaná 
kojenecká výživa založená na stejných bakteriálních kmenech dána do souvislosti se zlepšením 
GIT tolerance, což se projevilo méně častou distenzí břicha (Campeotto et al. 2011). 
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Doplněním o G O S a F O S v poměru 9:1 prokazoval tento stejný typ kojenecké výživy v l iv na 
vyšší hladinu sekrečního imunoglobulinu A ve stolici, nižší p H stolice a také na složení střevní 
mikrobioty, která se svým složením podobala více mikrobiotě výlučně kojených dětí (Béghin 
etal . 2021). 

Počáteční kojeneckou výživu obsahující postbiotikum, konkrétně tepelně inaktivované 
buňky kmene B. lactis CECT8145, je v této době možné najít na evropském trhu. Zdravotní 
účinek konzumace této kojenecké výživy byl zkoumán v porovnání s účinkem mateřského 
mléka a štandartní nedoplnene kojenecké výživy. U kojenců přijímajících fortifikovanou 
kojeneckou výživu byl zaznamenám významně nižší výskyt epizod atopické dermatitídy, 
bronchitídy a bronchiolitidy než u kojenců krmených nefortifikovanou kojeneckou výživou 
(Plaza-Diaz et al. 2023). 

3.3.5 Trh s náhradní kojeneckou výživou 

V dnešní době je možné si vybrat z široké nabídky náhradních počátečních a 
pokračovacích kojeneckých výživ, které se liší výrobcem, složením, specializací pro různá 
zdravotní omezení, svou konzistencí, velikostí balení, způsobem přípravy a cenou. V pevných 
obchodech, stejně jako vochodech internetových, které v rámci svého sortimentu nabízí 
náhradní kojenecké výživy, dominují dvě značky - Nestlé B E B A a Nutrilon. Obchody nabízejí 
rovněž celou řadu menších značek, ze kterých je možné jmenovat např. H iPP , Kendamill , 
Sunar, Hami, Babybio a další. 

Značka Nestlé B E B A přišla na trh se dvěma hlavními produktovými řadami počátečních 
a pokračovacích kojeneckých výživ, C O M F O R T H M O a S U P R E M E p r o 6 H M O . Obě řady j sou 
dostupné v instantní i tekuté výrobě, které se liší složením. Instantní forma C O M F O R T FIMO 
obsahuje 2 ' F L v kombinaci s L. reuteri D S M 17938. Její tekutá podobaje doplněna pouze o 
2 ' F L . Oproti tomu S U P R E M E p r o 6FIMO, jak lze vyčíst už z názvu, obsahuje šest druhů H i M O , 
konkrétně 2 ' F L , 3FL, L N n T , D F L a sodné soli 3 'SL a ó ' S L . Dále j e fortifikována probiotickými 
kmeny B. infantis L M G 11588 a B. lactis C N C M 1-3446. Tekutá podobaje opět chudší o 
probiotické složky. N a trhuje rovněž dostupná řada OPTIPRO obsahující B. lactis C N C M I-
3446. Značka Nestlé B E B A na trh přináší rovněž rozsáhlou řadu speciálních koj eneckých výživ 
určených pro kojence trpících laktózovou intolerancí, zácpou a drobných zažívacích potížích, 
ublinkávání a pro kojence s rizikem vzniku alergie na mléčnou bílkovinu. Speciální řady 
kojeneckých náhradních výživ jsou všechny obohaceny o L. reuteri D S M 17938, přičemž 
kojenecká výživa určená k použití v případě zažívacích problému rovněž G O S a F O S v poměru 
9:1. V neposlední řadě jsou na trh uvedeny kojenecké výživy určené pro předčasně narozené 
děti obsahující B. lactis C N C M 1-3446 v případě, že jde o výživu určenou pro kojence, kteří 
nemohou být kojeni, nebo bez doplnění o probiotické či prebiotické složky pro kojence, kteří 
jsou kojeni. 

Značka Nutrilon konkuruje na trhu rovněž se dvěma hlavními produktovými řadami 
Advanced a Profutura D U O B I O T I K , jenž j sou k dostání pouze v instantní formě ak te ré odlišují 
svým konceptem z hlediska obsahu probiotik a prebiotik od konkurenční značky B E B A . Obě 
řady jsou doplněny pouze o probiotické složky, konkrétně o GOS, F O S a 3 ' G L , jejichž 
koncentrace se mezi výživami Advanced a Profutura D U O B I O T I K liší. Profutura 
D U O B I O T I K navíc obsahuje 2 ' F L . Nutrilon pracuje pouze s probiotický kmenem B. breve M -
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16V, kterým jsou doplněny kojenecké náhradní výživy určené pro kojence s rizikem vzniku 
alergie na mléčnou bílkovinu a pro kojence narozené pomocí císařského řezu. Obě tyto 
speciální řady jsou rovněž doplněny o G O S a FOS, v případě výživy pro kojence narozené 
císařským řezem i o 2 ' F L . Rada speciálních kojeneckých výživ zahrnuje rovněž variantu bez 
laktózy, dále speciální výživu určenou při problémech s ublinkáváním a také výživu pro 
kojence s poruchami trávení, vstřebání a při alergii na bílkovinu kravského mléka. 

Značka Hipp nabízí náhradní počáteční a pokračovací kojenecké výživy obsahující L. 
fermentům CECT5716 v kombinaci s G O S . Kedamil oproti tomu na trhu prosazuje kojenecké 
náhradní výživy obsahující pouze prebiotickou složku tvořenou z GOS, F O S a 3 ' G L . Sunar 
přišel s nabídkou synbiotické počáteční kojenecké výživy Sensitiv obsahující B. longum BB536 
s G O S a s prebiotickou variantou obsahující pouze GOS. Ostatní minoritní značky dále nabízí 
např. kombinaci B. lactis, G O S a F O S (Babybio), 2 ' F L a L N n T (Alrhéra) či B. lactis s G O S a 
2 'FL(Beggs) . 

3.4 Bifidobacterium spp. 

Bifidobakterie jsou gram pozitivní, nepohyblivé, nesporulující, anaerobní, sacharolytické 
bakterie s vysokým obsahem G C bází v jaderném D N A . Název bifidobakterií se odvíjí od jejich 
neobvyklého bifidního neboli rozštěpeného tvaru buňky, který je také často přirovnáván 
k písmenu Y . Polymorfie bifidobakterií se odvíjí od podmínek vnějšího prostředí, na základě 
kterého nabývají tvaru rozvětveného, tyčinkovitého či vícenásobně rozvětvené tyčinky (viz. 
obrázek č. 3). Jejich morfologie byla popsána j iž v roce 1899, kdy byl první bifidobakteriální 
druh izolován ze vzorku stolice kojence (Turroni et al. 2018). Rod Bifidobacterium se 
taxonomicky řadí do čeledi Bifidobacteriaceae, řádu Bifidobacteriales, třídy Actinomycetes, 
kmene Actinomycetota spadajícího do říše bakterií. Samotný rod Bifidobacterium v současnosti 
čítá celkem 137 uznaných druhů, čímž se stává nejhlouběji rozvětvenou linií v rámci kmene 
Actinomycetota (Alessandri et al. 2021; LPSN.dsmz 2024). 

S* 10/7IT1 

Obrázek č. 3 - B. adolescentis A T C C 15703 (Y tamble 2024). 
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Bifidobakterie byly izolovány z různých ekologických nik, mezi které se řadí trávicí trakt 
hmyzu utvářející společenstva, ryb, plazů, ptáků, syrové mléko a sýry z něj vyrobeného, vodní 
kefír a odpadní vody (Biavati et al. 1982; Delcenserie et al. 2007; Kopečný et al. 2010; Laureys 
et al. 2016). V rámci lidského těla byly bifidobakterie izolovány z prostředí vagíny, mateřského 
mléka, krve či dutiny ústní (Hoyles et al. 2002; Martin et al. 2009; Ventura et al. 2009; Freitas 
& H i l l 2017). Nicméně nej přirozenější prostředí ke kolonizaci představuje pro většinu 
bifidobakteriálních druhů GIT člověka a dalších savců (Milani et al. 2017). Schopnost 
bifidobakterií adaptovat se v rozmanitých ekologických nikách zřejmě vyplývá ze skutečnosti, 
že genom rodu Bifidobacterium zahrnuje celou řadu genů kódujících sacharolytické enzymy, 
což jeho zástupcům umožňuje přístup k široké paletě jednoduchých i složitých glykanů, které 
jsou přítomny v substrátu, pochází z potravy hostitele nebojsou původem od hostitele (Turroni 
et al. 2018). Zástupci rodu Bifidobacterium se řadí mezi první kolonizátory GIT novorozence a 
během prvních měsíců tvoří hlavní podíl populace střevní mikrobioty kojenců. Kolonizace 
bifidobakteriemi v raném věku je ovlivněna mnoha faktory, přičemž mezi ty pozitivní patří plné 
donošení, vaginální porod či kojení. Jejich druhové i početní zastoupení ve střevní mikrobiotě 
se s rostoucím věkem mění, přičemž v dospělém období života se jejich relativní četnost ustálí 
na 2-14 %. V e stáří se počty bifidobakterií začínají opět snižovat (Arboleya et al. 2016). 

K tomu, aby bifidobakterie mohly úspěšně kolonizovat GIT savců, u nich muselo dojít 
k vývinu řady adaptivních mechanismů, které j i m umožnily čelit mnoha nepříznivým 
podmínkám, kterým jsou při průchodu trávicím ústrojím vystaveny. Hrozbu pro ně představuje 
zejména působení kyslíku a jeho volných radikálů, organických kyselin, žlučových solí a 
kyselin a trávicích enzymů. Genom bifidobakterií neobsahuje geny kódující N A D H 
peroxidázu, katalázu či superoxid dismutázu, které jsou u většiny anaerobních bakterií 
zodpovědné za obranu proti reaktivní formě kyslíku. Předpokládá se, že u bifidobakterií je 
aktivován alternativní mechanismus umožňující ochranu buněčných komponentů před 
poškozením vyvolaným oxidačním stresem. Rozhodující je v případě těchto bakterií 
pravděpodobně tvorba enzymů alkylhydroperoxidreduktázy, thioredoxinreduktázy a N A D H 
oxidázy, a také přítomnost zvláštního souboru proteinů, které hrají klíčovou roli v několika 
posttranslačních událostech, aby zabránily denaturaci, agregaci a nesprávnému skládání 
proteinů v případě působení stresu (Zuo et al. 2018). Tolerance vůči nízkému p H je u 
bifidobakterií dána aktivitou enzymu FoFi-ATPázy, který zajišťuje udržení homeostázy p H 
intracelulárního prostředí buňky pomocí aktivního vytlačování vodíkových protonů 
(Matsumoto et al. 2004). Jako ochranu vůči žlučovým kyselinám a jejich solím, které díky svým 
emulgačním vlastnostem mohou narušit integritu buněčných membrán a pronikat do 
cytoplazmy, využívají bifidobakterie produkci hydroláz žlučových solí a tvorbu biofilm. Kromě 
toho mohou modulovat složení membránových lipidů a tím snižovat propustnost buněčné stěny, 
a rovněž využívat efluxní membránové pumpy k odčerpávání žluči z cytoplazmy ven (Ruiz et 
al. 2013). Předpokládá se, že některé druhy bifidobakterií produkují inhibitory serinových 
proteáz, které je chrání před hostitelovými proteázami, což j i m poskytuje výhodu 
v konkurenčním prostředí střev (Alvarez-Martin et al. 2012). 
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3.4.1 Kolonizace střevního prostředí 

Kolonizace střevního prostředí hostitele mikroorganismy začíná j iž brzy po narození, kdy 
po vyčerpání kyslíku z lumenu střev dochází k rozsáhlé kolonizaci anaerobními 
mikroorganismy, mezi nimiž dominují právě bifidobakterie. Jejich dominantní zastoupení ve 
střevní mikrobiotě kojenců je dáno především jejich jedinečnými metabolickými schopnostmi, 
ale také jejich extracelulárními strukturami, vylučovanými enzymy a bioaktivními molekulami 
(Kline et al. 2010). Interakce bifidobakterií s hostitelem a butyrát produkujícími 
mikroorganismy, které mají v l iv na imunitní systém hostitele, jsou znázorněny na obrázku č. 4. 

3.4.1.1 Extracelulární struktury 

Extracelulární struktury, především pil i , se z velké části podílí na interakcích mezi 
hostitelem a mikroorganismem. P i l i jsou definovány jako neflagelární, bílkovinné, 
vícesubjednotkové povrchové přívěsky vláskovitého tvaru, které bakteriím umožňují 
především adhezi na různorodé povrchy, bakteriální buňky nebo na buňky hostitele (Kline et 
al. 2010). V rámci rodu Bifidobacterium byly popsány dva druhy pilusů - na sortáze závislé 
pi l i a p i l i typu IV neboli Tad p i l . 

Název na sortáze závislých pilusů se odvíjí od způsobu jejich stavby, při které je enzym 
sortáza zodpovědná za polymeraci stavebních podjednotek pilu a následné ukotvení polymeru 
k buněčnému povrchu (Spirig et al. 2011). Tyto povrchové přívěsky hrají zásadní roli při adhezi 
na povrch střevního epitelu hostitele, přes který mohou ovlivňovat slizniční imunitní odpověď. 
P i l i druhu B. bifidum PRL2010 propůjčují jedinečnou vlastnost modulovat specifické reakce 
hostitele na mikroorganismus. By lo zjištěno, že vyvolávají zvýšenou produkci cytokinů T N F -
a, které jsou spojovány s výskytem zánětlivých onemocnění, ale zřejmě hrají důležitou roli i 
při odmítání nádorů a při reakci na infekce (Turroni et al. 2013). Druhý typ pilusů Tad byl 
doposud charakterizován pouze u druhu B. breve UCC2003 . Jejich přítomnost se rovněž zdá 
esenciální pro kolonizaci střevního prostředí a dlouhodobou perzistenci bifidobakterií 
(O'Connell Motherway et al. 2011). 

Dalšími extracelulárními strukturami jsou exopolysacharidy, jejichž prospěšná role při 
modulaci různých aspektů interakce mezi bifidobakteriemi a hostitelem byla popsána u kmene 
B. breve UCC2003 . Přítomnost exopolysacharidů umožňuje daným bakteriím zůstat 
imunologicky tiché, a naopak poskytovat hostiteli ochranu před patogeny (Fanning et al. 2012). 

3.4.1.2 Metabolismus lidských glykanů 

Klíčovou vlastností bifidobakterií je jejich schopnost metabolizovat řadu glykanů 
přijímaných ze stravy hostitele nebo přímo původem od hostitele. Schopnost vybraných 
zástupců rodu Bifidobacterium využívat H M O jako růstový substrát, je předurčuje jako 
dominantní kolonizátory střevního prostředí kojenců kojených mateřským mlékem (Turroni et 
al. 2018). 

Mléčné glykany jsou první prebiotickou složkou, se kterou se střevní mikrobiota kojence 
setkává, nicméně pouze malá část mikroorganismů umí H M O metabolizovat. Právě druhy 
bifidobakterií charakteristických pro kojeneckou mikrobiotu, např. B. infantis, mají ve svém 
genomu zahrnutý tzv. H M O klastr, který kóduje řadu katabolických enzymů, které jsou určeny 
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pro utilizaci H M O . Konkrétně se jedná se o enzymy ze skupiny fukosidáz, sialydáz, J3-
hexózaaminidáz, /?-galaktosidáz a lakto-7Y-biosidáz (Turroni et al. 2018). Souhrnně lze tento 
komplex enzymů zahrnou do skupiny glykosidových hydroláz, jejichž účelem je zjednodušeně 
řečeno štěpit glykosidické vazby mezi jednotlivými strukturami H M O . Přítomnost genů 
kódující glykosidické enzymy zodpovědných za degradaci H M O však nemusí znamenat 
schopnost produkce aktivních enzymů (Kiely et al. 2023). 

Metabolismus H M O může probíhat intracelulárně nebo extracelulárně v závislosti na 
metabolické strategii daného bakteriálního druhu, která se odvíjí od jejich genetického základu. 
Intracelulární degradace spočívá v přenosu molekuly H M O do buňky pomocí A B C ( A T P 
Binding Cassette) transportního proteinu, kde jsou pomocí příslušných glykosidických 
hydroláz rozkládány na jednodušší molekuly. Popsaný styl degradace je typický pro většinu 
bifidobakterií, zejména pro B. infantis, ale také pro B. breve a některé laktobacily. 
Extracelulární degradace probíhá vně buňky za působení glykosidických hydroláz buněčné 
stěny. Uvolněné podjednotky mohou být t ransponovány do buňky, která degradaci 
zprostředkovala, nebo mohou být využity okolními mikroorganismy. Druhý způsob byl 
pozorován například u druhu B. bifidum (Kiely et al. 2023). Obecně bifidobakterie preferují 
intracelulární způsob degradace, čímž získávají konkurenční výhodu nad ostatními 
mikroorganismy tlustého střeva, které degradují sacharidy extracelulárně. Jakmile se 
monosacharidy hexózy dostanou do cytoplazmy, jsou přeměňovány na acetát a laktát tzv. „bifid 
shunt" cestou, při které hraje klíčovou roli enzym fruktóza-6-fosfátfosfoketoláza (Rivieře et al. 
2016). 

Dalším degradovatelným lidským glykanem jsou muciny, které tvoří část hlenové vrstvy 
na povrchu střevní sliznice a jsou tvořeny monosacharidovými složkami N-
acetylglukosaminem, /V-acetylgalaktosaminem, fukózou a glukózou, které mohou být doplněny 
kyselinou sialovou a/nebo sulfátovými skupinami. Schopnost metabolizovat muciny vyžaduje 
poměrně rozsáhlý repertoár glykosidových hydroláz. By lo prokázáno, že řada střevních 
bakterií, včetně bifidobakterií, dokáže degradovat tento hostitelem produkovaný glykan. 
V rámci rodu Bifidobacterium byla tato schopnost potvrzena pouze u druhu B. bifidum (Turroni 
et al. 2010; Turroni et al. 2018). 

Koncovými produkty metabolismu bifidobakterií jsou S C F A a laktát. Z S C F A se jedná 
především o acetát, ale za daných okolností dochází v menší míře k produkci řady dalších 
organických sloučenin, např. formátu, ethanolu či sukcinátu. S C F A snižují střevní pH, čímž 
inhibují růst a aktivitu patogenních mikroorganismů. Většina S C F A , především propionát a 
acetát, jsou absorbovány střevní sliznicí a skrze portální žílu jsou transponovány do jater, kde 
podléhají lipogenezi a glukoneogenezi. Nicméně část metabolitů je využita jako substrát okolní 
mikrobiotou (Egan et al. 2014). 

Bifidobakterie se v rámci interakce s ostatními členy střevní mikrobioty podílí na tvz. 
cross-feedingu, ve kterém hrají roli producentů jednodušších molekul, které mohou sloužit 
okolním mikroorganismům jako metabolický substrát. Například acetát a laktát, koncové 
produkty metabolismu bifidobakterií, mohou být využity jako substrát pro butyrát produkující 
bakterie, j imiž jsou například F. prausnitzii či Roseburia spp. Podrobný popis produkce 
butyrátu a jeho v l ivu na střevní zdraví je popsán v podkapitole V l i v produktů metabolismu. 
Cross-feeding byl popsán rovněž mezi bifidobakteriemi navzájem. Bylo poukázáno na 
schopnost B. breve UCC2003 využívat kyselinu sialovou, která byla uvolněna z 3 ' S L kmenem 
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B. bifidum PRL2010 (Egan et al. 2014; Turroni et al. 2015). Dále byla in vitro testováním 
prokázána schopnost B. bifidum PRL2010 přijímat cukry uvolněné činností B. adolescentis 
22L, B. breve 12L a Bifidobacterium thermophilum JCM1207 při rozkladu škrobu a/nebo 
xylanu (Turroti et al. 2015). 

Obrázek č. 4 - přímý a nepřímý v l iv bifidobakterií přítomných v prostředí tlustého střeva 
na imunitu hostitele. Interakce bifidobakterií s hostitelem skrze extracelulární struktury (A). 
Systém cross-feeding fungující mezi bifidobakteriemi a bakteriemi produkujícími butyrát (B). 
Použité zkratky: EPS+ - extrapolysacharidy (Alessandri et al. 2019) - pozn.: volně přeloženo 
z angličtiny. 

3.4.2 Kojenecké bifidobakterie 

Druhy bifidobakterií je možné dělit dle jejich zastoupení ve střevní mikrobiotě 
v závislosti na věku jedince. U dospělých jedinců se typicky vyskytují druhy Bifidobacterium 
catenulatum či B. adolescentis. Oproti střevní mikrobiotě dospělých jedinců je druhové složení 
bifidobakterií a jejich početní zastoupení u kojenců odlišné. Toto dělení je nicméně pouze 
orientační, striktní dělení na druhy kojenecké a dospělé neexistuje (Turroni et al. 2018). 

3.4.2.1 Bifidobacterium longum subsp. infantis 

B. infantis je považován zajeden z nejvíce charakteristických druhů bifidobakterií, který 
kolonizuje střevní prostředí kojených dětí. Jeho význam je dán především schopností 
metabolizovat širokou škálu H M O , což je dáno H M O klastrem, který kóduje všechny potřebné 
gykosidické hydrolázy (Sela et al. 2008). Schopnost růstu jednotlivých kmenů B. infantis na 
H M O , jako jediném zdroji uhlíku, byla prokázána několika studiemi. Významný růst byl 
pozorován za přítomnosti 2 ' F L , 3FL, L N T , L N n T , 3 ' -SL, 6 'SL, lakto-/Y-fukopenózy-I ( L N F P -
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I) a laktodifukotetraózy (LDFT) (Asakuma et al. 2011; Cheng et al. 2020; Kie ly et al. 2023; 
LoCascio et al. 2009). 

B. infantis vykazuje pozitivní v l iv na zdraví kojenců několika mechanismy. Prvním je 
jeho konkurenční výhoda v přítomnosti H M O , která ústí ve zvýšenou kolonizaci B. infantis a 
snížení diverzity střevní mikrobioty a menšímu počtu patogenů. In vitro studie rovněž 
naznačila, že růst B. infantis na H M O podporuje jejich přilnavost ke střevnímu epitelu, což by 
zvyšovalo jejich kolonizační a konkurenční vlastnosti (Chichlowski et al. 2012). B. infantis 
působí protizánětlivě skrze exogénni produkci látek, které urychlují zrání genů střevní vrozené 
imunitní odpovědi. Právě nezralá exprese genů vrozené imunitní odpovědi je považována za 
jeden faktorů vzniku N E C (Ganguli et al. 2013). Tento bifidobakteriální druh také vykazuje 
vl iv na snížení střevní permeability a stabilizaci proteinů těsných spojů (Romond et al. 2008). 
Jak již bylo uvedeno dříve, B. infantis zároveň hraje důležitou roli při produkci S C F A a je 
důležitým článkem kojenecké střevní mikrobioty z hlediska cross-feedingu. 

3.4.2.2 Ostatní druhy kojeneckých bifidobakterií 

M e z i charakteristické bifidobakteriální druhy, které kolonizují převážně střevní prostředí 
kojenců se řadí B. breve, B. longum a B. bifidum. Ze vzorku kojenecké stolice byly rovněž 
izolovány druhy B. kashiwanohense a Bifidobacterium pseudocatenulatum. Přestože jsou tyto 
druhy vázány na střevo kojence, jsou v porovnání se čtyřmi výše zmíněnými kojeneckými 
druhy identifikovány a charakterizovány pouze v malé míře (Kiely et al. 2023). 

3.4.3 Trh s kojeneckými bifidobakteriálními doplňky stravy 

V dnešní době je na českém trhu možné bez předpisu pediatra zakoupit hned několik 
probiotických bifidobakteriálních přípravků určených pro kojence od 1. týdne věku a starší. 
Probiotické přípravky ve formě kapek jsou na trhu nej rozšířenější, a to zřejmě díky jejich 
snadné aplikaci. Zároveň je možné setkat se s formou tobolek či sáčků se sypkým obsahem. 

Cistě bifidobakteriální přípravky se na českém trhu vykytují v menší míře zastoupení. 
K dostání j sou přípravky ve formě kapek obsahující samostatně kmeny B. lactis Bb-12, B. breve 
M - 1 6 V a kombinaci kmenů B. breve BR03 a B. breve B63. Častější jsou dostupné přípravky 
kombinující probiotické bifidobakteriální kmeny s kmeny laktobacilů. Kombinace kmenů B. 
lactis BS01 s L. rhamnosus G G , B. lactis s Lactobacillus acidophilus DDS-1 , 
Lactiplantibacillu plantarum G G A T C C 53103 s B. breve BR03 nebo L. casei L C 0 3 s B. breve 
BR03 je možné zakoupit v populární formě kapek. V e formě tobolek se prodává kombinace B. 
lactis Bb-12 a L. rhamnosus G G . 

N a trhu se rovněž objevily synbiotické přípravky, které obsahují FOS. Např. je jedná o 
tobolky a sáčky obsahující kombinaci B. infantis, B. bifidum, B. longum, L. acidophilus, L. casei 
s F O S či kapky obsahující L. acidophilus DDS-1, B. lactis a FOS. 
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3.5 Clostridium spp. a další klostridie 

Čeleď Clostridiaceae se dle klasifikačního systému řadí pod kmen Firmicutes, třídu 
Clostridia a řád Clostridiales, přičemž sama zahrnuje několik rodů včetně rodu Clostridium, 
který se svým počtem bakteriálních druhů řadí mezi jeden z nej větších. Klostridie jsou 
tyčinkovité, Gram pozitivní, anaerobní, sporulující bakterie, které jsou neschopné disimilační 
redukce síranu. N a základě uvedených kritérií došlo k zařazení příslušných bakterií do rodu 
Clostridium, avšak díky analýze sekvence genu 16S r R N A byla zavedena sofistikovanější 
klasifikace taxonu, která uspořádává rod do 19 klastrů, z nichž jsou některé nadále rozděleny 
do dalších podskupin. Nově se mezi klostridiální skupiny řadí i druhy nesporulující, například 
Roseburia cecicola či Coprococcus eutatus. Druhy klostridiálního klastru X l V a a I V patří mezi 
nej početnej ší bakterie v lidském střevě, kdy zahrnuj í 10-40 % všech přítomných bakterií (Diirre 
2007; Guo et al. 2020). Přehled klastrů X l V a a IV je znázorněn na obrázku č. 5. Druhy 
Clostridium budou v rámci práce nadále rozebírány na základě této nové klasifikace. 

C. leptum 
C. sporosphaeroides 
C. cellulosi 
F. prausnitzii 

C. absonum DSM599 
C.difficile strain 630 
C. hiranonis DSM 13275 
C. hyiemonae DSM 15053 
C. perfringens strain SM101 
C. perfringens strain type A 
CscindensW\ 12708 
C. sordelhVPI9048 
C.sorafe////ATCC9714 

C. botulinum 
C. butyricum type E 
C. cadaveris 
C. chauvoei 
C, diffidle 
C. paraputrificum 
C. perfringens type A/B/C/D/E 
C. tertium 

f Clostridium 
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C oroticum 
C. polysaccharolyticum 
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C symbiosum 
C. sphenoides 
C. xylanolyticum 
Clostridium sp DSM 6877 

Acetitomaculum ruminis 
Coprococcus eutatus 
Eubacterium cellulosolvens 
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Clostridium spp. 
p r o d u k u j í c í 
s e k u n d á r n í 
ž l u č o v é kyseliny 

Pa togenn í 

Roseburia cecicola 
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Obrázek č. 5 - přehled bakteriálních druhů řadících se do klostridiálního klastru X l V a a 
IV. Druhy Clostridium produkující sekundární žlučové kyseliny a patogenní druhy Clostridium 
(Guo et al. 2020) - pozn.: volně přeloženo z angličtiny. 

Klostridie produkují enzymy, díky kterým jsou schopné rozkládat nestrávené 
polysacharidy a oligosacharidy za produkce S C F A , jejichž přítomnost je ve střevech důležitá k 
udržení homeostázy. Část druhů Clostridium je schopná produkovat toxiny a být patogenní, 
nicméně většina klostridií žije se svým hostitelem v komenzálním vztahu. Bakterie Clostridium 
spp. nejsou ve střevech náhodně rozptýleny, nýbrž jsou převážně koncentrovány v oblastech 
mezi záhyby sliznice vzestupného tlustého střeva, zatímco lumen střev je početně bohatý na 
čeledě Bacteroidaceae, Enterococcaceae a Lactobacillaceae (Nagano et al. 2012). 

Klostridie za nepříznivých podmínek tvoří metabolický utlumené a vysoce odolné formy 
zvané endospory, které j i m umožňují tyto nehostinné podmínky přežít. M e z i vnější stresory, 
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které proces sporulace mohou vyvolat, se řadí např. extrémní teploty, vlhkost, nedostatek živin, 
nízké pH, kyslík, antibiotika, U V záření či jejich vzájemná kombinace. Proces germinace 
představuje návrat do vegetativního stádia bakteriální buňky, která je indukována přítomností 
germinantů v prostředí, j imiž jsou například živiny (Egan et al. 2021). Sporulující bakterie se 
díky své odolnosti snadno šíří v prostředí, kdy dochází k přenosu mezi rozdílnými ekologickými 
nikami a časté výměně mezi organismy včetně člověka (Tetz a Tetz 2017). By lo zjištěno, že 
schopností tvořit endospory je vybaveno 50-60 % střevních bakteriálních rodů (Appert et al. 
2020), což reprezentuje zhruba 30 % celkové střevní mikrobioty. Schopnost sporulace v rámci 
lidské střevní mikrobioty byla zjištěna napříč čeleděmi Clostridiaceae, Lachnospiraceae a 
Bacillaceae (Egan et al. 2021). 

3.5.1 Kolonizace klostridiemi 

Klostridie se řadí mezi prvotní bakteriální kolonizátory střeva novorozence, jejich 
přítomnost ve stolici můžeme detekovat j iž během prvního týdne života, kdy se jedná především 
o Clostridium butyricum (C. butyricum), Clostridium paraputrificum (C. paraputrificum) a Cl. 
difficile (Guo et al. 2020). V rámci charakteristiky fekální sporobioty zdravých kojenců byly 
s vysokou frekvencí identifikovány také druhy Clostridium tertium, Clostridium symbiosum 
a Clostridium ramosum. M e z i vzácně identifikovány druhy se naopak řadí Enterocloster 
bolteae, Clostridium baratii a Clostridium jeddahense (Ingribelli et al. 2023). 

Větší množství a častější výskyt jmenovaných druhů, společně s C. tetrium, byl 
pozorován první měsíc po narození u dětí krmených kojeneckou výživou oproti dětem kojeným 
mateřským mlékem (Tonooka et al. 2005). Kojení jedinci prokazují celkově nižší stupeň 
kolonizace klostridiemi v porovnání s těmi krmenými kojeneckou náhradní výživou (Albenberg 
& W u 2014). Znatelný v l iv má rovněž způsob porodu, kdy u dětí narozených pomocí císařského 
řezu byl zaznamenám během prvních šesti měsíců zvýšený výskyt Clostridium g4 a Cl. difficile 
(Lee et al. 2016). Během prvního týdne života dochází k postupnému vyčerpání kyslíku ve 
střevech novorozence, což umožňuje osídlení anaerobními bakteriemi, mezi které rovněž patří 
Clostridium spp. (Alipour et al. 2018). 

Nicméně není jisté, zda jsou všechny klostridie schopné dlouhodobě kolonizovat 
prostředí střev. Příkladem může být druh C. butyricum, u kterého v rámci výzkumu došlo pouze 
k vyklíčení a růstu, avšak nikoli k osídlení střev zkoumaného organismu (Guo et al. 2020). 

3.5.2 Pozitivní vliv Clostridium spp. na zdraví 

Komenzální druhy klostridií interagují s dalšími mikroorganismy střevního prostředí a 
poskytují specifické a esenciální funkce, kterými přispívají k udržení střevní homeostázy. 
Stálost prostředí ovlivňují přímo působením na buňky imunitního systému a nepřímo skrze 
produkty metabolismu (Guo et al. 2020). 

3.5.2.1 Přímý v l iv na buňky imunitního systému 

Střevní epiteliální buňky představují první l ini i styku mezi hostem a střevní mikrobiotou. 
Tato jednovrstvá buněčná stěna pokrytá hlenovou vrstvou vykonává důležitou preventivní 
bariérovou funkci zabraňující adhezi a invazi střevních bakterií a zároveň podporuje 
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koexistenci mezi střevní mikrobiotou a hostem. Fyziologický stav střevních epiteliálních 
buněk, společně s celistvostí a vývojem celé střevní bariéry, se odvíjí od tohoto vztahu. Správně 
regulovaná odpověď na přítomnost střevních mikroorganismů a jejich metabolitů je důležitým 
aspektem ve zdraví člověka (Korecka et al. 2013). Intraepiteliální lymfocyty a buňky 
produkující imunoglobulin A hrají v tlustém střevě důležitou roli při utváření odpovídající 
imunologické odpovědi vyvolané pozřenými antigény či patogeny. Klostridie podporují rozvoj 
těchto buněk skrze produkci S C F A a sekundárních žlučových kyselin, jejichž hladinu následně 
zaznamenávají epitelové buňky, které v návaznosti na danou koncentraci zahajují 
imunologickou signalizaci (Lopetuso et al. 2013). 

Regulační T buňky patří mezi nej významnější regulační buňky v lidském těle, které 
sehrávají roli v udržování střevní homeostázy, kontrole zánětlivých reakcí a zachování 
tolerance vůči střevní mikrobiotě. V rámci lidského těla j ich je nejvíce zastoupeno ve střevní 
bariéře, konkrétně ve vrstvě lamina propria. Toto uspořádání naznačuje, že střevní mikrobiota 
má vliv na jejich akumulaci a funkci. Výzkumy naznačují, že právě bakteriální druhy 
klostridiálních klastrů X l V a a I V vykazují významný v l iv na hromadění T buněk. U pacientů s 
diagnostikovanou Crohnovou nemocí byl zaznamenám výrazně nižší počet bakterií 
klostridiálních klastrů X l V a a IV, kde se jednalo především o F. prausnitzii. Naopak tomu bylo 
u experimentálních modelů se zvýšeným množstvím bakteriálních druhů jmenovaných klastrů, 
u kterých došlo k resistenci vůči alergiím a střevním zánětům (Atarashi et al. 2011; Lopetuso 
etal . 2013). 

3.5.2.2 V l i v produktů metabolismu 

Klostridiální druhy jsou chemoorganotrofní bakterie, které v lidském střevě fermentují 
především nestrávené polysacharidy za produkce S C F A a dalších látek, ze kterých má většina 
pozitivní v l iv na zdraví střev (Guo et al. 2020). Vyprodukované metabolity slouží jako důležitý 
zdroj energie pro epiteliální buňky, rovněž mají rozmanité regulační schopnosti a vykazují v l iv 
na fyziologii hosta a jeho imunitu. Jedná se především o acetát, propionát a butyrát, který 
zastává nej významnější funkci (Appert et al. 2020). 

Butyrát je hlavním produktem fermentace u mnoha klostridií (Dürre 2014). Většina 
butyrátu vzniká z karbohydrátů skrze glukózu, po které následuje přeměna acetylu-CoA na 
butyryl-CoA. Tvorba butyrátu z butyryl-CoA je možná dvěma cestami, které se odlišují 
zúčastněnými enzymy a vstupními látkami. První cesta potřebuje pro tvorbu butyrátu exogénni 
acetát a probíhá za účasti enzymu butyryl C o A : acetát CoA-transferázy. Tato cesta je využívána 
85 % butyrát produkujícími bakteriemi střevní mikrobioty dospělého člověka, mezi které se 
řadí například F. praustnizii nebo Roseburia spp.. Druhá cesta produkce butyrátu zahrnuje 
enzymy fosfotransbutyrylázu a butyrát kinázu a je využívána endosporulujícími bakteriemi 
Clostridium sensu stricto, j imiž se myslí například C. butyricum a C. paraputrificum, a také 
bakteriemi z čeledě Peptostreptococcaceae, zahrnující například Cl. difficile (Appert et al. 
2020). Pro prosperitu butyrát produkujících bakterií jsou rovněž důležité ostatní produkty 
fermentace, zejména již zmíněný acetát, j enž je produkován většinou střevních bakterií, ale také 
laktát, který je metabolitem probiotických bifidobakterií a bakterií mléčného kvašení. Oba tyto 
metabolity mohou být využity jako substrát pro tvorbu butyrátu a podporovat růst butyrát 
produkující populace (Fu et al. 2019). 
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Bakterie schopné produkovat butyrát jsou rozeseté napříč několika klostridiálními 
klastry, nicméně mezi nej důležitější se řadí klastr IV, v čele s F. prausnitzii a klastr X l V a , 
zahrnující Roseburia spp. Butyrát je hlavním zdrojem energie pro kolonocyty, který přímo 
ovlivňuje jejich růst a diferenciaci. Zároveň přispívá k udržení střevní homeostázy, kdy přesný 
mechanismus akce není zcela objasněn, nicméně má se za to, že butyrát ovlivňuje funkci buněk 
skrze regulaci exprese genů. Ukázalo se, že zastává důležitou roli při modulaci imunitní a 
zánětlivé reakce. M e z i nejlépe prostudované protizánětlivé mechanismy se řadí proces, kdy 
butyrát inhibuje nukleární faktor kappa B ( N F - K B ) , který kontroluje expresi genů kódujících 
informaci pro prozánětlivé cytokiny, enzymy indukující zánět, adhezní molekuly, růstové 
faktory, proteiny teplotního šoku a imunitní receptory. Ochranou funkci střevní bariéry 
podporuje butyrát stimulací produkce hlenu, jehož vrstva chrání střevní epitel proti střevním 
patogenům. Navíc moduluje expresi proteinů těsných spojů, čímž se minimalizuje mezibuněčná 
propustnost. Podpora funkce střevní bariéry butyrátem je znázorněna na obrázku č. 6. Butyrát 
má funkci jako antioxidant, redukuje oxidatívni stres vyvolaný zánětem tlustého střeva, který 
může souviset s narušením střevní bariéry nebo může být příznakem rakoviny. Několik studií 
poukázalo na spojitost mezi prevencí kolorektálního karcinomu a butyrátem, jenž je schopen 
indukovat buněčnou apoptózu a zastavit buněčný cyklus. Dle posledních výzkumů by se mohl 
butyrát navíc podílet na snižování nadváhy člověka a zvýšení senzitivity k inzulínu (Leonel a 
Alvarez-Leite 2012; Fu et al. 2019). 

Nerozpus tná , f e rmen tova te lná d ie tn í 
v lákn ina , cí l ící na bu t y rogenn í bakterie 

Clostridium Cluster 
XlVa and IV 

iRnJlIUlnJWIlJM 
«r-^rA Z v ý š e n í celistvosti s t řevn í 

signalizace b a r i é r y 

•'. GLP-1. PYY 

Obrázek č. 6 - podpora funkce střevní bariéry skrze butyrát produkující bakterie. Použité 
zkratky: E E C - enteroendokrinní buňka (enteroendocrine cell), GLP-1 - glukagonu podobný 
peptid-1 (glucagon-like peptide-1), G P C R - receptor spřažený s G proteinem ( G protein-
coupled with receptor), H D A C - histon deacetyláza (histone deacetylase), P Y Y - peptid Y Y 
(peptide Y Y ) (Cantu-Jungles et al. 2019) - pozn.: volně přeloženo z angličtiny. 
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3.5.3 Patogenní klostridie 

Klostridie mají bezesporu mnoho pozitivních účinků na zdraví člověka, avšak některé 
druhy vykazují značnou patogenitu. Jedná se především o Cl. difficile, C. perfringens a 
Clostridium botulinum (C. botulinum) (Guo et al. 2020). 

CI. difficile j e celosvětově jedním z nej častějších původců nozokomiálního průjmového 
onemocnění. Náchylnost k infekcím způsobených Cl. difficile se zvyšuje hospitalizací, 
dlouhodobým pobytem ve zdravotním zařízení, ale především užíváním širokospektrálních 
antibiotik, která narušují složení a fungování střevní mikrobioty, což má za následek snížení 
schopnosti pacienta bránit se kolonizaci různými patogeny (Kochan et al. 2018). Vegetativní 
forma Cl. difficile produkuj e dva toxiny, toxin A a toxin B . Toxin A působí především na střevní 
epitel a způsobuje sekreci tekutin, zánět a nekrózu tkáně, zatímco toxin B účinkuje jako 
potencionální cytotoxin (Heinlen & Ballard 2010). 

C. perfringens je bakterie vyskytující se především v půdě, v trávicím traktu lidí a zvířat. 
C. perfringens produkuje čtyři druhy toxinů (a, (3, s, i) a některé enterotoxiny, na základě 
jejichž tvorby se C. perfringens dělí do pěti skupin (A až E), z nichž nejčastěji se vyskytujícím 
patogenem u člověka je typ A (Ohtani & Shimizu 2016). U lidí i zvířat způsobuje řadu 
závažných systémových a střevních chorob, mezi které se řadí plynová gangréna (klostridiální 
myonekróza), otrava j ídlem, průjem a enterokolitida (Kiu & Hal l 2018). 

C. botulinum vytváří vysoce silný neurotoxický jed botulotoxin způsobující onemocnění 
potravinový, kojenecký a ranný botulismus. Potravinový botulismus je způsoben pozřením j iž 
vzniklého toxinu v potravině, čímž se liší od kojeneckého a raného botulismu, v jejichž případě 
vzniká toxin in situ. Spory C. botulinum mohou být obsaženy v medu, proto by neměl být 
konzumován dětmi mladšími prvního roku. Takto mladé děti nemají dostatečně vyvinutou 
střevní mikrobiotu, která by pomnožení C. botulinum ve střevním prostředí zabránila. 
Symptomy botulismu jsou především neurologické a můžou vést až k paralýze dýchacího a 
srdečního svalu (Arnon et al. 1979; Peck et al. 2011). 

M e z i další patogenní druhy klostridií se řadí C. butyricum, C. tetrium a C. paraputrificum, 
které jsou spojovány se vznikem nekrotizující enterokolitidy u předčasně narozených 
novorozenců (Guo et al. 2020). 

3.6 Antimikrobiální aktivita bifidobakterií vůči klostridiím 

Střevní dysbióza, která může nastat např. po terapii antibiotiky či u předčasně narozených 
dětí s velmi nízkou hmotností, může vyústit ve vznik infekčních a zánětlivých onemocnění 
zažívacího traktu, na kterých se nezřídka kdy podílí patologické druhy klostridií. V případě 
patologického stavu N E C , jehož vznik je velmi nebezpečný zejména pro předčasně narozené 
děti, byl několika studii poukázán vliv C. butyricum na jeho propuknutí (Cassir et al. 2015; Sato 
et al. 2018). Infekční příčinnou průjmu způsobeného užíváním antibiotik ( A A D , antibiotic-
associated diarrhea) je především Cl. difficile a v menší míře také C. perfringens (Asha et al. 
2006). Studie ukázaly, že užívání probiotik může vést v obou případech ke zmírnění stavu 
(Newberry 2012; Lau & Chamberlain 2015). Mechanismus účinku, který se liší v závislosti na 
použitém probiotickém kmeni, nicméně není zcela objasněn. Tato část práce se věnuje přehledu 
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studií, které se zabývaly antimikrobiálním působení bifidobakterií vůči patologickým druhům 
klostridií. 

V roce 2016 testovali Valdés-Varela et al. in vitro potenciál kmenů B. longum 
IPLA20022, B. breve IPLA20006, B. bifidum IPLA20015 a B. lactis B b l 2 pro inhibici růstu a 
toxicity Cl. difficile na různých zdrojích uhlíku, konkrétně na glukóze, inulinu a dvou 
komerčních prebiotických přípravcích, jednom obsahující inulin a oligofruktózu a druhém 
obsahující FOS s krátkým řetězcem. Množství klostridií a bifidobakterií bylo kultivaci 
stanoveno pomoví kvantitativní polymerázové řetězové reakce (qPCR, real-time polymerase 
chain reaction). Dále bylo stanoveno p H a hladina S C F A . Výrazné snížení růst patogenu bylo 
pozorováno u kultivace společně s B. longum IPLA20022 a B. breve IPLA20006 v přítomnost 
S C F A . Tyto kmeny vykazovaly rovněž větší snížení toxicity Cl. difficile (Valdés-Varela et al. 
2016). 

V roce 2019 testovali Monteiro et al. 2019 in vitro antimikrobiální aktivitu B. longum 
A T C C 15707 některých fekálních izolátů od novorozenců, které zahrnovaly izoláty B. longum, 
B. lactis a B. bifidum vůči Clostridium spp. Studie se rovněž zabývala vlivem některých 
referenčních kmenů laktobacilů. Antimikrobiální aktivita byla hodnocena agarózovým spot 
testem, ve kterém byla naměřeny inhibiční zóny v případě všech bifidobakteriálních kmenů 
kromě B. lactis. Zároveň byla antimikrobiální aktivita prokazována pomocí testu inhibice 
produkce plynu u C. butyricum, kdy v jednom případě bylo médium doplněno o fosfátový pufir, 
který v případě pozitivního výsledku působení probiotik vylučoval v l iv kyselého p H na aktivitu 
klostridií. Inhibici produkce plynu prokazovali bez i s pufrovaným médiem B. animalis a B. 
longum A T C C 15707, bez neutralizační složky působil inhibičně i B. bifidum. Studie tímto 
poukázala na fakt, že na inhibici klostridií se mohou podílet i j iné molekuly než S C F A , a že 
pozorovaná antimikrobiální aktivita se odvíjí od použité metody testování (Monteiro et al. 
2019). 

Další studie se věnovala antimikrobiální aktivitě B. infantis CECT7210 za přítomnosti 
oligosacharidů, tedy synbiotické směsi, proti několika patogenům včetně Cl. difficile. 
Synbiotická kombinace B. infantis CECT7210 s GOS, nebo se směsí obsahující GOS, 
prokázala schopnost inhibice Cl. difficile v kokultuře (Ruiz et al. 2020). 
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4 Metodika 

4.1 Cíl metodiky 

Cílem metodické práce bylo pozorovat interakce bifidobakteriálních a klostridiálních 
kmenů na dvou úrovních testovaní, které se od sebe lišily komplexností a složitostí systému. 

První úroveň experimentu byla testována in vitro, ve které byla testována antimikrobiální 
interakce probiotických kmenů bifidobakterií (živé kultury, parabiotik a metabiotik) vůči 
klostridiálním kmenům izolovaných ze vzorků stolice původem od kolitických dětí. V tomto 
případě se jednalo o interakci pouze dvou mikroorganismů, či produktů jejich metabolismu 
nebo buněčných komponentů mezi sebou, a to bez vzájemného působení odlišných 
mikroorganismů či j iných faktorů. Do části in vitro testování bylo rovněž zahrnuto stanovení 
fermentačního profilu vybraných klostridiálních druhů, které bylo testováno pomocí testu pro 
biochemickou identifikaci anaerobů A P I 20 A a A P I 50 C H L . Médium A P I 50 C H L bylo také 
použito pro stanovení schopnosti utilizace 2 ' F L a L-fukózy. 

Druhá část testování byla uskutečněna na ex vivo úrovni. Zjednodušená simulace zapojení 
mikrobioty stolice kojence a jejích dalších komponent byla vytvořena subkultivací (pojmem 
subkultivace je v tomto případě chápán jako předstupeň kultivace či analýzy vzorku, při kterém 
dochází k růstu a množení sledovaných mikroorganismů při stanovené teplotě) kojeneckého 
kolitického fekálního vzorku s bifidobakteriemi z probiotického přípravku. Vzniklý 
experimentální systém byl rovněž obohacen o zdroj uhlíku ve formě mateřského mléka či 
náhradní kojenecké výživy. Tímto způsobem byl vytvořen komplikovanější systém, v němž 
byly interakce mezi sledovanými bakteriemi ovlivněny dalšími faktory, např. schopností 
utilizovat odlišné substráty či působením okolní mikrobioty. Pro jednodušší orientaci 
v jednotlivých úrovních experimentální části práce bylo vytvořeno schéma, které je zobraveno 
na obrázku č. 7. 

Ex vivo 

Testování 
antimikrobiální 

aktivity I 

Stanovení 
fermentačního 

profilu 

Subkultivace 
fekální 

mikrobioty 

Difúzni 
jamková 
metoda 

Modifikovaná 
spotoná metoda 

API 20 A kit 

API 50 CHL 
médium (2'FL/ 

L-fukóza) 

Plotnová 
kultivační 
metoda 

Izolace + 
vyhodnocení Identifikace 

Obrázek č. 7 - schéma zachycující jednotlivé formy testování, které jsou zahrnuty v 
experimentální části práce. 
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4.2 Metodika odběru vzorků a informace o dárcích 

4.2.1 Vzorky stolice 

Čerstvé vzorky stolice (zhruba 1 g) byly sterilně odebírány ve stanovených intervalech 
matkou dítěte do předem připravených a zvážených zkumavek s médiem obsahující glycerol a 
skleněné perly (určené pro budoucí homogenizaci). Odebrané vzorky byly ihned zamraženy. 
Následná manipulace a transport byly prováděny na ledu. Všechny uvedené analýzy vzorků 
stolice dítěte byly provedeny s informovaným souhlasem zákonných zástupců dítěte. Odběry a 
následné zpracování vzorků proběhlo podle metodiky schválené Etickou komisí C Z U 
s referenčním číslem 06/2022. 

Vzorky stolice určené k analýze pocházely od dětí, které byly porozeny vaginálně nebo 
chirurgicky, v řádném termínu a krom běžných kojeneckých kolik netrpěly žádnými zjevnými 
zdravotními obtížemi. 

4.2.2 Vzorky mateřského mléka 

Čerstvé vzorky mateřského mléka byly odebírány kojící matkou do pěti sterilních sáčků 
v průběhu 8 dnů (březen 2023). Z jejich obsahu byly připraveny směsné vzorky, j imiž byly 
naplněny 15 ml centrifugační tuby se šroubovacím víčkem. Vzorky mléka byly podrobeny 
pasterací při teplotě 62,5 °C po dobu 30 minut. Tepelně ošetřené vzorky ve zkumavkách byly 
zchlazeny, náležitě označeny a následně skladovány v mrazáku při teplotě -22 °C. 

4.3 Příprava médií, bakteriálních kultur, parabiotik a metabiotik 

4.3.1 Příprava médií 

Pro účely kultivace, izolace a uchovávání bakteriálních kultur, a také pro účely samotného 
testování bylo potřeba připravit řadu různých typů médií. Jednotlivé typy použitých médií, 
jejich složení a příprava je popsána v následujících podkapitolách. 

4.3.1.1 Wilkins-Chalgren Anaerobní bujón se sójovým peptonem 

Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón je používán pro účely izolace, kultivace a pro účely 
testování citlivosti široké škály anaerobních mikroorganismů. Pro účely této práce byl použit 
pro izolaci a kultivaci anaerobních mikroorganismů, konkrétně bifidobakterií a klostridií. 
Wilkins-Chalgren Anaerobní bujón byl modifikován o sójový pepton a další níže uvedené 
komponenty (dále jako „WSP bujón"), který podporuje růst anaerobních a dalších bakterií. 

Dehydratované médium a další sypké složky byly odváženy na automatických vahách 
(Kern). Tekuté složky byly odměřeny pomocí injekční stříkačky. Množství jednotlivých složek 
pro přípravu 11 média je uvedeno v tabulce č. 5. Veškeré složky byly smíchány s odpovídajícím 
objemem destilované vody (dthO). Obsah byl míchán pomocí magnetického míchadla 
s ohřevem (Stuart CB162) dokud nedošlo k úplnému rozpuštění všech složek. Následně byla 
provedena úprava p H pomocí 0,1 M roztoku N a O H (Lach-Ner) na hodnotu p H 7,2. Kyselost 
roztoku byla stanoveno p H indikátorovými papírky (Macherey-Nagel). Médium bylo 
rozdávkováno po 9 ml pomocí automatické dávkovací pipety (Eppendorf Multipette E3) do 
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skleněných zkumavek s gumovou zátkou a šroubovacím víčkem umístěných ve stojánky. 
Zkumavky naplněné médiem byly vloženy do vodní lázně s teplotou vody 90 °C, kde byly 
ponechány po dobu 10 minut. Následně byl z W S P bujónu vytěsněn kyslík působením CO2. 

B y l použit potravinářský CO2, proto před použitím procházel plyn kolonou s horkou měděnu 
výplní, která byla zredukována pomocí H2, aby došlo ke zvýšení jeho čistoty. Zkumavky byly 
ihned po vytěsnění kyslíku z objemu utěsněny gumovou zátkou a uzavřeny šroubovacím 
víčkem. Připravené zkumavky s W S P bujónem byly sterilovány v elektronickém stolním 
autoklávu (Tuttnauer 2840EL) na program „roztoky", při kterém jsou roztoky sterilovány při 
teplotě 121 °C po dobu 15 minut. 

Tabulka č. 5 - Wilkins-Chalgren Anaerobní Bujón se sójovým peptonem. 

Složení Na 1000 ml dH 2Q 
Wilkins-Chalgren Anaerobní Bujón (Oxoid) 33 g 

Sójový pepton (Oxoid) 5 g 
L-cystein monohydrát (Sigma-Aldrich) 0,5 g 

Polysorbát 80 (Sigma-Aldrich) 1 ml 

4.3.1.2 Chudé médium 

Chudé médium, které se používá pro stanovování růstových křivek bakterií, bylo v tomto 
případě použito pro účely subkultivace fekální mikrobioty kojenců spolu s probiotickými 
kmeny bifidobakterií v ex vivo experimentální části. 

Dehydratované médium a další sypké složky byly odváženy na automatických vahách. 
Tekuté složky byly odměřeny pomocí injekční stříkačky. Množství jednotlivých složek pro 
přípravu 1 1 média je uvedeno v tabulce č. 6. Veškeré složky byly smíchány s odpovídajícím 
objemem dEkO. Obsah byl míchán pomocí magnetického míchadla s ohřevem, dokud nedošlo 
k úplnému rozpuštění všech složek. K chudému médiu byla přidána kyselina octové (KO) 
(>99,7 %, Sigma-Aldrich) v poměru 100 ul kyseliny na 100 ml média. Následný postup 
odpovídal postupu přípravy W S P bujónu (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón 
se sójovým peptonem). 

Tabulka č. 6 - Chudé médium. 

Složení Na 1000 ml dH 2Q 
Trypton (Oxoid) 10 g 

Želatínový pepton (Sigma-Aldrich) 10 g 
Kvasnicový extrakt (Oxoid) 5 g 
Chlorid sodný (Lachema) 5 g 
L-arginin (Sigma-Aldrich) l g 
Heamin (Sigma-Aldrich) 0,005 g 

Menadion (Sigma-Aldrich) 0,0005 g 
Pyruvát sodný (Lachema) l g 

L-cystein hydrochlorid monohydrát 0,5 g 
Polysorbát 80 1 ml 
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4.3.1.3 Ředící médium 

Dehydratované médium a další sypké složky byly odváženy na automatických vahách. 
Tekuté složky byly odměřeny pomocí injekční stříkačky. Množství jednotlivých složek pro 
přípravu 1 1 média je uvedeno v tabulce č. 7. Veškeré složky byly smíchány s odpovídajícím 
objemem dEhO. Obsah byl míchán pomocí magnetického míchadla s ohřevem, dokud nedošlo 
k úplnému rozpuštění všech složek. Následný postup odpovídal postupu přípravy W S P bujónu 
(viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón se sójovým peptonem). 

Tabulka č. 7 - ředící médium. 

Složení Na 1000 ml dH 2Q 
Nutrient Broth No. 2 (Oxoid) 5 g 

Trypton 5 g 
Kvasnicový extrakt 2,5 g 

L-cystein monohydrát 0,25 g 
Polysorbát 80 0,5 ml 

4.3.1.4 Cooked Meat Médium 

Cooked Meat Médium ( C M M ) (Oxoid) bylo použito pro uchovávání anaerobních 
endospory tvořících bakterií. N a automatických byl odvážen 1 g dehydratovaného média. 
Navážka byla převedena do vialek, do kterých bylo následně pomocí automatické dávkovací 
pipety odměřeno 9 ml dřTiO. Médium bylo ponecháno v lázni s vodou o teplotě 90 °C a po 
dobu 10 minut. Po uplynutí stanovené doby bylo v médiu vytvořeno anaerobní prostředí 
pomocí přečištěného CO2 (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón se sójovým 
peptonem). Via lky byly utěsněny septem a hliníkovým víčkem. Připravené vialky s C M M 
médiem byly dvakrát sterilovány v elektronickém stolním autoklávu na program „roztoky", při 
kterém jsou roztoky sterilovány při teplotě 121 °C po dobu 15 minut. 

4.3.1.5 Bifipufr 

Bifipufr byl pro účely této práce použit pro přípravu bakteriálních suspenzí. V kombinaci 
s glycerolem byl použit pro uchovávání bakterií v teplotách pod bodem mrazu. Do skleněných 
laboratorních lahví se závitem bylo odměřeno potřebné množství d ř L O . Pro variantu 
s glycerolem bylo k d ř h O rovněž pomocí sérologické pipety odměřeno potřebné množství 95% 
glycerolu. Sypké složky byly naváženy na laboratorních vahách a následně převedeny do tekuté 
složky. Množství jednotlivých složek na 100 ml d ř L O je uvedeno v tabulce č. 8. Laboratorní 
lahve byly ponořeny do vroucí lázně, ve které byly ponechány do doby, než došlo k rozpuštění 
veškerých sypkých složek. Následně bylo v médiu vytvořeno anaerobní prostředí pomocí 
přečištěného CO2 (viz. podkapitola Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón se sójovým peptonem). 
Lahve byly utěsněny pomocí septa a hliníkového šroubovacího uzávěru. Médium bylo 
sterilováno v tlakovém hrnci (Tefal) po dobu 1 hodiny. 
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Tabulka č. 8 - bifipufr s glycerolem. 

Složení Na 100 ml dH 2 0 
Glycerol 95 % (VWR Chemicals) 110ml 

K2HPO4 (Lachema) 0,12 g 
KH2PO4 (Lachema) 0,03 g 

L-cystein hydrochlorid monohydrát 0,05 g 

4.3.1.6 Wilkins-Chalgren Anaerobní agar se sójovým peptonem 

Wilkins-Chalgren Anaerobní agar je považován za univerzální médium určené pro růst 
anaerobních bakterií a pro účely testování citlivosti na antimikrobiální látky. Podobně jako do 
W S P bujónu, byl do agarové obdoby přidán sójový pepton a další komponenty uvedené níže 
(dále j ako „WSP agar"). 

Dehydratovaný agar a další sypké složky byly odváženy na laboratorních vahách. Tekuté 
složky byly odměřeny pomocí injekční stříkačky. Množství jednotlivých složek pro přípravu 1 
1 média je uvedeno v tabulce č. 9. Veškeré složky byly smíchány s odpovídajícím objemem 
d thO v Erlenmayerově baňce, která byla následně utěsněna hliníkovou fólií. Médium bylo 
rozvařeno a sterilováno v tlakovém hrnci po dobu 1 hodiny. Sterilní média byla umístěna do 
vodní lázně vytemperované na 51 °C. 

Tabulka č. 9 - Wilkins-Chalgren Anaerobní agar se sójovým peptonem. 

Složení Na 1000 ml d H 2 0 
Wilkins-Chalgren Anaerobní Agar (Oxoid) 43 g 

Sójový pepton 5 g 
L-cystein hydrochlorid monohydrát 0,5 g 

Polysorbát 80 l m l 

4.3.2 Příprava bakteriálních kultur 

Pro účely testování antimikrobiální aktivity a stanovení fermentačního profilu byly 
použity čerstvě narostlé bakteriální kultury. Dohromady byly pro testování použity dva kmeny 
Bifidobacterium spp. a devět kmenů Clostridium spp. Veškeré následující kroky byly 
provedeny asepticky za přítomnosti kahanu. 

Bifidobakteriální kmeny byly izolovány ze dvou odlišných probiotických přípravků, které 
jsou volně dostupné na trhu v České republice, a které jsou určeny jako doplněk stravy pro 
kojence od narození. Jednalo se o kmeny B. lactis Bb-12 a B. breve BR03 . Kmeny byly 
uchovávány zmražené ve skleněných vialkách s bifipufrem a glycerolem (5 ml bifipufru 
s glycerolem na 9 ml bakteriální kultury) při teplotě -22 °C. V případě potřeby čerstvé kultury 
byly vialky s bakteriální kulturou ponechány při pokojové teplotě do doby roztátí. 
Z rozmražené a promíchané kultury na vortexu (Stuart SA8) byl pomocí injekční stříkačky 
odebrán přibližně 1 ml objemu, kterým byl inokulován anaerobní W S P bujón obsažený 
v uzavíratelné zkumavce. Následná kultivace probíhala při teplotě 37 °C po dobu 24 hodin. Po 
uplynutí doby kultivace byla pomocí světelného mikroskopu s metodou fázového rozlišení 
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(Nikon Eclipse E200) na základě morfologie a životních projevů buněk zkontrolována čistota 
bakteriální kultury. V případě čistoty a řádného nárůstu bakteriální kultury byl kmen použit pro 
následující účely testování. 

Klostridiální kmeny použité pro účely testování byly izolovány ze stolice kojenců. Jejich 
přehled je uveden v tabulce č. 10. Kojenecké kmeny klostridií byly uchovávány v C M M médiu 
ve skleněných vialkách. V případě potřeby čerstvé kultury bylo odebráno přibližně 0,5 ml 
C M M média s obsaženou kulturou, kterým byl následně inokulován anaerobní W S P bujón 
obsažený v uzavíratelné zkumavce. Následující kroky byly shodné s přípravou 
bifidobakteriálních kultur. 

Tabulka č. 10 - přehled kojeneckých dárců vzorků stolice, ze kterých byly izolovány 
klostridie použité pro účely testování in vitro. Stejné vzorky stolice byly použity pro metodu ex 
vivo testování. Použité zkratky: C. neonatale - Clostridium neonatale, C. Saccharobutylicum -
Clostridium saccharobutylicum. 

Dárce Clostridium spp. Dále také 
jako 

Kojenec 
BN 

C. butyricum CB B N 

Cl. difficile CD B N 
C. perfringens C P B N 

Kojenec 
AZ2 

C. saccharobutylicum CSB AZ2 

Kojenec 
AZ1 

C. perfringens C P A Z 1 

Kojenec 
NK 

C. perfringens C P N K 

Kojenec 
NVz 

C. perfringens C P N V z 

Kojenec 
OK2 

C. neonatale CNOK2 

Kojenec 
Z 

C. perfringens CPZ 

Kojenec 
PB 

C. perfringens CP PB 

4.3.3 Příprava parabiotik a metabiotik 

Parabiotika (biologicky aktivní buněčné struktury) a metabiotika (supernatant obsahující 
metabolity dané bakteriální kultury) byly připraveny pro účely testování antimikrobiální 
aktivity difúzni jamkovou metodou. Pro jejich přípravu byly použity probiotické bakteriální 
kmeny B. lactis Bb-12 a B. breve BR03 , které byly popsány v předešlé podkapitole. Veškeré 
kroky byly provedeny aseptický za přítomnosti kahanu. 
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Čerstvé a čisté bakteriální kultury, které byly inkubovány v uzavíratelných zkumavkách 
s W S P bujónem, byly za pomoci vortexu řádně promíseny. Obsah zkumavek byl aseptický 
přelit do 50 ml centrifugační tuby, ze které byl následně rozdělen do tří 15 ml centrifugačních 
tub po 6 ml pomocí automatické pipety (Eppendorf Reference 2). Před každým dalším odběrem 
objemu 6 ml musel být obsah tuby řádně promíchán tak, aby došlo k rovnoměrnému rozptýlení 
složek v celém objemu. Centrifugační tuby s kulturou byly odstředěny v centrifuze (Universal 
320R Hettich Zentrifugen) při 9 000 rpm po dobu 3 minut. Stejná hodnota rpm i doba 
centrifugace byla použita i v následujících krocích. Od tohoto bodu se j iž následující kroky 
přípravy parabiotik a metabiotik liší. 

4.3.3.1 Metabiotika 

Vzniklý supernatant byl automatickou pipetou aseptický převeden do 5 ml zkumavek 
typu Eppendorf. Zkumavky s metabiotiky byly následně uzavřeny, náležitě označeny a 
uchovávány zmražené při teplotě -22 °C. Pro účely testování byla metabiotika rozmražena při 
pokojové teplotě. 

4.3.3.2 Parabiotika 

Supernatant byl slit a vzniklá peleta byla rozptýlena pomocí opakovaného nasátí a 
vypuštění objemu injekční stříkačkou v 6 ml bifipufru. Obsah zkumavek byl převeden do 
zkumavek o objemu 25 ml typu Eppendorf, které byly použity pro následný proces sonikace, 
jenž byl uskutečněn pomocí ultrazvukového homogenizátoru (Bandelin Electronic Sonoplus 
H D 2070). Doba sonikace byla stanovena na 2 minuty při maximálním výkonu. Po dobu trvání 
byla zkumavka umístěna v kádince s ledovou tříští, která ochlazovala její obsah, čímž bylo 
zabráněno denaturaci bílkovinných komponent buněčných struktur. Následně byl obsah 
převeden do sterilní 15 ml centrifugační tuby a odstředěn. Supernatant byl slit a peleta byla opět 
rozptýlena v 6 ml bifipufru. Promísené parabiotiku na vortexu bylo v objemu 5 ml převedeno 
pomocí automatické pipety do 5 ml zkumavky typu Eppendorf. Zkumavky s parabiotiky byly 
následně uzavřeny, náležitě označeny a uchovávány zmražené při teplotě -22 °C. Pro účely 
testování byla parabiotika rozmražena při pokojové teplotě. 

4.4 In vitro testování 

4.4.1 Antimikrobiální aktivita 

Antimikrobiální aktivita bifidobakteriálních kmenů, které byly izolovány ze dvou na 
českém trhu volně dostupných probiotických přípravků pro kojence od chvíle narození, byla 
testována vůči klostridiálním kmenů izolovaných ze stolice kolitických kojenců. 
Antimikrobiální aktivita byla testována vůči klostridiálním kmenům uvedených v tabulce č. 10 
vyjma druhu CP P B . Testování bylo provedeno dvěma způsoby - jamkovou difúzni metodou 
a modifikovanou spotovou metodou. Jamkovou difúzni metodou byla testována schopnost 
živých bifidobakteriálních buněk a z nich vytvořených parabiotik a metabiotik inhibovat růst 
klostridií. 
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Testování antimikrobiální aktivity modifikovanou spotovou metodou byla testována 
schopnost inhibice růstu odlišných druhů klostridií skrze živé bifidobakteriální buňky utvářející 
kolonie. Veškeré následující kroky byly provedeny aseptický za přítomnosti kahanu. 

4.4.1.1 Jamková difúzni metoda 

Pro testování antimikrobiální aktivity jamkovou difúzni metodou byly použity Petriho 
misek (PM) o průměru 90 mm. Spodní víčka P M byla označena tak, aby bylo při vyhodnocení 
poznat o který klostridiální kmen se jedná, a jaká antimikrobiální suspenze byla pro testování 
použita. Do P M byl pomocí injekční stříkačky převeden 1 ml čerstvě narostlé pomocí vortexu 
promísené bakteriální kultury. Inokulát byl následně pomocí sérologické pipety zalit 20 ml 
W S P agarem. Obsah P M byl promíchán jemnými krouživými pohyby misky do obou stran tak, 
aby došlo k rovnoměrnému rozptýlení bakteriální kultury v kultivačním médiu. Inokulované 
médium bylo ponecháno v klidu při pokojové teplotě tak dlouho, dokud nedošlo k jeho 
zatuhnutí. Následně byly do zatuhnutého agaru pomocí sterilního korkovrtu o průměru 11,25 
mm vykrojeny obrysy jamek, jejichž obsah byl injekční jehlou vybrán z výkroje pryč mimo 
P M . Do jamek bylo pomocí automatické pipety nadávkováno 40 ul vortexem promíseného 
parabiotika, metabiotika či čerstvě narostlé bakteriální kultury. N a povrch agaru byl umístěn 
pomocí sterilní pinzety antibiotický disk s koncentrací norfoxacinu 10 |ag (Oxoid), který během 
vyhodnocení sloužil jako kontrola. Takto připravené misky byly naskládány do kovového 
stojánku a uloženy do anaerostatu (Oxoid) s katalyzátorem (Oxoid) v němž bylo vytvořeno 
pomocí Gassing systému (Don Whitley Scientific) anaerobní prostředí. Následná inkubace 
probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin. Výsledná podoba P M připravené pro testování 
antimikrobiální aktivity j amkovou difúzni metodu je znázorněna na obrázku č. 8. 

Bifidobakteriální 
kultura/parabiot ikum/ 
metabiot ikum (40 ul) 

Nofloxacin 10 ug 

WSP agar (20 ml) 
+ klostridiální kultura 

( l m l ) 

Obrázek č. 8 - jamková difúzni metoda. 

Po uplynutí doby kultivace byl vyhodnocen výsledek testování. By la hodnocena 
přítomnost inhibičních zón kolem jamek obsahujících metabiotika, parabiotika či bakteriální 
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kultury. V případě výskytu inhibiční zóny, byl změřen průměr zóny pomocí digitálního 
posuvného měřítka (Mitutoyo). 

4.4.1.2 Modifikovaná spotová metoda 

Test antimikrobiální aktivity modifikovanou spotovou metodou byl proveden ve dvou 
krocích. První krok spočíval ve vytvoření agarové vrstvy inokulované čerstvou bakteriální 
kulturou o různém stupni ředění, u které byla stanovována antimikrobiální aktivita. Druhý krok 
spočíval v přelití první vrstvy agaru vrstvou druhou, která byla inokulována čerstvou bakteriální 
kulturou, vůči které byla antimikrobiální aktivita testována. Jednotlivé kroky byly rozloženy 
v čase tak, aby bylo docíleno požadovaného výsledku. 

V prvním kroku bylo potřeba naředit čerstvě narostlou bifidobakteriální kulturu na 
příslušná ředění: 10"2, 10"4, 10"6, 10"7 a 10"8 KTJ /ml . Vzorek čerstvé bifidobakteriální kultury 
představoval „0. ředění", ze kterého bylo pro zamýšlený experiment nutné vytvořit ředící řadu 
do „8. ředění". 1. ředění bylo promícháno pomocí vortexu, aby došlo k rovnoměrnému 
rozptýlení složek. Injekční stříkačkou byl odebrán 1 ml kultury, kterým bylo inokulováno 1. 
ředění. Nadcházející ředění byla inokulována vždy 1 ml. Schéma ředění je znázorněno na 
obrázku č. 9. Z každého ředění bylo pomocí injekční stříkačky převedeno 0,5 ml do malé P M 
o průměru 60 mm. Inokulum bylo přelito 5 ml W S P agaru vytemperovaného na 51 °C pomocí 
sérologické pipety. Obsah P M byl promíchán jemnými krouživými pohyby misky do obou 
stran, aby došlo k rovnoměrnému rozptýlení bakteriální kultury v agaru. P M byly umístěny do 
anaerostatu s katalyzátorem v němž bylo vytvořeno pomocí Gassing systému anaerobní 
prostředí. Následná inkubace probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin. 

Obrázek č. 9 - schéma způsobu ředění vzorku. 

Po uplynutí 24 hodin byly P M vyndány z inkubátoru. Pouhým okem bylo posouzeno, zda 
j e mikrobiální nárůst pro testování dostatečný, tzn. j estli j sou ve hmotě i na povrchu agar všech 
ředění přítomny okem viditelné kolonie. V případě, že byl nárůst vyhodnocen jako dostatečný, 
bylo přistoupeno k druhému kroku metody. 

V druhé části metody došlo k nanesení druhé vrstvy agaru, která byla inokulována 
bakteriálním kmenem, vůči kterému byla testována antimikrobiální aktivita. Do Erlenmayerovi 
baňky byl připraven sterilní W S P agar, který se nechal vytemperovat na 51 °C. Agar by l 
následně aseptický inokulovát pomocí injekční stříkačky čerstvě narostlou klostridiální 
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kulturou. Pro 20 ml média byla stanovena inokulační dávka 1 ml. Inokulum bylo krouživými 
pohyby do obou stran rozptýleno v celém objemu. 5 ml zočkovaného agaru bylo odebráno 
pomocí serologické pipety a opatrně, tak aby nedošlo k uvolnění vzniklých bakteriální kolonií, 
byl objem aplikován na první vrstvu agaru. Tento krok byl proveden u všech typů ředění a 
bifidobakteriálních kmenů. P M byly opět umístěny do anaerostatu s katalyzátorem v němž bylo 
vytvořeno anaerobní prostředí pomocí Gassing systému. Následná inkubace probíhala při 37 
°C po dobu 24 hodin. Zjednodušené schéma celého postupuje zobrazeno na obrázku č. 10. 

Po uplynutí stanovené doby byl vyhodnocen výsledek testování. Vyhodnocovala se 
přítomnost či nepřítomnost inhibičních zón vzniklých kolem bifidobakteriálních kolonií. 

„2.vrstva" 

24h/37 °C 

,1. vrstva" 

WSP agar (5 ml) + Klostridiální kultura (0,5 ml) 

WSP agar (5 ml) + Bifidobakteriální kultura 
(10-2, ÍO"4, ÍO"6, ÍO"7 a ÍO"8) (0,5 ml) li1 

Obrázek č. 10 - zjednodušené schéma postupu testování antimikrobiální aktivity 
modifikovanou spotovou metodou. 

4.4.2 Stanovení fermentačního profilu 

Za účelem stanovení fermentačního profilu klostridiálních kmenů byly použity dva druhy 
biochemických testů - A P I 20 A a vlastní test využívající médium A P I 50 C H L (obojí 
BioMérieux). Pro test A P I 20 A byl použit kompletní komerční kit tvořený 20 
mikrozkumavkami obsahujících odlišné dehydratované substráty a médium, které bylo součástí 
kitu. Pomocí tohoto testu byl stanoven fermentační profil klostridiálních kmenů uvedených 
v tabulce č. 10 vyjma druhu CP PB. Médium náležící k testu A P I 50 C H L bylo použit pro 
stanovení schopnosti vybraných klostridiálních kmenů metabolizovat 2 ' F L , nebo L-fukózu. 
Tyto sacharidy sloužili v médiu jako jediný zdroj uhlíku. Jako pozitivní kontrolu byla zvolena 
D-glukóza, jejíž degradace byly schopny všechny testované klostridiální kmeny (dle výsledků 
testů A P I 20 A) . Jako negativní kontrola bylo použito A P I 50 C H L médium bez přidaného 
substrátu. Testované klostridiální kmeny (celkem 6 kmenů) byly vybrány na základě 
fermentačního profilu vycházejícího z výsledků testu A P I 20 A . 

Veškeré kroky byly provedeny aseptický za přítomnosti kahanu. 

4.4.2.1 A P I 20 A test 

1 ml čerstvě narostlé klostridiální kultury ve zkumavce s W S P bujónem bylo pomocí 
injekční stříkačky převedeno do 1,5 ml centrifugační mikrozkumavky typu Eppendorf. 
Bakteriální kultura byla centrifugována při 14 500 rpm po dobu 2 minut (Epperndorf 5424). 
Vzniklý supernatant byl slit a jeho zbytek na dně mikrozkumavky byl odstraněn pomocí 
automatické pipety. K peletě bylo následně přidáno 0,5 ml bifipufru, v němž byla peleta pomocí 
vortexu rozptýlena. Veškerá bakteriální suspenze byla převeden pomocí automatické pipety do 
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skleněné ampule obsahující médium A P I 20 A , ve kterém bylo opakovaným nasátím a 
vypuštěním automatickou pipetou zhomogenizovaná. Testovací proužek testu A P I 20 A byl 
vyjmut z obalu a položen na dno spodní části krytu, jenž byl přiložen k testu, a který byl zvlhčen 
d ř h O pomocí střičky. D o každé mikrozkumavky s dehydratovaným substrátem bylo injekční 
stříkačkou aplikováno médium s rozptýlenou bakteriální kulturou tak, aby byla jamka ze 2/3 
zaplněna a aby nedocházelo k vzniku vzduchových bublin na dně jamky. Výjimku v aplikaci 
představovala mikrozkumavka obhajující dehydratovanou želatinu, jejíž objem byl bakteriální 
suspenzí vyplněn celý. Otvor mikrozkumavky obsahující L-tryptofan (IND) byl překryt 
minerálním olejem. Testovací proužek byl přikryt horním dílem krytu, náležitě označen a 
vložen do sáčků určených pro kultivaci v anaerobním prostředí společně svyví ječem 
anaerobního prostředí (BioMérieux). Obsah sáčku byl uzavřen a vložen do inkubátoru s vnitřní 
teplotou 37 °C. Test byl vyhodnocen po 24 ± 2 hodinách. 

Po uplynutí kultivační doby došlo k odečítání testovacího proužku a k interpretaci 
výsledku. Testovací proužek byl odečten pomocí odečítací tabulky, která je zobrazena na 
obrázku č. 11. 

< 

3 H 

N E G A T I V E T E S T S 

. • • • • • • • • • • • • M | 
. . . . . I . r - « r * U A , S » , XV, * AHA . C E L Í ESC * BI.Y CCL MNE MLZ l<AF SOB BHA TBE I 

POSITIVE T E S T S 

i -
4 M A N LAC SAC * MAL SAL XVL * ARA \ Q f 1.1 ESC A GLY CEL. MNE * MI_Z RAF SOR HMA THE M 

Obrázek č. 11 - odečítací tabulka A P I 20 A testu. Negativní a pozitivní výsledky testu. 

Výsledky spontánních reakcí byly písemně a fotograficky zaznamenány. Pro potvrzení 
negativního či pozitivního výsledku byla použita další činidla. Do všech mikrozkumavek 
obsahující cukry byla přidána kapka bromkresolového purpuru (BCP), čímž došlo k vyjasnění 
výsledků biochemických reakcí. Opět byly odečteny a zaznamenány výsledky testu. N a vrstvu 
minerálního oleje v mikrozkumavce IND byla přidána jedna kapka xylenu, která byla pomocí 
tyčinky aplikátoru rozmíchána. Po pěti minutách byly odečteny a zaznamenány výsledky. Na 
závěr byla hodnocena tvorba katalázy. Hodnocení bylo provedeno půl hodiny od vystavení 
testovacího proužku vzduchu. Do mikrozkumavek s pozitivní reakcí byly přidány 2 kapky 3% 
peroxidu vodíku. Vzn ik bublin signalizoval pozitivní reakci. 

4.4.2.2 A P I 50 C H L test 

Do 25 ml kónických zkumavek s plochým víčkem bylo na analytických vahách zvlášť 
odváženo 0,02 g 2 ' F L (>94,00 %, R A W s ) , L-(-)-fukózy (Sigma-Aldrich) a D-glukózy (Penta). 
K navážkám bylo následně převedeno 10 ml A P I 50 C H L média. Médium se substrátem bylo 
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homogenizováno pomocí vortexu do té doby, dokud nedošlo k úplnému rozpuštění pevného 
podílu v tekutině. Finální koncentrace testovaných substrátů v médiu byla 2 g/l. Zároveň byla 
připraven varianta bez přidaného substrátu, která sloužila jako negativní kontrola. Média 
s rozpuštěným substrátem i bez něj byla pomocí injekční stříkačky doplněné o 0,22 ul filtr 
nadávkována po 1 ml do jamek24- jamkové destičky. Do každé jamky bylo pomocí automatické 
pipety přidáno 10 ul bakteriální suspenze, která byla připravena stejným způsobem jako 
v případě A P I 20 A testu. Schéma plnění a inokulace 24-jamkové destičky je znázorněno na 
obrázku č. 12. Destička byla přikryta horním krytem, náležitě označena a vložena do sáčku 
určených pro kultivaci v anaerobním prostředí společně svyví ječem anaerobního prostředí. 
Sáček byl utěsněn a vložen do inkubátoru s vnitřní teplotou 37 °C. Test byl vyhodnocen po 24 
± 2 hodinách. 

B 

D 

1 2 4 5 6 
API 50 \ / API 50 \ / API 50 \ / API 50 \ / API 50 \ / API 50 
CHL+ ] [ CHL + ] [ CHL + ( CHL + J CHL + 1 CHL + 
CD BN / V CPBN / V CPNK / V C/VOK2 / V CBBN / V CSB A Z 2 

Obrázek č. 12 - schéma plnění a následné inokulace 24-jamkové destičky. Použité 
zkratky: 2 ' F L - Médium A P I 20 C H L + 0,02 g 2 ' F L , Fuc - Médium A P I 20 C H L + 0,02 g L -
(-)-fukózy, G lu - Médium A P I 20 C H L + 0,02 g D-glukózy. 

Po uplynutí doby kultivace byl biochemický test vyhodnocen na základě barevných změn 
indikátoru obsaženého v A P I 50 C H L médiu, které proběhly v případě změny p H média. Žlutá 
až světle hnědá barva média indikovala pozitivní výsledek, což znamená, že testovaný 
bakteriální kmen byl schopný metabolizovat obsažený substrát. Naopak modrá až fialová barva 
značila negativní výsledek. V některých případech mohlo dojít k redukci B C P obsaženého 
v médiu, které bylo v důsledku tohoto degradačního procesu bez barvy. Výsledek testu byl 
písemně a fotograficky zaznamenán. Výsledek biochemických reakcí byl rovněž ujasněn 
přidáním kapky B C P , načež byl písemně a fotograficky zdokumentován. N a závěr bylo 
změřeno p H obsahu všech jamek pomocí p H metru (Hanna Checker HI98100). 
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4.5 Ex vivo testování 

4.5.1.1 Příprava vzorků 

D o zkumavky obsahující anaerobně připravené chudé médium s kyselinou octovou byly 
postupně přidány všechny složky potřebné pro založení ex vivo experimentu. Celkem bylo 
připraveno 9 variant obsahující různé kombinace bifidobakteriálních kmenů a zdrojů uhlíku. 
Přehled vzniklých kombinací určeným pro subkultivaci je uveden v tabulce č. 11. 

Tabulka č. 11 - přehled 9 experimentální systémů vzniklých kombinací chudého média 
s kyselinou octovou, fekální mikrobiotou, mupirocinem, odlišných probiotických 
bifidobakteriálních kmenů a zdrojů uhlíku. Použité zkratky: P N K V - počáteční náhradní 
kojenecká výživa, M M - mateřské mléko. 

o 

Médium Fekální Antibiotikum Probiotické Zdroj uhlíku Číslo 
mikrobiota kmeny varianty 

Chudé médium Fekální vzorek Mupirocin - - 1. 
(9 ml) ( l m l (1,4 mg/ M M 2. 

s kyselinou ze 9 ml) 
octovou „2. ředění") P N K V ~~3 

QOOul/100 

B. lactis Bb- - 4. 
12 

(6 kapek) M M ~ Š T " 

P N K V 6. 

B. breve - 7. 
BR03 

(5 kapek) M M ~~8~ľ 

P N K V 9. 

Pro účely ex vivo testování byly použity fekální vzorky původem od kojenců s projevy 
koliky, které jsou uvedeny v tabulce č. 10. Vzorky stolice byly uchovávány zmražené v 
odběrových zkumavkách. Uchovávaný vzorek představoval „1 . ředění", ze kterého bylo pro 
zamýšlený experiment nutné vytvořit ředící řadu do „3. ředění", které představovalo samotný 
experimentální systém. Před vlastní analýzou byly vzorky rozmraženy za pokojové teploty. V 
momentě, kdy byl obsah zkumavek tekutý, byly promíchány pomocí vortexu, aby došlo k 
rovnoměrnému rozptýlení složek. Injekční stříkačkou bylo odebráno předem kvantifikované 
množství stolice vypočítané dle vztahu uvedeného níže. Získaným množstvím vzorku bylo 
inokulováno 2. ředění. Nadcházející ředění byla inokulována vždy 1 ml („1 g"). Ze 2. ředění 
byly odebrán 1 ml, j ímž byly inokulovány všechny zkumavky s chudým médiem („3. ředění"). 
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V e vzorcích stolice byly j iž dříve v rámci odlišného projektu stanoveny pomocí plotnové 
kultivační metody počty klostridií, které odpovídaly počtům >10 8 KTJ/g. Pro stanovení bylo 
použito modifikované W S P médiu s přídavkem mupirocinu (Mup) a K O , které je určeno 
především pro kultivaci bifidobakterií, nicméně se rovněž používá k detekci klostridií ve 
fekálních vzorcích (Makovska et al. 2023). 

Vzoreček pro výpočet odebraného množství vzorku stolice: 

1 

mvz. = — — (jg) 
m1 — m2 

Kde platí: 

mvz. - odebrané množství vzorku 
ml - hmotnost zkumavky před odběrem vzorku 
m2 - hmotnost zkumavky po odběru vzorku 

Vzorek mateřského mléka byl před použitím rozmražen při pokojové teplotě. Pro každý 
experimentální systém byla vždy použita nová zkumavka se vzorkem smíšeného mléka. 
V momentě, kdy byl obsah zkumavky tekutý, byl promíchán pomocí vortexu. Následně byl 
aplikován 1 ml pomocí injekční stříkačky do příslušných zkumavek. 

Počáteční náhradní kojenecká výživa ( P N K V ) v tekuté formě obsahující 2 ' F L (0,1 g/100 
ml výživy) byla uchovávána zmražená při -22 °C v certifikační ch 15 ml zkumavkách. Použitá 
P N K V byla volně zakoupena v obchodě v České republice a pocházela z jednoho balení. Před 
použitím byla P N K V rozmražena za pokojové teploty. V momentě, kdy byl obsah zkumavky 
tekutý, byl promíchán pomocí vortexu. Pro každý experimentální systém byla vždy použita 
nová zkumavka se se vzorkem P N K V . Následně byl aplikován vždy 1 ml P N K V pomocí 
injekční stříkačky do příslušných zkumavek. 

Pro účely testováni byly nadále použity dva probiotické přípravky určené jako doplněk 
výživy kojencům ve věku od 1. dne narození a starším. Probiotické doplňky byly volně 
k dostání na trhu v České republice. První probiotický přípravek obsahoval probiotický kmen 
B. lactis Bb-12. Výrobce na obalu deklaroval, že doporučená denní dávka (DDD), která 
představovala 6 kapek aplikovaných pomocí přiloženého aplikátoru, obsahuje minimálně 1 x 

10 9 B. lactis Bb-12 K T J . Druhý přípravek obsahoval kombinaci probiotických kmenů B. breve 
BR03 a B. breve B63. D D D představující 5 kapek přípravku obsahovala 1 x 10 8 B. breve BR03 
a 1 x 10 8 B. breve B63 K T J . Deklarované počty K T J byly před samotným experimentem 
ověřeny na plotnové kultivační metodě, pro kterou bylo použito modifikované kultivačním 
W S P médiu s obsahem Mup a K O . Probiotické přípravky byly skladovány v chladu mimo 
sluneční záření. Před použitím byla lahvička s přípravkem promíchána protřepáním a D D D 
byla aplikována pomocí aplikátoru do příslušných zkumavek. 

Mupirocin byl přidán pro své bakteriostatické a baktericidní účinky vůči streptokokům a 
stafylokoků. Jedno celé balení mupirocinových disků (50 disků, 1 disk = 200 Lig mupirocinu) 
bylo převedeno do zkumavky s anaerobním W S P bujónem (9ml). Extrakce antibiotika do 
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bujónu trvala 30 minut. Následně byl W S P bujón s extrahovaným antibiotikem aplikován 
pomocí injekční stříkačky po 1 ml do všech zkumavek. 

Všechny zkumavky byly označeny příslušným číslem varianty. Subkultivace probíhala 
v inkubátoru při 37 °C po dobu 24 h. 

4.5.1.2 Plotnová kultivační metoda 

Po uplynutí stanovené doby subkultivace byly vzorky naředěny na požadovanou 
koncentraci (10"5 až 10"9) způsobem popsaným k podkapitole Test antimikrobiální 
modifikovanou spotovou metodou. V rámci přípravy ředící řady byl u subkultivovaných vzorků 
pozorován vznik zákalu a přítomnost plynu. Pro plotnovou kultivační metodu byly použity P M 
o průměru 60, na jejichž víčko bylo poznamenáno číslo ředění, číslo varianty a typ kultivačního 
média. Jako kultivační média byla použita W S P agar a W S P agar s M u p (12,5 ug /100 ml) a 
K O (100 ug /100 ml), která byla vytemperována na 51 °C. Do P M bylo pomocí injekční 
stříkačky převáděno 0,5 ml zředěného a promíseného vzorku. Inokulum bylo následně zalito 
příslušným kultivačním agarem do zhruba 1/3 výšky spodního víčka P M . Jemnými krouživými 
pohyby P M do obou stran byl obsah promísen. Po ztuhnutí agaru byly P M umístěny do 
anaerostatu svyví ječem anaerobního prostředí, ve kterých bylo pomocí Gassing systému 
vytvořeno anaerobní prostředí. Kultivace probíhala při 37 °C po dobu 24 hodin v inkubátoru. 

4.5.1.3 Izolace kolonií 

K izolaci jednotlivých kolonií z agarových ploten byly použity jednorázové 
bakteriologické kličky o objemu 1 ul. Pomocí kličky byly kolonie separovány a přemístěny do 
uzavíratelné zkumavky s W S P bujónem připravovaným anaerobně. Výběr izolovaných kolonií 
byl prováděn na základě rozdílných charakteristik. Rozlišována byla například barva, tvar, 
velikost a rovněž zápach. Izoláty byly umístěny do termostatu na 37 °C po dobu 24 hodin. 

4.5.1.4 Vyhodnocení plotnové kultivační metody 

Počet kolonií na jednotlivých plotnách byl stanoven pomocí manuální počítačky kolonií 
(Stuart SC6+). Výsledný počet kolonií byl vynásoben číslem 2 (plotny byly očkovány 0,5 ml 
inokula). Celkový počet mikroorganismů v 1 g vzorku byl vypočítán dle následujícího vztahu 
(viz níže). Plotny byly zároveň fotograficky zdokumentovány. 

Vzoreček pro výpočet KJT/g : 

P I + P2 
P= n x F (KJT/g) 

Kde platí: 
PI, P2 - počet kolonií po dvou sobě jdoucích počitatelných plotnách 
F - převrácená hodnota nejvyššího ředění 
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4.5.1.5 Kontrola čistoty a popis morfologie 

Po uplynutí doby kultivace bylo přistoupeno ke kontrole čistoty izolovaných kolonií a k 
následné přípravě izolátů pro identifikační metodu M A L D I TOF. Nejdříve byly připraveny 
kontrolní vzorky, které byly zkoumány pomocí světelného mikroskopu s metodou fázového 
rozlišení. By la pozorována morfologie bakteriálních buněk, na jejímž základně byla určena 
čistota narostlé kolonie. Morfologické rysy mikroorganismů byly následně zaznamenávány a u 
vybraných izolátů byly rovněž pořízeny fotografie. Vše bylo pozorováno se zvětšením 400x. 

4.5.1.6 M A L D I T O F M S identifikace 

Z izolátů, které byly vyhodnoceny jako čisté, byl pomocí injekční stříkačky odebrán 
objem l m l a přemístěn do 1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf. Označené mikrozkumavky 
se vzorky byly odstředěny při 14500 rpm po dobu 5 minut. Z odstředěných vzorků byl opatrně 
slit supernatant tak, aby na dně zůstala peleta, která byla následně rozpuštěna v 500 |ul 70 % 
ethanolu, došlo tak k fixaci vzorku. Vzorky byly znovu odstředěny na stejný počet otáček, po 
stejnou dobu. Ethanol byl slit a jeho zbytek důkladně odsán pomocí automatické pipety. 
Zkumavky s peletami byly ponechány 10 minut otevřené, aby došlo k vytékání zbytku ethanolu. 
K peletě bylo přidáno 15 JLXI 70 % mravenčí kyseliny a 15 |ul acetonitrilu (obojí Sigma-Aldrich). 
Obsah byl důkladně zhomogenizován pomocí automatické pipety a následně byl vzorek 
odstředěn. N a M A L D I destičku ( M T P 384, leštěná ocel) bylo nanášeno po 1 |ul supernatantu 
vzorku ve dvou kopiích. Po zaschnutí naneseného roztoku bylo na všechny zaplněné terčíky 
přidáno po 1 |ul H C C A matrice (Sigma-Aldrich), kterou bylo nutné nechat při pokojové teplotě 
uschnout. Všechny obsazené pozice na destičce byly zaznamenány do připravené tabulky. Poté 
byly vzorky změřeny a identifikovány (Bruker Daltonik GmbH). 

N a základě výsledků byly vybrány klostridiální kultury s nejvyšší jistotou správné 
identifikace (skóre identifikace >2,00). Z vybraných kultur byl odebrán pomocí injekční 
stříkačky 1 ml, kterým bylo inokulováno C M M médium. Inokulované médium bylo umístěno 
do inkubátoru na 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynutí kultivační doby byla vialka 
klostridiálním kmenem v C M M označena papírovým štítkem s veškerými informacemi o 
příslušném kmeni a uskladněna při pokojové teplotě. 
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5 Výsledky 

5.1 Výsledky testování antimikrobiální aktivity 

5.1.1 Výsledky testování jamkové difúzni metody 

Antimikrobiální účinky živých kultur bifidobakterií a z nich předem připravených 
parabiotik a metabiotik byly testovány pomocí j amkové difúzni metody vůči vybraným 
klostridiálním druhům izolovaných ze vzorků stolice kolitických kojenců. Testování 
antimikrobiální aktivity touto metodou nepřineslo žádné viditelné výsledky. Příklad 
negativního výsledku inhibice je uveden na obrázku č. 13. Celkem byly otestovány 2 
probiotické kmeny (B. breve BR03 a B. lactis Bb-12) ve třech různých variantách (živá kultura, 
metabiotikum a probiotikum) proti 9 klostridiím izolovaných ze stolice kojenců s kolitidami; 
C. perfringens (kmeny CP B N , CP A Z 1 , CP N V z , CP N K , CP Z) , C. butyricum B N , C. 
neonatale O K 2 , C. saccharobutylicum A Z 2 a Cl. difficile B N . Tudíž vzniklo 54 kombinací. 
Předpokládaným projevem antimikrobiálních účinků vitální bifidobakteriální kultury, jejích 
metabolitů a buněčných struktur je tvorba inhibičních zón. Zóny inhibice růstu klostridií 
tvořících zákal v kultivačním médiu nebyly pozorovány u žádné z testovaných kultur, suspenzí 
či metabolitů s očekávaným antimikrobiálním účinkem. Lze spekulovat, že v případě testování 
živé bifidobakteriální kultury, nebyl pozorován pozitivní výsledek z důvodu nevhodných 
podmínek pro aktivaci potřebných mechanismů či produkci látek zajišťujících antimikrobiální 
účinek probiotickou kulturou. Ro l i by rovněž mohl hrát nepoměr mezi množstvím buněk 
klostridií a bifidobakterií. V případě metabiotik mohla hrát roli absence či nízká koncentrace 
některých antimikrobiálních látek. Jelikož p H metabiotik nebylo upraveno na neutrální 
hodnotu, lze předpokládat že neobsahovalo ani dostatečnou koncentraci kyselin, které by 
snižovaly p H na hodnotu dostatečnou k inhibici klostridiálních buněk. Rovněž nebyla 
potvrzena účinnost parabiotik, jakožto suspenze s antimikrobiálním účinkem. Buněčné 
komponenty nemusely být obsaženy v suspenzi v dostatečné koncentraci, zároveň mohlo dojít 
k jejich poškození a deaktivaci během přípravy a/nebo skladování parabiotik. Zároveň se nabízí 
možnost, že buněčné komponenty testovaných kultur obecně nevykazují antimikrobiální 
účinek. 

Obrázek č. 13 - příklad negativního výsledku inhibice C. perfringens B N u jamkové 
difúzní metody. Pozorované antimikrobiální účinky u B. breve BR03 , B. lactis Bb-12 a z nich 
připravených parabiotik a metabiotik. 
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5.1.2 Výsledky testování modifikovanou spotovou metodou 

Antimikrobiální účinky čerstvě narostlých kultur bifidobakterií o různých koncentracích 
K T J / m l vůči klostridiím byl testován modifikovanou spotovou metodou, kdy narostlá K T J 
bifidobakteriální kultury představovala spot. Počet spotů na P M odpovídal patřičnému ředění. 
Klostridiální kultura byla obsažena v agaru, který byl použit jako druhá vrstva, tedy jako přeliv. 
Antimikrobiální účinek kmenů B. breve BR03 a B. lactis Bb-12 byla pozorován vůči všem 
testovaným klostridiálním kulturám. Účinek se nicméně lišil v závislosti na stupni ředění 
bifidobakteriální kultury. Inhibiční zóny bylo možné pozorovat od 7. ředění níže, tedy u 6., 4. 
a 2. ředění. U 7. a 6. ředění B. breve BR03 i B. lactis Bb-12 bylo možné pozorovat inhibiční 
zóny vzniklé kolem jednotlivých kolonií. V místech s větší koncentrací bifidobakteriálních 
kolonií docházelo k úplné inhibici růstu klostridií, čímž došlo k úplnému vymizení 
klostridiálního zákalu vzniklého v horní vrstvě kultivačního média. Tento jev byl pozorován 
v celém objemu médií u všech nižších ředění, kde byla vysoká koncentrace K T J 
bifidobakteriálních buněk. 

C. perfringens BN 

B. breve BR03: 8. ředění B. breve BR03: 7. ředění B. breve BR03: 6. ředění 

B. breve BR03: 4. ředění B. breve BR03: 2. ředění 

Obrázek č. 14 - příklad výsledku testování antimikrobiální aktivity modifikovanou 
spotovou metodou. Bakteriální druh s antimikrobiálním účinkem: B. breve BR03 . Bakteriální 
druh, vůči kterému byl antimikrobiální účinek testován: C. perfringens B N . 

Naopak v případě nej vyššího ředění (8.ředění), kde byla koncentrace bifidobakteriálních 
buněk nízká (jednotky až nízké desítky kolonií na P M s průměrem 60 cm) nebyl antimikrobiální 
účinek pozorován. Lze tvrdit, že s výškou ředění se snižoval antimikrobiální účinek 
bifidobakteriální kultury. Výsledky modifikované spotové metody se nicméně velmi špatně 
interpretují z důvodu jejich obtížného měření a odečítání. Příklad výsledku testování 
antimikrobiální ho účinku modifikovanou spotovou metodou je uveden výše na obrázku č. 14. 
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5.1.3 Porovnání antimikrobiálních metod 

Celkově lze říci, že modifikovaná spotová metoda fungovala lépe něž metoda jamková 
difúzni. Zatímco v případě modifikované spotové metody byl pozorován antimikrobiální 
účinek u čerstvě narostlých kultur B. breve BR03 a B. lactis Bb-12 vůči všem druhům klostridií, 
v případě jamkové difúzni metody nebyl pozorován jediný pozitivní výsledek inhibice vůči 
identickým druhům klostridií. K inhibici nedošlo v případě čerstvě narostlé bifidobakteriální 
kultury, jejího supernatantu (metabiotika) či z ní připraveného parabiotika. Lze předpokládat, 
že produkce metabolitů, antimikrobiálních látek či j iné mechanismy, které jsou zodpovědné za 
antimikrobiální účinek se odvíjí od zvoleného způsobu testování. V tomto případě byly účinné 
mechanismy či látky aktivovány či produkovány čerstvě narostlou bifidobakteriální kolonií u 
modifikované spotové metodě. Svou roli může hrát rovněž poměr koncentrací buněk 
bakteriálních kultur testovaných proti sobě. Působení metabolitů a buněčných komponent 
samostatně nelze v tomto případě porovnávat. 

5.2 Výsledky stanovení fermentačního profilu 

5.2.1 API 20 A 

Pomocí biochemického testu A P I 20 A byl testován fermentační profil 9 klostridiálních 
kmenů izolovaných ze vzorků stolice kolitických kojenců. B y l a testována schopnost klostridií 
utilizovat 20 druhů substrátů. Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 12. Příklad výsledků 
biochemických testů A P I 20 A je znázorněn na obrázku č. 15(a) a 15(b). 

Obrázek č. 15(a) a 15(b) - příklad testovacího proužku testu A P I 20 A pro Cl. difficile 
B N (a) před dobarvením B C P a (b) po dobarvení B C P . Testovací proužek zobrazuje výsledky 
reakcí před přidáním xylózy do mikrozkumavky IND. 
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Tabulka č. 12 - výsledky biochemického testu A P I 20 A . Vysvětlivky: (+) pozitivní 
reakce, (-) negativní reakce, (*) nejasný výsledek. Použité zkratky pro aktivní složky: ĽND - L -
tryptofan, U R E - urea, G L U - D-glukóza, M A N - D-mannitol, L A C - D-laktóza, S A C H - D -
sacharóza, M L A - D-maltóza, S A L - salicin, X Y L - D-xylóza, A R A - L-arabinóza, G E L -
želatina, E S C - eskulin (citrát železitý), G L Y - glycerol, C E L - D-celobióza, M N E - D -
manóza, M L Z - D-melezitóza, R A F - D-rafinóza, S O R - D-sorbitol, R H A - L-rhamnóza, T R E 
- D-trehalóza. 

A P I 20 A 

Testované klostridie 
Substráty 1. část 

Testované klostridie IND URE G L U M A N L A C S A C H M A L S A L X Y L A R A 
Cl. difficile B N + - + + + + + + - -

C. perfringens N K * - + - + + + - - -
C. perfringnes B N * - + - + + + - - -
C. perfringens AZ1 - - + - + + + - - -

C. perfringens Z - - + - + + + - - -
C. perfringens NVz - - + - + + + - - -
C. neonatale OK2 - - + - + + + + + + 
C. butyricum B N * - + + + + + - + + 

C. saccharobutylicum AZ2 * - + + + + + + + -

Testované klostridie 
Substráty 2. část 

Testované klostridie 
G E L ESC G L Y C E L M N E M L Z R A F SOR R H A TRE 

Cl. difficile B N - + - + + + - + - + 
C. perfringens N K + - + - + - - - - + 
C. perfringnes B N + - + - + - - - - + 
C. perfringens AZ1 + - + - + - + - - + 

C. perfringens Z + + - + + - + - - -
C. perfringens NVz + - + - + - + - - + 
C. neonatale OK2 - + - + + - + - - + 
C. butyricum B N - + + + + + + + + + 

C. saccharobutylicum AZ2 - + + + + + + + + + 

Všechny testované klostridiální druhy vykazovaly pozitivní reakci v přítomnosti D -
glukózy, D-laktózy, D-sacharózy, D-maltózy a D-manózy. N a základě těchto výsledků byla 
zvolena D-glukóza jako pozitivní kontrola pro metabolický test 2 ' F L a L-fukózy u vybraných 
druhů klostridií. Zároveň byla u všech kmenů pozorována negativní rekce na tvorbu katalázy. 

Pro všechny poddruhy C. perfringens byl fermentační profil téměř totožný. Poddruh C. 
perfringens Z vykazoval oproti ostatním pozitivní reakci na eskulin a naopak negativní reakci 
na glycerol a D-trehalózu. Společně s C. perfringens A Z 1 a N V z vykazovaly také pozitivní 
reakci na D-rafinózu. Druh C. perfringens byl obecně schopen degradovat želatinu hovězího 
původu a byl schopný degradace B C P přítomného v médiu, čímž se odlišoval od ostatních 
klostridiálních druhů 

Druh Cl. dijficile, jehož testovací proužky před a po přidání B C P jsou zobrazeny na 
obrázku č. 15(a) a 15(b), se odlišoval schopností utilizovat L-tryptofan. Reakce, při které 
dochází k tvorbě indolu, byla u ostatních druhů vyhodnocena jako negativní nebo byl její 
výsledek nejasný. Společně s C. perfringens nebyl tento druh schopný degradovat D-xylózu a 
D-arabinózu. 
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C. butyricum B N a C. saccharobutylicum A Z 2 vykazovaly pozitivní reakci na téměř u 
všech cukerných substrátů. Výjimkou byl negativní test na salicin (CB B N ) a L-arabinózu (CSB 
AZ2) . 

Fermentační profil C. neonatale byl nej podobnější profilu C. perfringens A Z . N a rozdíl 
od C. perfringens A Z 1 byl druh C. neonatale schopný metabolizovat širší škálu cukrů včetně 
salicinu, D-xylózy, L-arabinózy a D-trehalózy. 

5.2.2 API 50 C H L 

Médium A P I 50 C H L bylo použito pro testování vybraných schopnosti klostridiálních 
kmenů izolovaných ze vzorků stolice kolitických kojenců fermentovat 2 ' F L a L-fukózu. 
Schopnost degradace 2 ' F L nebyla touto metodou prokázána u žádné z 6 testovaných klostridií. 
Vizuální výsledky testování jsou zachyceny na obrázcích č. 16(a) a 16(b). Přítomnost 
případných produktů degradace 2 ' F L nebyla prokázána skrze barevný indikátor přítomný 
v médiu ani prostřednictvím naměřených hodnot pH. L-fukózu jako růstový substrát byl 
schopen využít pouze druh C. neonatale. Změnu pH, která byla způsobena uvolněním kyselých 
produktů metabolismu, indikovala změna barvy média. Jak se předpokládalo, naměřená 
hodnota p H 5,92 byla nižší než hodnoty p H u substrátů se zaznamenanou negativní reakcí. 
Naopak tato hodnota odpovídala p H naměřeným u pozitivních reakcí kontroly, které v průměru 
dosahovaly 5,80 ± 0,02. Všechny naměřené hodnoty p H jsou uvedeny v tabulce č. 13. 
Neočekávaným výsledkem byla negativní reakce u kontroly v případě C. perfringens B N , C. 
perfringens N K a C. neonatale O K 2 . U případě testu A P I 20 A byla schopnost degradace D -
glukózy potvrzená v případě všech klostridiálních druhů. Vysvětlení negativního výsledku by 
bylo možné hledat v samotné přípravě testu, kdy mohlo dojít k příliš dlouhé expozici 
klostridiálních kultur kyslíku, které jsou na jeho přítomnost jakožto striktně anaerobní 
organismy velmi citlivé. Tyto stresové podmínky mohly ovlivnit metabolickou aktivitu 
testovaných klostridií. B C P přítomné v médiu A P I 50 C H L bylo degradováno C. perfringens 
B N , C. perfringens N K , C. neonatale O K 2 a C. saccharobutylicum A Z 2 . Degradace B C P 
nebyla zaznamenána v případě C. neonatale O K 2 v přítomnosti substrátu D-glukózy, což může 
společně s negativním výsledkem reakce značit, že v tomto konkrétním případě nedošlo k růstu 
kultury. 

Tabulka č. 13 - naměřené hodnoty p H u A P I 50 C H L testu stanovujícího schopnost 
degradace 2 ' F L a L-fukózy. 

Výsledky měření pH 
Testovaný bakteriální druh CD B N C P B N C P N K CNOK2 C S B N CSB AZ2 

Typ 
substrátu 

API 50 C H L 6,51 6,62 6,47 6,52 6,56 6,45 
Typ 

substrátu 
2 'FL 6,52 6,57 6,56 6,54 6,59 6,59 Typ 

substrátu L-fukóza 6,52 6,34 6,54 5,92 6,59 6,61 
Typ 

substrátu 
Glukóza 5,79 6,12 6,21 6,51 5,80 5,82 
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Obrázek č. 16(a) a 16(b) - výsledky A P I 50 C H L testu stanovujícího schopnost degradace 
2 ' F L a L-fukózy (a) před dobarvením B C P a (b) po dobarvení B C P . 

5.3 Zhodnocení ex vivo experimentu 

Experiment byl zaměřen na testování antimikrobiální aktivity na úrovni fekálního vzorku 
v laboratorních podmínkách. Vzájemný vztah bifidobakterií byl ovlivněn přítomnou fekální 
mikrobiotou a také přidaným substrátem. N a antimikrobiální účinek bifidobakterií mohlo 
vykazovat v l iv několik faktorů, které mohly mít za následek rozdíly ve výsledcích inhibice 
růstu klostridií. Fekální mikrobiota obsahující klostridie byla subkultivována v 9 variantách, 
které se od sebe lišily přidaným substrátem a probiotickým kmenem bifidobakterií. Celkem 
bylo testováno 8 vzorků stolice původem od kolitických dětí. Dohromady tedy bylo 
analyzováno 72 variant experimentálního prostředí. V e všech testovaných vzorcích nebyli 
detekovány kultivačně bifidobakterie, nýbrž dominujícím taxony byly klostridie. Kdy 6 vzorků 
stolice obsahovalo druh C. perfringens, z toho jeden spolu s C. perfringens také C. butyricum 
a Cl. difficile. Dále 1 vzorek obsahoval pouze druh C. neonatale a 1 vzorek stolice obsahoval 
bakteriální druh, který nebyl zařazen v knihovně identifikací M A L D I TOF M S , a proto nebylo 
možné ho pomocí této metody identifikovat. N a základě popisu morfologie a identifikace 
pomocí sekvenování genu 16S r R N A , která byla provedena dříve v rámci odlišného projektu, 
bylo zjištěno, že se jedná o C. saccharobutylicum. Zhodnocení bakteriálního obsahu 
experimentálního prostředí bylo provedeno bylo provedeno na základně plotnové kultivační 
metody. Plotnová kultivační metoda byla vyhotovena na modifikovaném W S P agaru a na 
modifikovaném W S P agaru doplněném o M U P a K O , která je selektivní pro bifidobakterie a 
klostridie. 

5.3.1 Zhodnocení aplikované eseje 

Vytvořené experimentální prostředí se ukázalo jako vhodné pro kultivaci šesti vzorků 
stolice, jejichž klostridiální mikrobiota byla zastoupena převážně druhem C. perfringens. 
Naopak ex vivo vytvořené prostředí se potvrdilo jako nevyhovující pro kultivaci fekálních 
vzorků obsahujících C. saccharobutylicum a C. neonatale. Dva zmíněné klostridiální druhy 
byly schopny minimálního či žádného růstu, množení či konkurence ve vzniklém prostředí ex 
vivo experimentu. C. saccharobutylicum bylo detekováno ve třech variantách. V případě 
kultivace samotného fekálního vzorku spolu s P N K V bylo detekováno v počtech log 7,86 
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K T J / m l , nicméně nad ním převažovaly izoláty E. coli. V dalším případě bylo identifikováno 
společně s B. breve ve stejných počtech ve variantě osahující probiotikum a M M . Rozbor mimo 
jiné ukázal převahu bakterií rodů Enterococcus faecalis (Enc. faecalis) a K. pneumonie na 
plotnách s kultivačním médiem bez M u p a K O , a to i v případě variant s bifidobakteriemi. Lze 
spekulovat, že v tomto případě vznikla situace, ve kterém okolní fekální mikrobiota potlačila 
růst klostridií i bifidobakterií, a to i přes to, že médium pro subkultivaci bylo doplněno o látky 
potlačující jejich růst. Až přídavkem M u p a K O do kultivačního média došlo k inhibici 
„plevelné" fekální mikrobioty, což se projevilo na snížení počtů K T J / m l a na výsledcích 
identifikací. 

V případě fekálního vzorku O K 2 obsahujícího C. neonatale nedošlo k pomnožení buněk 
klostridií v experimentálním prostředí na detekovatelnou mez, která byla stanovena nejnižším 
stupněm testovaného ředění (5. ředění). U variant kultivace fekálního vzorku s obohacením o 
substrát nebo bez něj, byl na kultivačních plotnách s kultivačním médiem bez M u p a K O 
stanoven počet vegetativních bakteriálních buněk na méně než log 5 K T J / m l . Výsledky 
naznačují, že pro C. neonatale experimentální prostředí nepředstavovalo vhodné podmínky pro 
růst. Výsledky identifikací subkultivaci fekálních vzorků A Z 2 a O K 2 jsou uvedeny v tabulce č. 
14. 

Tabulka č. 14 - kvalitativní a kvantitativní [log KTJ/ml] výsledky subkultivace fekálních 
vzorků A Z 2 a O K 2 . Vysvětlivky: A - kultivační médium bez Mup a K O , B -kult ivační médium 
s M u p a K O , (-) - nedošlo k izolaci žádných kolonií, (*) - během kultivace nedošlo k růstu 
izolovaných bakterií. 

AZ2 A Identifikace B Identifikace 
FVz 7,86 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae <log5 -
FVz + M M 7,84 C. saccharobutylicum, Enc. faecalis <log5 -

FVz + P N K V 7,86 E. coli, Enc. faecalis 7,86 C. saccharobutylicum, E. coli, 
Enc. faecalis 

FVz + BB 8,07 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae 6,10 
FVz + BB + M M 8,96 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae 7,96 B. breve, C. saccharobutylicum 
FVz + BB + P N K V 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 + M M 8,16 E. coli, K. pneumoniae, B. lactis 8,01 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 8,30 Enc. faecalis, E. coli, K. pneumoniae 7,97 B. lactis 
OK2 A Identifikace B Identifikace 
FVz 6,20 Cit. freundii <log5 -
FVz + M M <log5 - <log5 -
FVz + P N K V 5,90 Cit. freundii <log5 -
FVz + BB 9,44 B. breve 9,62 B. breve 
FVz + BB + M M 8,96 B. breve 8,86 B. breve 
FVz + BB + P N K V 10,25 B. breve 10,25 B. breve 
FVz + BL 8,10 B. lactis 8,19 B. lactis 
FVz + BL + M M 9,64 B. lactis 9,67 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 8,15 B. lactis, Cit. freundii 8,26 B. lactis 
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Jak už bylo uvedeno, vytvořené experimentální prostředí naopak vyhovovalo druhu C. 
perfringens, který se pro své metabolické vlastnosti stal ideálním bakteriálním prototypem pro 
ex vivo testování vzájemných vztahů mezi klostridiemi a bifidobakteriemi. Jak vyplynulo ze 
stanovení fermentačního profilu, druh C. perfringens je schopen utilizovat širokou škálu 
substrátů včetně želatiny. Tento druh dokáže využívat bílkoviny j ako zdroj uhlíku, čímž získává 
konkurenční výhodu oproti sacharolytickým klostridiím a dalším mikroorganismům. 
Enzymatická vybavenost proteolytických klostridií se projevila v případě jejich schopnosti 
růstu v chudém médiu, které neobsahovalo zdroj sacharidů, ale naopak bylo bohaté na 
bílkoviny. Naopak sacharolytické druhy klostridií v tomto prostředí nebyly schopné růstu a 
množení alespoň v takovém množství, aby byly detekovatelné na kultivačních plotnách. 
Zároveň se tato vlastnost proj evila v případě kultivace vzorků stolice, j ej ichž fekální mikrobiota 
obsahovala víc jak jeden detekovatelný klostridiální druh. Například ve fekálním vzorku B N , 
byly detekovány v rámci odlišného projektu tři druhy C. perfringens, C. butyricum a Cl. 
dijficile, nicméně vytvořené experimentální prostředí konkurenčně zvýhodnilo pouze C. 
perfringens. 

5.3.2 Vliv přidaného substrátu 

V závislosti na přidaném substrátu bylo možné pozorovat odlišné počty K T J / m l v 
jednotlivých variantách, jejichž mikrobiota byla po subkultivaci zastoupena zpravidla převážně 
klostridiemi nebo bifidobakteriemi. N a základě počtů K T J / m l bylo možné hodnotit, jak druh 
přidaného substrátu ovlivňuje růst a množení obsažených mikroorganismů. Aritmetické 
průměry počtů (log) K T J / m l z jednotlivých subkultivaci a variant stanovených na 
modifikovaném kultivačním médiu jsou uvedeny v tabulce č. 15. Mikrobiota subkultivačních 
variant obsahujících pouze fekální vzorek samotný nebo s přídavkem substrátu byla převážně 
zastoupena C. perfringens. Průměrné počty K T J / m l těchto tří variant se odvíjely od přítomnosti 
substrátu a jeho druhu. Jak bylo možné očekávat, nejnižší průměrné počty K T J / m l byly 
stanoveny u varianty bez přidaného substrátu (log 8,85 KTJ/ml) . Podobné výsledky bylo možné 
pozorovat u variant obsahujících M M (log 8,95 KTJ/ml) . V případě varianty bez substrátu 
výsledek počtů (log) K T J / m l vychází z nepřítomnosti snadno dostupného zdroje uhlíku, jaký 
představují např. některé sacharidy. Klostridie rovněž nejsou vybaveny potřebným 
enzymatickým komplexem, který je potřebný pro utilizaci specifických složek M M , j imiž jsou 
H M O . Klostridiální druhy v tomto případě využívaly jako zdroj uhlíku složky bílkovinné 
povahy obsažené v chudém médiu a pouze minoritní část složek M M , které pro ně byly 
využitelné. U variant s obsahem N P K V je znatelné zvýšení průměrných počtů (log) K T J / m l 
fekální mikrobioty zastoupené převážně klostridiemi (log 9,65 KTJ/ml) . Tento výsledek by 
mohl naznačovat, že druh C. perfringens je schopen lépe využívat jako zdroj energie složky 
P N K V . Naopak počty K T J / m l varianty s M M , byly téměř shodné s počty K T J / m l varianty bez 
substrátu. 

V případě hodnocení schopnosti využití substrátu bifidobakteriemi se výsledky lišily 
v závislosti na použitém probiotickém kmeni. Nej vyšší průměrné počty (log) K T J / m l B. breve 
BR03 a B63 byly stanoveny u varianty obsahující M M (log 9,43 KTJ/ml) . Výjimku tvořil pouze 
vzorek N K a , u kterého byly počty (log) K T J / m l shodné s počty varianty obsahující P N K V . 
Naopak P N K V se jako růstový substrát osvědčil pro B. breve jako méně vhodný. V průměru 
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byl u varianty obsažené P N K V stanoven počet log 8,63 K T J / m l , což je téměř o řád nižší než 
v případě varianty s M M . Tento výsledek by odpovídal schopnosti bifidobakterií, konkrétně B. 
breve, utilizovat specifické složky M M a tím pádem i lépe prosperovat za přítomnosti M M jako 
substrátu. Oproti tomu u variant obsahujících B. lactis Bb-12 nebyly rozdíly v průměrných 
počtech (log) K T J / m l mezi M M a P N K V téměř patrné. V případě varianty s M M byl průměrný 
počet stanoven na log 10,15 K T J / m l a u P N K V log 10,10 K T J / m l . Druh B. lactis je typický 
spíše pro mikrobiotu dospělého člověka, jehož strava zpravidla neobsahuje H M O , čemuž je 
střevní mikrobiota enzymaticky přizpůsobena. 

Celkové počty u variant subkultivace obsahující B. lactis jsou přibližně o řád vyšší než 
počty K T J / m l u variant s B. breve. Výsledek se zřejmě odvíjí od vyšší počáteční očkovací dávky 
probiotického přípravku s B. lactis ( l x l 0 9 K T J živých buněk v D D D ) oproti přípravku s B . 
breve ( 2 x l 0 8 K T J živých buněk v D D D ) . 

Tabulka č. 15 - počty mikroorganismů [(log) KTJ/ml] v jednotlivých variantách 
subkultivací, jejich aritmetické průměry (x) a směrodatné odchylky (a). B y l y použity počty 
K T J z ploten s kultivačním médiem s Mup a K O . 

Proměnné 
(log) [KTJ/ml] 

X a 
Proměnné 

NKa NVz PB AZ1 BN Z X a 
FVz 6,69 8,82 9,1 9,66 9,57 9,29 8,85 1,01 
FVz+ M M 6,6 8,72 9,42 9,69 9,79 9,5 8,95 1,11 
FVz + P N K V 9,1 9,62 9,92 10,15 9,74 9,37 9,65 0,34 
FVz + BB 9,6 8,81 9,07 8,44 9,85 9,51 9,21 0,49 
FVz + BB + M M 9,91 8,75 8,83 10,22 9,03 9,82 9,43 0,58 
FVz + BB + P N K V 10 8,17 7,74 9,22 8,05 8,58 8,63 0,77 
FVz + BL 9,62 9,98 9,6 9,46 9,97 9,57 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 + P N K V 9,83 10,25 10,05 10,01 10,16 10,33 10,1 0,16 

5.3.3 Hodnocení antimikrobiálního účinku 

V případě subkultivace vzorků N K a N V z došlo k úplné inhibici C. perfringens ve všech 
variantách obsahujících probiotické kmeny bifidobakterií, bez ohledu na přidaný substrát či typ 
přidaného probiotického přípravku. U variant, které obsahovaly probiotické bifidobakteriální 
kmeny těchto subkultivací nebyla po uplynutí doby kultivace zaznamenána přítomnost plynu, 
která by indikovala metabolickou aktivitu klostridií. Přítomnost kolonií klostridií nebyla 
potvrzena ani na plotnách kultivačního nemodifikovaného a modifikovaného média. Jedná se 
tak o „ideální" výsledek ex vivo experimentu. Výsledky identifikací subkultivací fekálních 
vzorků N K a N V z jsou uvedeny v tabulce č. 16. 
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Tabulka č. 16 - kvalitativní a kvantitativní [log KTJ/ml] výsledky subkultivace fekálních 
vzorků N K a a N V z . Vysvětlivky: A - kultivační médium bez Mup a K O , B - kultivační médium 
s M u p a K O . 

N K A Identifikace B Identifikace 
FVz 7,34 C. perfringens, E. coli 6,96 C. perfringens 
FVz + M M 7,80 C. perfringens 6,60 C. perfringens 
FVz + P N K V 9,38 C. perfringens 9,10 C. perfringens 

FVz + BB 9,49 B. breve 9,60 B. breve 
FVz + BB + M M 10,02 B. breve 9,91 B. breve 
FVz + BB + P N K V 10,01 B. breve 10,00 B. breve 
FVz + BL 9,60 B. lactis 9,62 B. lactis 
FVz + BL + M M 9,82 B. lactis 9,83 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 9,75 B. lactis 9,83 B. lactis 
NVz A Identifikace B Identifikace 
FVz 8,78 C. perfringens 8,82 C. perfringens 

FVz + M M 9,01 C. perfringens 8,72 C. perfringens 
FVz + P N K V 9,65 C. perfringens 9,62 C. perfringens 
FVz + BB 8,88 B. breve 8,81 B. breve 
FVz + BB + M M 8,74 B. breve 8,75 B. breve 
FVz + BB + P N K V 8,26 B. breve 8,17 B. breve 
FVz + BL 9,97 B. lactis 9,98 B. lactis 
FVz + BL + M M 10,30 B. lactis 10,11 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 10,17 B. lactis 10,25 B. lactis 

Subkultivace vzorků P B , A Z 1 , B N a Z se odlišovaly od subkultivací N K a a N V z indikací 
C. perfringens v některých variantách. V případě těchto 4 subkultivací, jejichž výsledky jsou 
uvedeny v tabulce č. 17, nedošlo vlivem působení neznámých faktorů k plné inhibici klostridií 
u všech kultivačních variant obsahujících bifidobakterie. Tento jev nastal v případě 
subkultivace fekální mikrobioty vzorku A Z 1 a P B s B. lactis Bb-12 bez přidaného substrátu. 
Naopak v případě subkultivací vzorků B N a Z byla přítomnost C. perfringens zaznamenána u 
variant obsahujících kombinaci probiotických kmenů B. breve. U subkultivace B N se jednalo 
o varianty bez substrátu nebo s přídavkem M M . Naopak u subkultivace vzorku Z se jednalo o 
varianty s přidaným M M nebo P N K V . Je možné že tyto poddruhy C. perfringens mohou být 
odolnější vůči antimikrobiálním mechanismům či látkám, které využívají probiotické kmeny 
bifidobakterií. Nebo naopak nemusely pro bifidobakterie nastat ty správné podmínky, které by 
dostatečně aktivovaly jejich antimikrobiální složky. Rovněž lze spekulovat, že výsledky u 
variant bez substrátu se odvíjí od nepřítomnosti zdroje uhlíku, což mohlo mít v l iv na 
metabolismus přítomných mikroorganismů. Za normálních podmínek je substrát 
bifidobakteriemi degradovaný za vzniku S C F A , které snižují p H okolního prostření, které se 
tím stává nehostinné pro některé patogenní mikroorganismy. 

Nicméně je nutné poznamenat, že výsledky identifikace bakteriálních druhů přítomných 
na kultivačních plotnách jsou ovlivněny lidským faktorem. Výběr kolonií určených k izolaci a 
následné identifikaci určen pracovníkem. Proto je možné, že klostridie byly přítomny rovněž 
v j iných variantách, nicméně nedošlo k jejich izolaci. Pro komplexnej ší a přesněj ší kvantitativní 
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a kvalitativní zhodnocení mikrobioty fekálního prostředí by musela být zvolena přesněj ší forma 
analýzy nebo j iné metody hodnocení zastoupení sledovaných skupin bakterií. 

Tabulka č. 17 - kvalitativní a kvantitativní [log KTJ/ml] výsledky subkultivace fekálních 
vzorků P B , A Z 1 , B N a Z . Vysvětlivky: A - kultivační médium bez M u p a K O , B - kultivační 
médium s Mup a K O . 

PB A Identifikace B Identifikace 
FVz 9,34 C. perfringens 9,10 C. perfringens 
FVz + M M 9,44 C. perfringens 9,42 C. perfringens 
FVz + P N K V 9,93 C. perfringens 9,92 C. perfringens 
FVz + BB 9,21 B. breve 9,07 B. breve 
FVz + BB + M M 8,78 B. breve 8,83 B. breve 
FVz + BB + P N K V 7,86 B. breve 7,74 B. breve 
FVz + BL 9,62 B. lactis, C. perfringens 9,60 B. lactis, C. perfringens 
FVz + BL + M M 10,20 B. lactis 10,15 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 10,15 B. lactis 10,05 B. lactis 
AZ1 A Identifikace B Identifikace 
FVz 9,67 C. perfringens 9,66 C. perfringens 
FVz + M M 9,54 C. perfringens 9,69 C. perfringens 
FVz + P N K V 10,14 C. perfringens 10,15 C. perfringens 
FVz + BB 8,44 E. coli, B. breve 8,44 B. breve 
FVz + BB + M M 10,18 B. lactis 10,22 B. breve 
FVz + BB + P N K V 9,34 B. lactis 9,22 B. breve 
FVz + B L 9,46 C. perfringens, B. lactis, E. coli 9,46 B. lactis, C. perfringens 
FVz + B L + M M 10,10 B. lactis 10,20 B. lactis 
FVz + B L + P N K V 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 + M M 8,62 C. perfringens 9,79 C. perfringens 
FVz + P N K V 9,74 C. perfringens 9,74 C. perfringens 
FVz + BB 9,87 B. breve, C. perfringens 9,85 B. breve, C. perfringens 
FVz + BB + M M 8,92 B. breve, C. perfringens 9,03 B. breve, C. perfringens 
FVz + BB + P N K V 8,23 B. breve, Enc. faecalis 8,05 B. breve 
FVz + BL 9,72 B. lactis 9,97 B. lactis 
FVz + BL + M M 10,38 B. lactis, S. hominis 10,29 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 11,38 B. lactis 10,16 B. lactis 
Z A Identifikace B Identifikace 
FVz 9,17 C. perfringens 9,29 C. perfringens 
FVz + M M 9,46 C. perfringens 9,50 C. perfringens 
FVz + P N K V 9,51 C. perfringens 9,37 C. perfringens 
FVz + BB 9,66 B. breve 9,51 B. breve 
FVz + BB + M M 10,51 B. breve, C. perfringens 9,82 B. breve, C. perfringens 
FVz + BB + P N K V 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 + M M 10,20 B. lactis 10,33 B. lactis 
FVz + BL + P N K V 10,23 B. lactis 10,33 B. lactis 
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6 Diskuze 
Stav homeostázy střevního prostředí hraje důležitou roli ve zdraví člověka. Již v úplných 

počátcích života jedince dochází ke kolonizaci organismu rozmanitou populací 
mikroorganismů, kdy se nejhustěji osídlenou částí těla stává prostředí tlustého střeva. Spekuluje 
se, že ke kolonizaci lidského organismu může docházet j iž v období plodu skrz prostředí 
dělohy, které bylo po dlouhou dobu považováno za sterilní. Pro proces kolonizace jsou nicméně 
esenciální faktory, které působí až během samotného porodu a po něm. Složení a vývoj střevní 
mikrobioty se odvíjí od gestačního věku dítěte a jeho hmotnosti v době narození, způsobu 
porodu, stylu výživy, antibiotické terapie, vnějšího okolí a mnoha dalších více minoritních 
faktorů. Bezprostředně po narození dochází k vyčerpání luminálního kyslíku fakultativně 
anaerobními bakteriemi, čímž se vytváří vhodné podmínky pro kolonizaci anaerobními 
bakteriemi rodu Bifidobacterium, Clostridium a zástupci kmene Bacteroidetes (Adlerberth a 
Wold 2009). Střevní mikrobiota kojenců bez zdravotních komplikací je charakteristická 
bakteriální populací, ve které dominují zástupci rodu Bifidobacterium (Turroni et al. 2012). 
Bifidobakterie jsou součástí mateřské fekální a vaginální mikrobioty, která je vertikálně 
přenášená na kojence během vaginálního porodu. Během následujících měsíců jsou určité 
druhy bifidobakterií v rámci kojenecké střevní mikrobioty konkurenčně zvýhodňovány 
specifickými složkami mateřského mléka. Bifidobakterie skrze produkty metabolismu, mezi 
které se řadí S C F A a laktát a skrze přítomnost extracelulárních komponentů modulují nezralé 
střevní prostředí kojenců, utváří střevní imunitní odpověď, zapojují se do metabolických vztahů 
střevní populace a zabraňují kolonizaci potencionálně patogenními mikroorganismy včetně 
klostridií (Milani et al. 2015; Turroni et al. 2018; Devika a Raman 2019). Klostridie se řadí 
vedle bifidobakterií mezi prvotní anaerobním kolonizátory kojeneckého střeva. V rámci 
experimentální části této diplomové práce byly použity vzorky stolice kolitických kojenců a 
klostridiální kmeny z nich izolované pro účely testování antimikrobiální aktivity. V e fekální 
mikrobiotě všech příslušných vzorků stolice byly jako dominantní stanoveny klostridie 
v počtech > 10 8 KTJ /g , a to plotnovou kultivační metodou na modifikovaném médiu doplněném 
o mupirocin a kyselinou octovou (Makovska et al. 2023). Bifidobakterie nebyly ve fekálních 
vzorcích kultivačně detekovány (> 10 5 KTJ/g). Co se týče druhové variability, byly ve vzorcích 
nejčastěji detekován C. perfringens. Dále byly detekovány druhy Cl. diffcicile, C. neonatale, 
C. butyricum a C. saccharobutylicum. V případě dysbiózy střevní mikrobioty může dojít ke 
vzniku patologických zánětlivých stavů včetně A A D , N E C a také kojenecké kolitidy vyvolané 
mimo j iné klostridiálními druhy, které se nám podařilo detekovat. M e z i faktory zvyšující 
pravděpodobnost výskytu zánětlivých a infekčních stavů vyvolaných toxiny se řadí nízký 
gestační věk, porod císařským řezem, antibiotická terapie či strava založená na náhradní 
kojenecké výživě (Zhou et al. 2015; Smits et al. 2016; Rhoads et al. 2018). Nicméně některé 
druhy včetně C. butyricum patří mezi významné producenty butyrátu, který je důležitým 
zdrojem energie pro enterocyty (Stoeva et al. 2021). Období, ve kterém dochází ke stabilizaci 
střevní mikrobioty je individuální, nicméně většina studí se shoduje, že k tomu dochází 
přibližně ve věku 2-3 let. Avšak turbulentní vývoj, který tomuto populačnímu ustálení 
předcházel, může ovlivňovat zdravotní stav jedince celý život (Butel et al. 2018; Stewart et al. 
2018). 
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Vzájemný vztah bifidobakterií a klostridií je možné pozorovat ze dvou úhlu pohledu. 
Prvním úhlem může být antimikrobiální účinek bifidobakterií vůči klostridiím. Pro testování 
antimikrobiálního účinku je stěžení difuzní metoda s použitím disků či jamek vytvořených 
v agaru, která se řadí mezi nej používanější metody testování. Jamková difuzní metoda je 
vhodná pro testování živé bakteriální kultury, jejích metabolitů, buněčných komponentů či 
j iných látek s antimikrobiálním účinkem (Monteiro et al. 2019). M e z i další metody testování 
se řadí např. spotová metoda a její modifikace či testování antimikrobiální aktivity v rámci 
komplikovanějších systémů, které zahrnují např. působení odlišných faktorů, j imiž může být 
přítomnost fekální mikrobioty či přídavek substrátu (Monteiro et al. 2019; Valdés-Varela et al. 
2016). V rámci této práce bylo provedeno testování antimikrobiální aktivity všemi třemi 
zmíněnými metodami, přičemž výsledky jednotlivých metod se svým účinkem do značné míry 
lišily. V experimentální části práce byl hodnocen vzájemný vztah bifidobakterií a klostridií 
pomocí dvou odlišných in vitro metod. Pomocí jamkové difuzní metody a modifikované 
spotové metody měl být pozorován antimikrobiální účinek dvou živých kultur B. breve BR03 
a B. lactis Bb-12 vůči 9 kmenům klostridií izolovaných ze vzorků stolice kolitických kojenců. 
Pozitivní výsledky byly pozorovány pouze v případě modifikované spotové metody. Naopak 
v případě jamkové difúzni metody nebyl zaznamenán jediný pozitivní výsledek. Tento 
výsledek vyvolává otázky, v j aké fázi růstu bifidobakteriální kultury dochází k vytváření látek 
s antimikrobiálním účinkem, o jaké látky se jedná a v jaké koncentraci jsou produkovány. Dále 
zda se antimikrobiální účinek odvíjí od produktů fermentace, bakteriocinů nebo jejich 
kombinace. Studie zabývající se antimikrobiálním účinkem bifidobakterií a laktobacilů vůči 
vybraným druhům klostridií, ve které byla použita forma testování antimikrobiální aktivity 
spotovou metodou, přisoudila inhibiční vlastnosti probiotických kmenů působení bakteriocinů 
(Monteiro et al. 2019). Bifidobakterie mohou produkovat řadu antimikrobiálních látek tzv. 
bakteriocinů. Jedná o se převážně o peptidy, které j sou relativně stabilní vůči vysokým teplotám 
a nízkému pH. Produkce bakteriocinů byla popsána u řady druhů bifidobakterií. U kmene B. 
lactis Bb-12 byla detekována produkce látky pojmenované bifilac Bb-12. Dále byl popsán 
bakteriocin bifidon I u B. infantis B C R C 14602 či bifilong u B. longum (Martinez et al. 2013). 
Lze spekulovat, zda pozitivní výsledky modifikované spotové metody nebyly způsobeny 
produkcí bakteriocinů, které mohla být vyvolána stresovými faktory v podobně přítomnosti 
klostridií či vystavení kyslíku během přelivu. Výsledek studie Monteiro et al. (2019) se od 
výsledků této práce liší nepřítomností inhibičního účinku kmene B. lactis vůči kmenům C. 
butyricum, C. perfringens a Cl. difficile. Naše výsledky antimikrobiální účinek kmene B. lactis 
Bb-12 vůči těmto druhům naopak potvrdily. Může se tak jednat o antimikrobiální účinek vázaný 
na specifický kmen bifidobakterií (Monteiro et al. 2019). 

Co se týče možných inhibiční ch účinků S C F A a laktátu, byla v experimentální části práce 
pro testování antimikrobiálních účinků produktů fermentace bifidobakterií B. breve BR03 a B. 
lactis Bb-12 (po 24 hodinách kultivace v modifikovaném kultivačním médiu) použita jamková 
difuzní metoda. Lze předpokládat, že testované metabiotikum obsahovalo určitou koncentraci 
acetátu a laktátu. Inhibiční účinek metabiotik vůči klostridiím, který by mohl být způsoben 
právě těmito metabolity, však nebyl pozorován u žádné varianty. To se neshoduje s výsledky 
studie od Huertas-Díaz et al. (2023), kde byl testován účinek fermentačních produktů 
bifidobakterií utilizujících H M O zastoupených převážně 2 ' F L ve formě acetátu a laktátu o 
různých koncentracích vůči vybraným střevním mikroorganismům čeledi Clostridiaceae a 
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Peptostreptococcaceae. Antimikrobiální aktivita zde byla testována formou testu 
dvojnásobného ředění bujónu v mikrotitračních destička a výsledný růst bakterií byl detekován 
měřením optické hustoty při 590 nm po 24 hodinách inkubace. Jedním ze závěrů této studie byl 
silnější antimikrobiální účinek kyseliny mléčné vůči Cl. difficile a Intestinibacter bartlettii 
v porovnání kyselinou octovou (Huertas-Díaz et al. 2023), což se neshoduje s výsledky j iných 
studií, které naopak považují za účinnější kyselinu octovou (Chun et al. 2014). Oproti Huertas-
Díaz et al. (2023) jsme nevěděli, jaká je konečná koncentrace laktátu a acetátu v testovaném 
metabiotiku. V souvislosti s těmito výsledky je důležité poznamenat, že doposud nebyla 
dostatečně velká pozornost věnována skupině aromatických mléčných kyselin indolmléčné, 
fenylmléčné a 4-hydroxyfenylmléčné, které vznikají z aromatických aminokyselin jako 
produkty metabolismu bifidobakterií utilizujících složky mateřského mléka. Studie od 
kolektivu Laursen et al. naznačila, že by aromatické mléčné kyseliny mohly ovlivňovat imunitní 
funkce v kojeneckém období (Laursen et al. 2021). V rámci ex vivo experimentu se výsledný 
antimikrobiální účinek odvíjel od klostridiálního kmene přítomného ve fekální mikrobiotě. 

Bifidobakteriální kmeny jsou pro svůj jednoznačně pozitivní účinek na zdraví kojenců 
přidávány do náhradních kojeneckých výživ. N a základě průzkumu trhu s kojeneckými 
výživami v České republice byla identifikována řada výživ obsahujících probiotické kmeny 
druhů B. lactis, B. infantis a B. longum, a to buď samostatně nebo ve vzájemné kombinaci. 
Probiotické bifidobakteriální kmeny jsou rovněž k dostání ve formě suplementů, které se 
doporučují dětem od narození v případě výskytu kolik či zažívacích obtížích. V experimentální 
části diplomové práce byl pro testování antimikrobiální aktivity ex vivo metodou použit právě 
tento typ přípravků. V jednom případě byl použit probiotický doplněk obsahující směs kmenů 
B. breve BR03 a B63, které byly v D D D představující 5 kapek obsaženy v množství 2 x l 0 8 

K T J / m l . V druhém případě se jednalo o doplněk obsahující B. lactis Bb-12 v množství 10 9 

K T J / m l v 6 kapkách představujících. Deklarované množství K T J / m l bylo ověřeno pomocí 
plotnové kultivační metody na modifikovaném kultivačním médiu, které bylo doplněno o M u p 
a K O (Makovská et al. 2023). Použití jednotlivých kmenů v produktech se odvíjí od výsledků 
studií, které naznačují, že jejich dodatečná suplementace může mít v l iv na frekvenci 
vyprazdňování kojence a vlastnosti samotné stolice, snížení incidence kojeneckých kolik a GIT 
infekcí a také optimalizaci střevního prostředí z hlediska složení jeho metabolomu a mikrobioty 
(Mohan et al. 2006; Escribano et al. 2018; Maldonado et al. 2019). Kojeneckou mikrobiotu 
ovlivňují zvýšením zastoupení bifidobakterií, a naopak snížením některých potencionálně 
patogenních zástupců. Pro své pozitivní výsledky jsou vybrané probiotické kmeny 
bifidobakterií doporučovány u novorozenců, kteří se narodili předčasně a hrozí u nich 
propuknutí N E C (Van Den Akker et al. 2020). Nicméně aby bifidobakterie mohly dlouhodobě 
kolonizovat prostředí střeva kojence a působit tak pozitivně na jeho zdraví, musí být jejich růst 
podporován vhodným zdrojem uhlíku. Nej přirozenější m zdrojem výživy kojenců je mateřské 
mléko, které obsahuje komplexní směs H M O , jejichž koncentrace a složení je pro každou 
matku specifické. H M O představují exkluzivní zdroj uhlíku pouze pro vybrané druhy 
bifidobakterií, které vlastní genetickou a enzymatickou výbavu pro jejich utilizaci. Schopnost 
utilizace H M O byla popsána u typických kojeneckých bifidobakterií, mezi které se řadí B. 
infantis, B. longum, B. breve či B. bifidum (Asakuma et al. 2011; James et al. 2016a). U méně 
typických zástupců, j imiž jsou B. kashiwanohense a B. pseudolongum byla popsána schopnost 
utilizace H i M O 2 ' F L a 3 F L (Bunešová et al. 2016). V rámci ex vivo testování této práce byl 
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pozorován v l iv přidaného substrátu do experimentálního prostření na počty mikroorganismů 
převážně zastoupenými bifidobakteriemi. Potvrdilo se, že mateřské mléko je jako zdroj uhlíku 
lépe využitelné pro probiotický kmen B. breve BR03 oproti B. lactis Bb-12. B. breve je oproti 
B. lactis typickým zástupcem kojenecké střevní mikrobioty a na základě několika studií byla u 
tohoto druhu bifidobakterie popsána schopnost utilizace řady H M O včetně L N T , L n N T a u 
některých kmenů i 2 ' F L (Ruiz-Moyano et al. 2013; James et al. 2016). Naopak u druhu B. 
lactis, u kterého v rámci ex vivo experimentu nebyl pozorován významný početní rozdíl v 
K T J / m l mezi variantou s mateřským mlékem a počáteční kojeneckou výživou obsahující 2 ' F L , 
tato schopnost doposud nebyla žádnou studií potvrzena. N a základě tohoto výsledku vyvstává 
otázka, zda jsou zástupci taxonu B. lactis přijímané formou doplněných kojeneckých výživ či 
probiotických přípravků schopni perzistentní kolonizace střevního prostředí kojence a působit 
tak pozitivně na zdraví příjemce v předpokládaném místě účinku. 

Počáteční kojenecká výživa se složením snaží v posledních letech co nejvíce přiblížit 
mateřskému mléku, a to především z hlediska obsahu H i M O . Do nedávna bylo možné na 
českém trhu zakoupit kojenecké výživy s prebiotickou složkou ve formě G O S samotné nebo 
v její kombinaci s FOS v poměru 9:1. Některé studie se zabývaly schopnostní odlišných 
fekálních bakterií, než jsou bifidobakterie a laktobacily, využívat komerčních G O S a F O S jako 
zdroj uhlíku. Studie od Bunešová et al. (2012) potvrdila schopnost komerčně dostupných G O S 
a FOS stimulovat i ostatní fekální bakterie včetně klostridií (Bunešová et al. 2012), kdy je jejich 
přítomnost diskutabilní vzhledem k možným kolikám a N E C (REF). V dnešní době je možné 
zakoupit počáteční kojeneckou výživu obsahující tzv. humánní mléčné oligosacharidy, které 
jsou strukturou identické s H M O , z čehož vyplývají jejich imunomodulační, antiadhezivní a 
jejich bifidogenní účinky. Nicméně se z hlediska obsahu oligosacharidů stále jedná o pouhé 
přiblížení do podoby mateřského mléka, ve kterém bylo identifikováno na 200 různých typů 
H M O (Bode 2020). Počáteční kojeneckou výživa dostupná v České republice nabízí varianty 
obsahující kombinaci nanejvýš šesti H i M O , nicméně častější jsou varianty obsahující 2 ' F L 
samotnou nebo v kombinaci G O S a FOS. Přítomnost pouze jediného H i M O však nemusí být 
dostatečná pro dosažení bifidogenního účinku, který poskytuje mateřské mléko s komplexním 
obsahem H M O , což naznačují i výsledky této práce. Mikrobiota experimentálního prostředí 
obsahující B. breve, která byla kvantitativně i kvalitativně stanovována v rámci ex vivo 
experimentu, byla na K T J / m l početněji významnější v případě varianty obsahující mateřské 
mléko oproti variantě obsahují počáteční kojeneckou výživu s obsahem 2 ' F L . Naopak nebyl 
pozorován významný rozdíl v počtech K T J / m l mezi variantou obsahující náhradní kojeneckou 
výživu s obsahem 2 ' F L a variantou bez přidaného substrátu. Výsledky naznačují, že kojenecká 
výživa obsahující pouze jeden druh H i M O nemusí plně podporovat všechny druhy 
bifidobakterií charakteristických pro kolonizaci střevního prostředí kojenců. Jak už bylo 
řečeno, většina testovaných kmenů B. breve není schopná produkovat enzymy k utilizaci 2 ' F L . 
Jak ukázaly výsledky některých studií většina kmenů B. breve je schopna využívat 2 ' F L jako 
zdroj uhlíku pouze skrze metabolismus j iných mikroorganismů. L o u et al. (2023) přišli 
s předpokladem, že extracelulární fukosidázy kódované členy fekální mikrobioty, mezi které 
patří i Ruminococcus gnavus, mohou svým působením uvolňovat z 2 ' F L laktózu, kterou může 
využívat pro svůj růst právě B. breve. Výsledky poukazují na to, že schopnost využití 
jednotlivých H i M O v závislosti na složení mikrobioty jedince (Lou et al. 2023). Rovněž byla 
popsána role B. breve jako „mrchožrouta", který prostřednictvím tzv. cross-feedingu využívá 
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jednodušší látky odvozené od H M O , které byly uvolněny v důsledku činnosti j iných druhů 
bifidobakterií (Egan et al. 2014; Cheng et al. 2020; Walsh et al. 2022). 

Jak bylo nastíněno v počátku diskuze, lze na vztah bifidobakterií a klostridií pohlížet j eště 
z j iného úhlu pohledu. Jedná se o jejich vzájemnou interakci z hlediska cross-feedingu. 
Bifidobakterie v rámci střevního prostředí kojenců fermentují H M O či H i M O za vzniku 
jednodušších fermentačních produktů, které mohou být využitelné jako zdroj uhlíku pro butyrát 
produkující bakterie. Butyrát, jak už bylo řečeno, slouží převážně jako zdroj energie 
enterocytům. Trofická interakce byla popsána mezi kojeneckými bifidobakteriemi a významem 
producentem butyrátu A. hallii, který byl schopen využívat různé produkty fermentace L -
fukózy či 2 ' F L (Schwab et al. 2017). Nicméně v některých případech můžou být vztahy 
postavené na metabolické nevázanosti některých bakteriálních druhů pro zdraví hostitele 
kontraproduktivní. Z výsledku stanovení fermentačního profilu 2 ' F L a L-fukózy vybraných 
druhů klostridií vyplynulo, že z žádná testovaných klostridií není schopná přímo využívat 2 ' F L 
j ako jediný zdroj uhlíku. Nicméně u kmenu C. neonatale O K 2 byla pozorována pozitivní reakce 
v přítomnosti L-fukózy. Výsledek potvrzení schopnosti C. neonatale využívat L-fukózu jako 
jediný zdroj uhlíku se shoduje s výsledkem studie od Huertas-Díaz et al. (2023). Naopak se 
s danou studií rozchází ve výsledcích v pozorováním schopnosti růstu C. perfringens a Cl. 
dificille na stejném substrátu, což se v této diplomové práci nepotvrdilo. Zde může hrát roli 
množství testovaných izolátu. L-fukóza je uvolňována během utilizace 2 ' F L některými 
kojeneckými druhy bifidobakterií. Volná fukóza může být následně metabolizována okolní 
fekální mikrobiotou, která může být zastoupena i C. neonatale. V případě kojenecké koliky 
způsobené druhem C. neonatale by tak mohla být suplementace probiotického přípravku s 2 ' F L 
využívajícími bifidobakteriemi společně s podáváním kojenecké výživy obsahující 2 ' F L 
samotnou či v kombinaci G O S a F O S do značné míry kontraproduktivní. Do budoucna bude 
proto důležité zaměřit se na vzájemné vztahy bifidobakterií a klostridií nejen z 
hlediska antimikrobiálního účinku, ale také z hlediska jejich cross-feedingu, který může nastat 
mezi specifickými zástupci. 
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7 Závěr 
V této práci bylo zjištěno, že antimikrobiální účinek kmenů B. breve BR03 a B. lactis Bb-

12, které se běžně používají jako součást probiotických přípravků určených pro kojence proti 9 
klostridiálním kmenům izolovaných ze vzorků stolice kolitických kojenců, se liší v závislosti 
na použité metodě testování, což potvrdilo naši hypotézu. Inhibiční účinek byl testován vůči 
kmenům C. perfringens B N , C. perfringens Z , C. perfringens N V z , C. perfringens A Z 1 , C. 
perfringens N K , C. butyricum B N , C. saccharobutylicum A Z 2 , C7. difficile B N a C. neonatale 
O K 2 . Testování antimikrobiální aktivity jamkovou difúzni metodou, kterou byla testována 
schopnost živých bifidobakteriálních buněk, jejich metabolitů a buněčných komponent inhibice 
vybraných klostridiální kmenů, se ukázalo bez účinku u všech 54 vzniklých variant. Naopak 
testování modifikovanou difúzni metodou, kde byla sledována vzájemná interakce pouze na 
úrovni živých bakteriálních kultur, přineslo pozitivní výsledky z hlediska antimikrobiálního 
účinku. 

Jak bylo předpokládáno, výsledky ex vivo testování se lišily v závislosti na několika 
faktorech. Experimentální prostředí, které bylo vytvořeno pro účely testování vzájemných 
interakcí mezi bifidobakteriemi a klostridiemi, se ukázalo jako vhodné pouze pro testování 
kmenů C. perfringens. Výsledný antimikrobiální účinek, který byl hodnocen na základě 
K T J / m l , se odvíjel od testovaného klostridiálního kmene, přičemž pouze u dvou kmenů bylo 
dosaženo očekávaného výsledku absolutní inhibice vegetativních forem přítomných klostridií. 
V l i v substrátu se odrážel především na počtech detekovaných bifidobakterií. Dle očekávání 
představovalo mateřské mléko vhodnější zdroj uhlíku pro druh B. breve, který se řadí mezi 
typické bifidobakteriální kolonizátory střevního prostředí kojenců. Počáteční náhradní 
kojenecká výživa s obsahem 2 ' F L nepředstavovala pro B. breve rovnocenný substrát 
k mateřskému mléku, ale naopak se ukázala jako nej vhodnější substrát pro růst fekální 
mikrobioty zastoupené převážně klostridiemi. Schopnost růstu klostridiálních kmenů 
v přítomnosti doplněné kojenecké výživy nicméně s nej větší pravděpodobností nevycházela 
z jejich schopnosti utilizovat 2 ' F L , ale ze schopnosti utilizovat další komponenty umělé 
koj enecké výživy. 

N a základě stanovení fermentačního profilu nebyla prokázána ani u jednoho z 6 
testovaných klostridiální ch kmenů schopnost růstu na 2 ' F L jakožto jediném zdroji uhlíku. 
Nicméně byla pozorována pozitivní reakce u C. neonatale O K 2 v přítomnosti L-fukózy, která 
bývá uvolňována z 2 ' F L pomocí enzymů, kterými jsou vybaveny především druhy 
kojeneckých bifidobakterií. Právě o 2 ' F L bývají v dnešní době doplňovány některé náhradní 
kojenecké výživy. Tento výsledek nastiňuje možnou interakci na úrovni cross-feedingu mezi 
C. neonatale a vybranými druhy bifidobakterií včetně B. breve. 

Výsledky testování ex vivo nastiňují, jakým způsobem by mohlo být optimalizováno 
experimentální prostředí vzniklé za účelem pozorování vzájemných vztahů fekální mikrobioty 
kolitických kojenců a probiotických bifidobakteriálních kmenů tak, aby esej vyhovovala 
širšímu výběru klostridiálních kmenů. 
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9 Seznam použitých zkratek a symbolů 
2 ' F L 2'-fukosyllaktóza 
3 ' G L 3' -galaktosyllaktóza 
3 'SL 3'-sialyllaktóza 
3 ' F L 3'-fukosyllakóza 
3FL 3-fukosyllaktóza 
6 ' F L 6'-fukosyllaktóza 
6 'SL 6'-sialyllaktóza 
A. hallii Anaerobutyricum hallii 
A A D Průjem způsobený užíváním antibiotik 

(antibiotic-associated diarrhea) 
A B C A B C transportní protein ( A T P Binding Cassette) 
A L A Kyselina alfa-linolenová (alfa-linolenic acid) 
ÄRA L-arabinóza 
B. adolescentis Bifidobacterium adolescentis 
B. bifidum Bifidobacterium bifidum 
B. breve, BB Bifidobacterium breve 
B. infantis Bifidobacterium longum subsp. infantis 
B. kashiwanohense Bifidobacterium kashiwanohense 
B. lactis, BL Bifidobacterium animalis subsp. lactis 
B. longum Bifidobacterium longum subsp. longum 
B C P Bromkresolový purpur (bromocresol purple) 
C botulinum Clostridium botulinum 
C butyricum, CB Clostridium butyricum 
C neonatale, CN Clostridium neonatale 
C paraputrificum Clostridium paraputrificum 
C perfringens, CP C perfringens 
C saccharobutylicum, CS Clostridium saccharobutylicum 
C E L D-celobióza 
Cl. Difficile, CD Clostridioides difficile 
C M M Cooked meat médium 
D F L Difukosyllakóza 
D H A Kyselina dokosahexaenová 
D S L N T Disialyllakto-/V-tetraóza 
E E C Enteroendokrinní buňka (enteroendocrine cell) 
E F S A Evropským úřadem pro bezpečnost potravin 

(European Food Safety Authority) 
Ent. faecalis Enterococcus faecalis 
E P E C Enteropatogenní druh Escherichia coli 
EPS+ Ex trapoly sacharidy 
E S C Eskulin, citrát železitý 
E S P G H A N Evropská společnost pro dětskou gastroenterologii, 

hepatologii a výživu (The European Society for Paediatric 
Gastroenterology Hepatology and Nutrition) 
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E U 

F. prausnitzii 
F D A 
FOS 
Fuc 
F U T 2 
FUT3 
Gal 
G E L 
GIT 
Glc 
G l c N A c 
GLP-1 
G L U 
G L Y 
G M kmeny 
GOS 
G P C R 
H D A C 
H i M O 

H M O 
IND 
ISAPP 

K O 
K T J 
L. fermentům 
L A 
L A C 
L D F T 
Le( - ) 
Le(+) 
L N B 
L N F P 
M A N 
M L A 
M L Z 
M M 
M N E 
Mup 
N A D H 
N A N A 

Evropská unie 
Faecalibacterium prausnitzii 
Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration) 
Fruktooligosacharidy 
Fukóza 
Fukosyltransferáza 2 
Fukosyltransferáza 3 
Galaktóza 
Zelatina 
Gastrointestinální systém 
Glukóza 
N - acetylglukos amin 
Glukagonu podobný peptid-1 (glucagon-like peptide-1) 
D-glukóza 
Glycerol 
Geneticky modifikované kmeny 
Galaktooligosacharidy 
Receptor spřažený s G-proteinem (G protein-coupled with receptor) 
Histon deacetyláza (histone deacetylase) 
Humánní mléčné oligosacharidy (human-identical milk oligosaccharides) 
Oligosacharidy mateřského mléka (human milk oligosaccharides) 
L-tryptofan 
Mezinárodní vědecká asociace pro probiotika a probiotika 
(International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) 
Kyselina octová 
Kolonie tvořící jednotku 
Limosilactobacillus fermentům 
Kyselina linolenová (Linoleic acid) 
D-laktóza 
Laktodifukotetraóza 
Lewis negativní typ 
Lewis pozitivní typ 
Lakto-7Y-bióza 
Lakto-/V-fukopentóza 
D-mannitol 
D-maltóza 
D-melezitóza 
Mateřské mléko 
D-manóza 
Mupirocin 
Nikotinamidadenidinukleotid 
N-acetyl-D-neuraminová kyselina 
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Nařízení (EU) 2016/127 Evropské unie (EU) uvedeny v Nařízení Komise v přenesené 
pravomoci (EU) 2016/127 ze dne 25. září 2015, kterým se doplňuje 
Nařízení Evropského parlamentu a Rady (EU) č. 609/2013 

Nařízení (EU) 258/97 Nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 258/97 
N D A panel Panel pro Výživu, nové potraviny a potravinové alergeny 

(Nutrition, Novel Foods and Food Allergens Panel) 
N E C Nekrotizující enterokolitida 
N F - k B Nukleární faktor kappa B 
P M Petriho miska 
P N K V Počáteční náhradní kojenecká výživa 
P Y Y Peptid Y Y 
qPCR Kvantitativní polymerázová řetězová reakce 

(Real-time polymerase chain reaction) 
QSP Kvalifikovaného předpokladu bezpečnosti 

(Qualified Presumption of Safety) 
R A F D-rafinóza 
R H A L-rhamnóza 
S. aureus Staphylococcus aureus 
S. thermophilus Staphylococcus thermophilus 
S A C H D-sacharóza 
S A L Salicin 
S C F Vědecký výbor pro potraviny (Scientific Committee on Food) 
S C F A Mastné kyseliny s krátkým řetězcem (short chain fatty acids) 
Se (-) Nesekreční typ 
Se (+) Sekreční typ 
Sia Kyselina sialová 
SOR D-sorbitol 
T L R Toll-l ike receptor 
T R E D-trehalóza 
U N I C E F Dětský fond Organizace spojených národů 

(United Nations Children's Fund) 
U R E Urea 
Vědecké stanovisko 2014 Vědeckého stanoviska věnovaného základnímu složení počáteční 

pokračovací kojenecké výživy z roku 2014, 
které bylo vydáno Evropským úřadem pro bezpečnost potravin 

W S P agar Modifikovaný Wilkins-Chalgren Anaerobe agar 
W S P bujón Modifikovaný Wilkins-Chalgren Anaerobe bujón 
X Y L D-xylóza 

109 


