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Bifidobakterie ve stfevni mikrobioté kojencii

Souhrn

Kojenecka stievni mikrobiota vznika od narozeni a utvari se béhem prvnich let Zivota.
Bakterialni kolonizace zavisi na mnoha faktorech, v¢etné zptisobu porodu a typu vyzivy ditéte.
Bifidobakterie jsou soucasti sttevni mikrobioty, jejichz mnoZstvi se méni v zavislosti na véku
a zdravotnim stavu. Hraji také dulezitou roli pfi udrzovani a podpofte lidského zdravi a mohou
vyuzivat rozmanitou $kalu sacharidi. Schopnost bifidobakterii metabolizovat konkrétni
sacharidy je vétSinou druhové a kmenové zavisla. Typicky kojenecké druhy, Bifidobacterium
longum subsp. longum, B. longum subsp. infantis, B. bifidum nebo B. breve, rozkladaji
oligosacharidy lidského mléka (HMO) a vyuzivaji je jako zdroj energie. Schopnost
metabolizovat HMO prispiva k jejich dominantni roli ve stievni mikrobioté kojenct.

Cilem praktické casti bakalarské prace bylo kultiva¢ni stanoveni poctu bifidobakterii,
laktobacil a Escherichia coli ptitomnych ve fekalnich vzorcich kojeneckych darci, kojenych
matefskym mlékem, kteti byli bez zjevnych zdravotnich obtizi, pomoci selektivnich
kultiva¢nich medii. Dal$im cilem bylo provést identifikaci jednotlivych detekovanych kment
bifidobakterii a dalSich bakterialnich komenzali izolovanych z uvedenych médii pomoci
metody MALDI-TOF hmotnostni spektrofotometrie a na zakladé ziskanych vysledkia vybrat
kmeny pro jejich nasledné ulozeni do sbirky mikroorganismu Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky (KMVD) CZU v Praze.

Bifidobakterie dosahovaly vysokych kultiva¢nich pocti u vSech testovanych kojeneckych
fekalnich vzorki. Praimérny pocet bifidobakterii v médiu WSP-MUP byl 8,72 + 1,75 log KTJ/g
au média WSP-NORF 8,78 + 1,55 log KTJ/g. Kultiva¢ni pocty laktobacilii dosahovaly hodnot
7,14 = 1,73 log KTJ/g. Pocty E. coli byly uréeny na médiu TBX, na kterém byly detekovany
kolonie tfech raznych kultiva¢nich znakii. Pocty zelenych kolonii, tedy B-glukuronidaza
pozitivnich E. coli, byly v primérné hodnoté 6,89 + 0,79 log KTJ/g a pocty bilych kolonii se
zelenym stiedem 6,72 + 1,06 log KTJ/g. Poéty bilych kolonii, umoziujici detekci
B-glukuronidaza negativnich E. coli a dal$ich koliformnich bakterii, byly v priméru 6,83 0,79
log KTJ/g. Celkové pocty kultivovatelnych anaerobnich bakterii dosahovaly mnozstvi
V praméru 9,93 + 0,97 log KTJ/g.

Z celkovych 255 jednotlivych izolovanych bakteridlnich kolonii bylo 203 izolath
charakterizovdno na trovenn druhu pomoci MALDI-TOF MS. Nejcast¢jsimi detekovanymi
bifidobakterialnimi druhy byly B. breve, B. longum a B. dentium. Jako nejéastéji detekované
druhy laktobacila byly detekovany Lactobacillus fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri. Dale
byly velmi ¢asto identifikovany i koliformni bakterie, konkrétné E. coli, Enterococcus faecalis,
Citrobacter freundii. Ze vSech izolovanych kment bylo vybrano 98, které byly nasledné
ulozeny do sbirky mikroorganismit KMVD CZU v Praze.

Klic¢ova slova: Mikrobiom, kultivace, Bifidobacterium, MALDI-TOF MS, kojenec



Bifidobacteria in the gut microbiota of infants

Summary

The infant gut microbiota is established from birth and is shaped during the first years
of life. Bacterial colonization depends on many factors, including the type of delivery and the
type of nutrition the baby receives. Bifidobacteria are part of the gut microbiota, the amount
of which varies depending on age and health condition. They also play an important role in
maintaining and supporting human health and can use a diverse range of carbohydrates. The
ability of bifidobacteria to metabolise specific carbohydrates is mostly species and strain
dependent. Typically, the infant species, Bifidobacterium longum subsp. longum, B. longum
subsp. infantis, B. bifidum or B. breve, break down human milk oligosaccharides (HMO)
and use them as a source of energy. The ability to metabolize HMO contributes to their
dominant role in the gut microbiota of infants.

The aim of the practical part of the bachelor thesis was the culture determination of the
number of bifidobacteria, lactobacilli and Escherichia coli present in faecal samples of breast-
fed infant donors without obvious health problems, using selective cultivation media. Another
goal was to identify the individual detected strains of bifidobacteria and other bacterial
commensals isolated from these media using the MALDI-TOF mass spectrophotometry and,
based on the results obtained, to select the strains for their subsequent storage in the bacterial
strain collection of the Department of Microbiology, Nutrition and Dietetics (KMVD) CZU
Prague.

Bifidobacteria reached high cultivation counts in all infant faecal samples tested. The
average count of bifidobacteria in WSP-MUP medium was 8.72 + 1.75 log CFU/g and in WSP-
NORF medium 8.78 + 1.55 log CFU/g. The cultivation counts of lactobacilli were 7.14 + 1.73
log CFU/g. E. coli counts were determined on TBX medium, on which colonies of three
different culture characters were detected. The counts of green colonies, i.e. B-glucuronidase
positive E. coli, averaged 6.89 + 0.79 log CFU/g and the counts of white colonies with a green
centre averaged 6.72 = 1.06 log KTJ/g. The numbers of white colonies allowing detection of -
glucuronidase negative E. coli and other coliforms averaged 6.83 + 0.79 log CFU/g. Total
counts of culturable anaerobic bacteria averaged 9.93 + 0.97 log CFU/g.

From a total of 255 individual bacterial colonies isolated, 203 isolates were characterized
to species level by MALDI-TOF MS. The most common bifidobacterial species detected were
B. breve, B. longum and B. dentium. The most frequently detected lactobacillio species were
Lactobacillus fermentum, L. rhamnosus, and L. gasseri. Furthermore, coliform bacteria were
also very frequently identified, namely E. coli, Enterococcus faecalis, Citrobacter freundii.
From all isolated strains, 98 were selected and subsequently deposited in the strain collection
of microorganisms of KMVD CZU Prague.

Keywords: Microbiome, cultivation, Bifidobacterium, MALDI-TOF MS, infant
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1 Uvod

Soucasna védecka literatura identifikuje détskou stievni mikrobiotu jako mnohostranny
organ ovliviyjici fadu aspekt zdravi a vyvoje hostitele. Jednim z nejrozsifengjSich,
nejhojnéjsich a nejzkoumanéjsich mikrobidlnich taxont v lidském kojeneckém stfevé je rod
Bifidobacterium, a to diky prospé$nym aktivitam, které prinasi svému hostiteli (Turroni et al.
2022). Bifidobacterium spp. tvoti 60—70 % stfevnich mikrobu kojenct a ptiblizné 10-15 %
sttevnich mikrobt dospélych (Li et al. 2024). Urcité kmeny bifidobakterii jsou vyuzivany
pfi podpoie Iécby rtiznych onemocnéni jako probiotikum a jsou zatfazovany jako latky
podporujici  zdravi do velkého mnozstvi doplikti stravy a funkénich potravin
(Marcos-Fernandez et al. 2023).

Kojeni je spojeno s vyznamnymi zdravotnimi ptinosy pro kojence. Krom¢ zékladnich Zivin
a bioaktivnich sloZek obsahuje matefské mléko také rozmanitou Skalu mikrobi, které jsou
dalezit¢é pro udrZeni zdravi mlécné zlazy a kojence. Mikrobidlni kolonizace kojencti
se po narozeni rychle zvySuje a matefska mikrobiota je hlavnim zdrojem pro mikrobiotu
kojencli. Vyznam matei'ské mikrobioty podtrhuji rozdily ve stfevni mikrobioté mezi kojenymi
détmi a détmi krmenymi umélou vyzivou (Zimmermann & Curtis 2020). Stfevni mikrobiota
kojenych déti je méné rozmanita, ale obsahuje vyssi mnozstvi druhlt bifidobakterii, véetné
B. breve, B. bifidum a zejména B. longum, pficemz tyto druhy byvaji v kojeneckém stievé
nejhojnéjsi a jsou schopny prospivat na HMO (Derrien et al. 2019).

V této bakalarské préci jsou shrnuty informace o stievni mikrobiot¢ kojenct se zaméienim
na bifidobakterie a faktory ovliviiujici jejich vyskyt. Dale je zde popsano kultiva¢ni stanoveni
bifidobakterii ze stolice kojeneckych darcti a identifikace jednotlivych ziskanych izolath
pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.



2 Hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza

Bifidobakterie jsou zdravi prospésné mikroorganismy, které kolonizuji nejen lidsky
gastrointestinalni trakt a jsou spojovany s piiznivymi ucinky pti podpote zdravi svého hostitele.
Ve stievni mikrobioté kojencti jsou bifidobakterie dominantni slozkou. Ptredpokladame,
ze v testovanych vzorcich stolic kojencti budou hojné detekovany typicky kojenecké druhy
bifidobakterii.

2.2 Cil prace

Cilem této prace bylo vytvofeni prehledné literarni reSerSe na zdklad¢ aktualnich
védeckych poznatkii o dynamicky se rozvijejicim rodu Bifidobacterium. Dalsim cilem bylo
stanovit kultiva¢ni pocty bifidobakterii ve stfevni mikrobioté kojenct, izolace a identifikace
jednotlivych detekovanych kmeni bifidobakterii, jejich selekce, nasledné uloZeni a rozsiteni
do sbirky bifidobakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemédélské univerzity
v Praze pro jejich dalsi testovani.



3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiota kojence

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) predstavuje jedno z nejvétSich rozhrani
(250-400 m?) mezi hostitelem, faktory prostfedi a antigeny v lidském téle. Soubor bakteri,
archei a eukaryi osidlujicich travici trakt se oznacuje jako stievni mikrobiota, kterd se po tisice
let spolecné s hostitelem vyvijela a vytvorila slozity a vzajemné prospéSny vztah. Pocet
mikroorganismi obyvajicich travici trakt se odhaduje na vice nez 10 bunék (Gill et al. 2006).
Mikrobiota ptredstavuje celou populaci mikroorganismi, ktera osidluje urcité misto a zahrnuje
nejen bakterie, ale také dal$i mikroby. Casto vyskytujici se pojem mikrobiom poté znamena
genomicky obsah mikroorganismii obyvajici GIT. V lidském gastrointestindlnim traktu
se nachazi slozitd a dynamickd populace téchto mikroorganismt, kterd ma vyrazny vliv
na hostitele béhem jeho Zivota, podili se na udrzeni homeostéze a ovliviiuje propuknuti a priib¢h
nemoci (Fanaro et al. 2003).

Stievni  mikrobiota se sklada zautochtonnich (ptvodnich) mikroorganismi
a alochtonnich (pfechodnych) mikroorganismd, které jsou ziskany z prostfedi. V tomto ohledu
jsou za €leny stievni mikrobioty povazovany pouze relativné malé pocty oportunnich patogend,
které nerusené piebyvaji v ramci stievni mikrobioty hostitele a ptfedstavuji zdravotni riziko
pouze v piipad¢ naruSeni stievniho ekosystému a homeostazy stfevni mikrobioty (Ventura
et al., 2009). Utvafeni stfevni mikrobialni populace je komplexnim procesem, ktery je
ovliviiovan interakcemi mezi mikroby, hostitelem, vnéj$imi a vniténimi faktory (Fanaro et al.
2003). SloZeni gastrointestinalni mikrobioty mize byt ovlivnéno fadou parametr prostiedi,
jako je pH, hladina kysliku/redoxni stav, dostupnost Zivin, aktivita vody a teplota, coZ umoziuje
riznym populacim prosperovat a vyvijet razné aktivity pii interakci s prostiedim, vcetné
prostiedi lidského hostitele. Duleziti a rozmaniti ¢lenové lidské sttevni mikrobioty hraji
kli¢ovou ulohu v udrzovani lidského zdravi (Relman 2012).

Strevni mikrobiota dospélych osob se stratifikuje do skupin oznaCovanych
jako enterotypy, konkrétné Bacteroides, Prevotella a Ruminococcus (Arumugam et al., 2011)
a vyviji se ve tfech odlisnych fazich na zakladé dynamiky Ctyf nejpocetnéjSich zakladnich
kmend osidlujicich gastrointestindlni trakt (Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria a Verrucomicrobia) a zmén v alfa-diverzité. Kmeny Bacteroidetes, Firmicutes
piedstavuji vice nez 90 % relativniho zastoupeni stievniho mikrobiomu a hraji kliCovou roli
pfi udrZzovani vnitfniho prostfedi vrovnovaze. Zbylych 10 % tvofi Actinobacteria
a Proteobacteria. Vyvojova faze (mésice 3—14), ve které se postupné dynamicky méni zminéné
bakterialni kmeny a jejich alfa-diverzita, ptrechodna faze (mésice 15-30), ve které se dale
vyvijeji zejména Bacteroidetes a Proteobacteria a jejich alfa-diverzita se dale méni a stabilni
faze, ve které se pritomné fyly a alfa-diverzita jiz neméni. Ve vyvojové fazi dominuji
Bifidobacterium spp. a stabilni faze se vyznacuje vyssi bakterialni diverzitou a pfevahou kmene
Firmicutes (Segata et al. 2012).

Na utvafeni lidské mikrobidlni mikrobioty v détstvi se podili vice faktorh. Strava
je nicméné povazovana za jeden z hlavnich faktorG nejen pii utvafeni stfevni mikrobioty,
ale také za vyznamny faktor mikrobiotu ovliviujici v pribéhu celého zivota (Thursby & Juge
2017). Lidska stievni mikrobiota v raném véku moduluje rizikové faktory souvisejici s ur¢itymi
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zdravotnimi stavy v dospélosti (Milani et al. 2017). Zmény a odchylky ve sloZeni stievni
mikrobioty béhem novorozeneckého a kojeneckého obdobi jsou spojovany s détskymi
poruchami a vznikem onemocnéni v pozdéj$Sim veéku. Zaklad stabilni stfevni mikrobioty
dospé€lého clovéka je vytvoren jiz v kojeneckém véku (Rautava et al. 2012).

3.1.1 SlozZeni stfevni mikrobioty

Zdravy plod je bez mikrobidlnich organismi, ale béhem porodu a po ném se vnéjsi
povrch téla novorozence a jeho gastrointestinalni trakt rychle kolonizuje znaénym mnozstvim
mikroorganismi, které bé&hem nékolika hodin az dnii dosahuji >108 mikroorganismil na gram
stolice a v priibéhu tydni az mésict se poté zvysuje na 1011-10'2 mikroorganismi na gram
stolice, coZ je srovnatelné s mikrobialni hustotou zjisténou ve stieveé dospélého cloveka (Blaser
et al. 2021). Vyvoj mikrobioty aZ po narozeni zpochybiuje pouze omezeny pocet studii, v nichz
byly molekularné-genetickymi metodami mikroby zjistény v déloznich tkanich, jako je
placenta (Thursby & Juge 2017).

V pritbéhu prvniho roku Zivota se gastrointestinalni trakt clov€ka postupné vyviji
v komplexni mikrobialni spole¢enstvi. Mikrobialni diverzita se zvySuje a sloZzeni mikrobioty
konverguje Kk vyraznému mikrobidlnimu profilu podobnému dospélému cEloveku. Toto
spoleCenstvi oznaCované jako stievni mikrobiota interaguje S nasim stfevnim epitelem,
imunitnim a nervovym systémem a ovliviluje na§ metabolismus (Laursen 2021). Kolem
2,5 roku veéku se slozeni, rozmanitost a funkéni schopnosti kojenecké mikrobioty podobaji
mikrobioté dospélych (Thursby & Juge 2017).

Hlavni pocateéni mikroorganismy izolované ze stolice novorozencu jsou obvykle
fakultativné anaerobni bakterie, jako jsou bakterie mlé¢ného kvaSeni (naptiklad rody
Streptococcus, Enterococcus a Lactobacillus), E. coli a dalsi enterobakterie, stafylokoky
a streptokoky (Ouwehand et al. 2002). Jejich podil se béhem nékolika dni az tydnt rychle
snizuje a ve stfevni mikrobioté kojenych déti poté zacinaji prevladat anaerobni bakterie,
zejména z Celedi Bifidobacteriaceae podporované mateiskym mlékem (Fanaro et al. 2003).
Tyto mikroorganismy méni ptivodné acrobni travici trakt na striktné anaerobni prosttedi, které
je vhodné pro pozdéjsi kolonizaci dal§imi obligatné anaerobnimi mikroorganismy. Ve stolici
se poté kromé bifidobakterii objevuji i klostridie a Bacteroides spp. (Del Chierico et al., 2015).
Béhem vyvoje stfevni mikrobioty v kojeneckém a raném détském véku do ni pfibyvaji dalsi
aerobni bakterialni Celedi, jako jsou Lachnospiraceae a Ruminococcaceae (Obrazek 1).
V raném véku je stfevni mikrobiota nestabilni a méné odolna vii¢i zménam ve srovnani
se stievni mikrobiotou dospélych. Alfa diverzita stievni mikrobioty se v zavislosti na véku
jedince zvysuje az do véku kolem 3-5 let, kdy se ustali stabilni mikrobiota podobna té dospé&lé.
Tento jev je vysledkem individudlni expozice rlznym environmentdlnim zdrojim
mikroorganismil. AvSak tyto rozdily se postupné zmen3uji, kdyz selektivni faktory, jako je
strava, zacinaji sjednocovat sloZzeni mikrobioty (Valles et al. 2014).
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Rozmanrtost mikrobioty

Relativni cetnost

2 3 4+
a rok b k
Obrazek 1:Vyvoj stievni mikrobioty v raném veéku Primeérné slozeni stfevni mikrobioty s vékem, které ukazuje
a-Vyvoj diverzity stfevni mikrobioty s vékem relativni Cetnost hlavnich mikrobidlnich rodi (Laursen 2021)

b-Vyvoj sttevni mikrobioty v raném véku

V urcitém obdobi kojeneckého véku jiz mlé¢na vyziva nestaci pokryt nutricni potieby
ditéte. Proto je nutné vedle mlécné vyzivy prikrmovat dalSimi potravinami. Obdobi piechodu
od vylucné mlécné vyzivy k prikrmiim Se oznacuje jako komplementarni vyziva a obvykle
zahrnuje vék 6-24 mésict (Milani et al. 2017). Postupné ukoncovani mlééné vyzivy a progrese
v ptikrmovani, charakterizované zvySenym piijmem vlakniny a novych zdroji bilkovin, vede
k dalsi diverzifikaci a vyzravani mikrobialniho spoleCenstva ve stfeve, stejné jako k rozsiteni
bakterialnich produktt sacharolytického a proteolytického metabolismu. Timto procesem dojde
K posunu stievni mikrobioty a metabolismu k rozmanitéjsimu spolecenstvu podobnému
dospélému se zvySenym vyskytem bakterialnich taxoni, jako jsou Bacteroides, Roseburia,
Bifidobacterium, Fecalibacterium a Enterobacteriaceae. Tyto bakterie produkuji mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), a to konkrétné zejména butyrat, propionat a acetat, které
jsou bohatym zdrojem energie pro hostitele (Macfarlane & Macfarlane, 2003).

Kojeni udrzuje stfevni mikrobiotu ve stavu nizké diverzity. Vzhledem k obsahu
oligosacharidi matetského mléka, dochazi k podpofe rustu specifickych druht bifidobakterii,
kterou jsou proto dominantné zastoupenym rodem bakterii ve stievni mikrobioté kojencti. Maji
totiz sacharolyticky typ metabolismu, ktery nékterym kmeniim umoznuje pravée jejich utilizaci,
¢imzZ jim zajist'uje konkuren¢ni vyhodu ve stfevni mikrobioté. Vyprodukované metabolity poté
maji vyznamné fyziologické uc€inky, které mohou pfispivat k ochrané pted fadou infekcnich
a imunitnich onemocnénich (Lozupone et al., 2012).

3.1.2 Funkce stievni mikrobioty

Jak jiz bylo uvedeno, stfevni mikrobiota nese vyznamnou funk¢ni roli pfi udrZzovani
stfevniho zdravi a lidského zdravi jako celku (Jandhyala et al. 2015). Udrzuje symbioticky
vztah se stievni sliznici a u zdravého jedince vykonava dillezité metabolické, imunologické
a stfevni ochranné funkce, které ovliviiuji fyziologii stfeva i celého systému. Dale také vyuZziva
ziviny ze sloZek nestravené diety hostitele a z bunck stfevniho epitelu, coz ji umoznuje plnit
rozsahlé metabolické tkoly a vykazuje vysokou schopnost adaptace a plasticity ve své funkci
(Ouwehand et al. 2002). Mikrobiota traviciho traktu ma také zasadni vyznam pro syntézu
zakladnich vitamint, které si hostitel nedokaze sam vyrobit a jsou tedy pro n¢ho esencialni.
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Naprtiklad bakterie mlééného kvaseni jsou klicovymi mikroorganismy pro produkci vitaminu
B12. Mezi dalsi vitaminy, které stfevni mikrobiota prokazatelné¢ syntetizuje patii vitamin K,
riboflavin, biotin, kyselina nikotinova, kyselina panthotenova, pyridoxin a thiamin (LeBlanc
et al. 2013). Stfevni mikrobita také mize metabolizovat zlucové kyseliny, které nejsou
reabsorbovany pro biotransformaci na sekundarni zlu¢ové kyseliny (Staley et al. 2017).

Bifidobakterie obyvajici stievo kojenct se podileji na produkci nékterych metabolitd,
které zprostfedkovavaji komunikaci mezi sttevem a mozkem a jsou dulezité pro neurologicky
vyvoj. Mezi né patii tryptofan (esencidlni aminokyselina, pfitomna v bilkovinach) a odvozené
metabolity, které jsou dulezité pro stievni a systémovou homeostdzu a maji pozitivni vliv
na neurologické funkce (Saturio et al. 2021b). Pievazujici druhy bifidobakterii v détském stfevé
jsou schopny produkovat kyselinu indol-3-mlé¢nou (ILA), metabolit odvozeny od tryptofanu
a zejména bifidobakterie z détského stfeva produkuji vice ILA nez bifidobakterie pfitomné
ve stteveé dospélého Cloveka (Ehrlich et al., 2020).

3.1.3 Eubio6za a dysbiéza stirevni mikrobioty u kojenci

Vyvoj mikrobioty traviciho traktu v prvnim roce zivota je uzce spojen s piipadnou
pozdéjsi nachylnosti k tfadé onemocnéni (Thursby & Juge, 2017). Eubidza piedstavuje
harmonicky stav, kdy mikrobialni spolecenstvi funguje v mezidruhové rovnovaze. EXxistuje
vSak moznost, Ze mechanismy pro udrzovani stfevniho zdravi budou naruseny v disledku
zménéného mikrobidlniho slozeni, tzv. dysbiozy, ktera je Casto doprovdzena pfemnozenim
potencialné patogennich bakterii nebo mikroskopickych hub ve spojeni s vyraznou ztratou
mikrobialni diverzity nebo klicovych funk¢nich skupin, doprovazenou zéanétlivou reakci
hostitele, a tedy pfispénim k rozvoji onemocnéni (Manichanh et al., 2006). Dysbidza je obvykle
spojena se Skodlivymi G¢inky na celkové zdravi organismu a mize mit dlouhodobé dasledky
vedouci k porucham nebo onemocnénim, vcetné obezity, diabetu, alergickych onemocnénich,
rakoviny tlustého stieva a zanétlivych stfevnich onemocnéni (Penders et al., 2007).

Nekteré studie prokazaly, ze u kojenct 1éCenych antibiotiky i po kratkou dobu dochazi
ke zmén¢ jejich bakterialniho profilu. Tento proces je charakterizovan snizenim biodiverzity
mikroorganismill. Soucasn¢ se zvySuje mnozstvi bakterii, které mohou byt potencialné skodlivé
a odolné viici antibiotikiim a dochézi ke snizeni poctu bakterii, které by mohly byt prospésné,
jako jsou bifidobakterie a laktobacily. Tyto ¢asné dysbidzy se projevuji i po nékolika tydnech
od podani antibiotik, coZ naznacuje mozné dlouhodobé disledky dysbidzy spojené s Casnym
uzivanim antibiotik (Gibson et al., 2015).

3.2 Bifidobakterie

Tissier na pocatku 20. stoleti (1900) jako prvni informoval o izolaci druhu
Bifidobacterium (tehdy pod nazvem Bacillus bifidus communis) ze stolice kojeného ditéte.
Pozdé&ji byly zafazeny do Celedi Lactobacillaceae (Lactobacillus bifidum) a to az do roku 1924,
kdy se objevily na seznamu L. bifidum byl Orla-Jensenem pieklasifikovan do nového rodu
Bifidobacterium. Bifidobakterie jsou striktné¢ anaerobni, i kdyz nékteré druhy, konkrétné
B. indicum a B. asteroides, snaseji mirné mnozstvi kysliku (Tanaka et al. 2018). Jsou
grampozitivni, heterofermentativni, nepohyblivé, nesporulujici a nevldknité polymorfni
tyCinkovité bakterie s vysokym obsahem G+C (0od 42 do 67 mol% guaninu a cytosinu) ve svych
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DNA bazich. Buiky bifidobakterii jsou charakteristické svym nepravidelnym tvarem razné
dlouhych tycinek, které mohou byt kratké (Obrazek 2), zakiivené, valcovité se zaoblenym
koncem nebo maji nepravidelny tvar pfipominajici pismena V nebo Y (Obrazek 3).

Obréazek 3: Pravidelné tydinky - B. breve, Obrazek 2: Tycinky ve tvaru Y - B. dentium,
vzorek 8 (J. Haskova) vzorek 9 (J. Haskova)

Vétsina lidskych kmenti bifidobakterii roste pii optimalni teplot¢ 36-38 °C.
Bifidobakterie jsou mikrobi tolerantni ke kyselinam a jejich optimalni pH pro rust je 67 (Leahy
et al. 2005). Bifidobakterie produkuji kyselinu mlécnou jako jeden ze svych konec¢nych
produktii fermentace, stejné jako vyznamné mnozstvi kyseliny octové (Pokusaeva et al., 2011).

Mezi jiz jmenované nejdominantnéjSi fyly osidlujici stfevni mikrobiotu dospélého
Clovéka patifi Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes a Bacteroidetes, pfiCemz vyrazné
mensi zastoupeni ma Actinobacteria (do néhoZz patti rod Bifidobacterium) a Proteobacteria.
U dospélych Jsou tyto fyly v rozporu s mikrobialnim slozenim pozorovanym v kojeneckém
véku, kde jsou Bifidobacterium spp. vyznamné hojnéjsi (Stuivenberg et al. 2022). Rod
Bifidobacterium tedy zastava nejvyznamnéjsi mikrobialni ¢leny ve stfevé zdravych, kojenych
déti. Toto nadmérné zastoupeni v raném stfevnim prostiedi potvrzuje jejich vyznamnou roli
Vv kojeneckém vyvoji popsanym vyse (Béackhed et al., 2015).

K roku 2021 zahrnuje rod Bifidobacterium 94 uznanych (pod)druht; vét$ina z nich jsou
bézni obyvatelé gastrointestinalniho traktu lidi a zvitat (Alessandri et al. 2021). Mezi druhy,
které se nejcastéji vyskytuji u lidi patii B. adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve,
B. dentium, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. longum a B. pseudolongum, zatimco
B. animalis subsp. lactis je druh, ktery je Cast&ji obsazen ve fermentovanych a funkénich
potravinach, a také v doplncich stravy. Zajimavé je, ze nekteré druhy, jako B. adolescentis,
B. pseudocatenulatum nebo B. catenulatum, jsou hojnéji zastoupeny u dospélych. B. bifidum
nebo B. breve, jsou pocetnéjsi u kojenct, pficemz B. longum je druh nejrozsifenéjsi v pribéhu
celého Zzivota napfi¢ riznymi veky hostiteld (Saturio et al., 2021). B. bifidum, B. breve
burky pfed toxiny. Jednotlivé druhové rozlozeni zavisi na faktorech prostiedi, véku hostitele
a lokalizaci ve sttevech (Fujimura et al. 2010).

3.2.1 Taxonomie bifidobakterii

Rod Bifidobacterium patii do phylum Actinobacteria, tifidy Actinobacteria, tadu
Bifidobacteriales a celedi Bifidobacteriaceae. Fylogenomika Bifidobacterium odhalila
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relativné méné pripada ztraty gent predkl a vice pfipadl ziskani gentt béhem evolu¢niho
vyvoje tohoto rodu (Li et al. 2024). Standardnimi technikami pro identifikaci a typizaci
bifidobakterii jsou analyzy zalozené na sekvenovani DNA. Druhy patiici do rodu
Bifidobacterium sdileji vysokou podobnost sekvenci 16S rRNA a tvoii koherentni
fylogenetickou jednotku (Hidalgo-Cantabrana et al., 2017).

V roce 2002 byl zvefejnén prvni bifidobakterialni genom z kmene B. longum.
Od té doby se pocet vetejné dostupnych bifidobakterialnich genomu neustale zvysuje (Bottacini
et al. 2014). Nedavna fylogeneticka analyza bifidobakterii ukazala, Ze v ramci rodu
Bifidobacterium existuje deset dil¢ich fylogenetickych skupin: B. adolescentis, B. asteroides,
B. boum, B. bombi, B. longum, B. bifidum, B. pseudolongum, B. pullorum, B. psychraerophilum
a B. tissieri. Tyto skupiny ¢astecné koreluji s ekologickymi nikami, z nichz byly reprezentativni
druhy izolovany, pficemz napiiklad pfislusnici skupiny B. asteroides jsou béZznymi obyvateli
mikrobioty hmyzu a pftislusnici skupiny B. pullorum jsou charakteristicti pro ptaky
(Milani et al., 2015).

B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. adolescentis, B. longum, B. breve, B. bifidum,
B. animalis a B. dentium patii k popsanym druhtim bifidobakterii osidlujicich gastrointestinalni
trakt clovéka, které jsou bézné detekovany ve vzorcich stolice (Delgado et al., 2006).

3.2.1.1 Typicky kojenecké druhy

Celkové mnozstvi bifidobakterii a zastoupeni jednotlivych druhli v kojeneckém streve
se li§i vramci jedinct. Casteénym diivodem je ziejmé jejich rozmanita genova vybava.
Bifidobacterium spp. také vykazuji jak mezikmenové, tak vnitrokmenové rozdily
v metabolickych a fermentacnich funkcich (Stuivenberg et al., 2022). Schopnost druha
Bifidobacterium rozkladat sacharidy ovliviiuje jejich ptitomnost a podil na sloZeni mikrobioty.
Ptevaha bifidobakterii ve stievni mikrobioté (kojenych) déti se prisuzuje schopnosti nékterych
bifidobakterialnich druht vyuzivat HMO (Bottacini et al., 2014).

Na Univerzité¢ v Parmé v Italii byla v roce 2012 provedena analyza jedenacti vzorkl
stolice odebranych od zdravych kojenci rizného geografického ptvodu (Italie, Spanélsko
nebo Irsko), typu vyzivy (matetské mléko nebo uméld vyziva) a zptisobu porodu (vaginalni
nebo porod cisaiskym fezem). SloZeni fekalni mikrobioty ziskané ze souboru 11 vzorkl
bylo analyzovano sekvenovanim oblasti V6 a V8 regiont genu 16S rRNA (Sakanaka et al.
2020). Nejpocetnéji zastoupenou tiidou ve vzorcich kojenecké stolice byly Bifidobacteriales
s 80,6% zastoupenim, druhou a tfeti nejpocetnéjsi téidou byly Lactobacillales s 7,2 %
a Clostridiales s3,1 % zastoupenim. Dominantnimi bifidobakterialnimi druhy zjisténymi
ve zkoumanych vzorcich kojenecké stolice byly B. longum s 56,2 % a B. bifidum s 10,7 %, dale
také B. adolescentis, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum aj. (Obrazek 4) (Turroni et al.,
2012). Dominance B. longum a B. bifidum ve stfevni mikrobioté kojencii odpovida jejich
schopnosti vyuzivat oligosacharidy pochazejici od hostitele (mucin a HMO) (Bottacini et al.,
2014).
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Obrazek 4: Souhrnné slozeni mikrobioty na urovni rodu
Bifidobacterium u analyzovanych kojencu (Turroni et al., 2012).

3.2.2 Metabolismus sacharidua

Bifidobakterie jsou sacharolytické mikroorganismy, které hraji dualezitou roli
pii fermentaci sacharidt v tlustém stievé (Saturio et al., 2021). Bifidobakteric vyznamné
piispivaji také k metabolismu svého hostitele rozkladem rostlinnych sacharidi pochazejicich
ze stravy (Skrob, pektiny, celuldza, fruktany, glukany), které jsou schopny vyuzivat jako zdroj
uhliku, a sacharidi dodanych hostitelem, tzv. hostitelskych glykant, konkrétné mucinti a HMO,
které hraji klicovou "prebiotickou" roli podporujici riist prospéSnych bakterii a vytvoieni
zédouci stfevni mikrobioty v raném véku. HMO jsou komplexni sacharidy, které se hojné
vyskytuji v matefském mléce (Thomson et al. 2018). HMO se skladaji z péti
monosacharidovych stavebnich kament: glukozy (Glc), galaktozy (Gal), N-acetylglukosaminu
(GIcNAc), fukézy (Fuc) a kyseliny sialové N-acetyl-neuraminové (Neu5Ac). Kombinaci téchto
stavebnich jednotek v definovanych glykosidickych vazbach vznika velké mnozstvi strukturné
odlisnych HMO (Milani et al. 2017), které jsou v matefském mléce pfitomny v koncentracich
10-15 g/l (Pokusaeva et al. 2011).

Obecné plati, Ze stfevni bakterie degraduji polymerni sacharidy na nizkomolekularni
oligosacharidy, které mohou byt nasledné¢ degradovany na monosacharidy pomoci Siroké skaly
enzymu degradujicich cukry (Garrido et al. 2013). Bifidobakterialni glykosidové hydrolazy
jsou a-galaktosidazy a [-galaktosidazy. p-galaktosidazy predstavuji nejrozsifenéjsi
prostudovanou skupinu bifidobakterialnich glykosylhydrolaz s transglykosylovou aktivitou,
kterou lze vyuzit k syntéze prebiotickych latek z laktozy, coZ jim umoZiiuje riist na mléce nebo
substratech odvozenych z mléka, veetné laktozy (Pokusaeva et al. 2011). V ptipadé
bifidobakterii se tyto monosacharidy pfeménuji na meziprodukt hexdézové fermentaéni drahy,
nazyvané také fruktdzo-6-fosfatovy shunt a nakonec se preménuji na SCFA a dalsi organické
slouc¢eniny. Hlavnim enzymem této drahy je fruktdza-6- fosfatfosfoketolaza (Garrido et al.
2013).
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Schopnost bifidobakterii metabolizovat konkrétni sacharidy je druhové a kmenové
zavisla. Typicky kojenecké druhy B. longum subsp. longum, B. longum subsp. infantis,
B. bifidum nebo B. breve, rozkladaji HMO a vyuzivaji je jako zdroj energie, zatimco B. longum
subsp. longum a jiné druhy bifidobakterii, které jsou spojovany s mikrobiotou dospélych
jedinct, se vyznacuji schopnosti fermentace zejména rostlinnych oligosacharidi a HMO
utilizovat nedokazi. B. bifidum je dokonce schopné metabolizovat ijiz zminény mucin
pochazejici z hostitele (Duranti et al. 2019). K degradaci mucinu dochazi postupné
S odstranovanim slozek monosacharidii, nikoliv s odstrafiovanim celé polysacharidové
struktury, coz vyzaduje mnozstvi enzymu s riznou glykosidickou specificnosti (Egan et al.,
2014). Rozklad mucinu malym poctem extracelularnich bakterii produkujicich glykosidazu
muze poskytovat nutriéni podporu jinym stfevnim bakteriim. Navazuje se tim zajimava
kooperace na bazi Zivin, kdy mikrobidlni druh uvoliuje hostitelské glykanové slozky, které jsou
nasledné¢ metabolizovany jinym bakteridlnim druhem (Turroni et al. 2022). Tento jev
je nazyvan cross-feeding (Egan et al., 2014).

3.2.3 Bifidobakterie p¥i podpore zdravi hostitele

Vyuziti funkénich potravin smétujicich k ordlnimu podavani prosp&snych bifidobakterii
(probiotik), a to samostatné nebo v kombinaci se substraty (prebiotiky), které podporuji rist
prosp&snych mikrobll ve stfevé, je zdkladem dietnich intervencnich strategii pro zménu
nebo zmirnéni stievni dysbidzy (Tojo et al. 2014). Jasnym piikladem nerovnovahy stievni
mikrobioty je dusledek aplikace antibiotik k 1é¢bé infekci, ktera jsou potiebna k likvidaci
patogenti. Tyto latky nicméné zaroven narusuji také symbionty obyvajici nase stievo. Tato
skutecnost spolu se zvySenou rezistenci vici antibiotikim zaznamenanou v poslednich letech
vede k zajmu o aplikaci prospésnych mikroorganismli neboli probiotik, kterd maji podpofit
1é¢bu infekci prostiednictvim obnoveni stievni homeostazy (Hidalgo-Cantabrana et al. 2017).
Probiotika byla definovana jako Zivé mikroorganismy, které pii podavani v priméreném
mnozstvi piinaseji hostiteli zdravotni prospéch. Historicky se vybér probiotik zakladal
na technologickych vlastnostech, v soucasné dob¢ vsak védecké poznatky ukazuji, Ze vybér
probiotik musi byt provadén racionalnim zptisobem, zamétenym na specifické cile a populace
(Arboleya et al., 2015).

B. animalis subsp. lactis se tradi¢n¢ a velmi Casto pouziva v probiotickych mléénych
vyrobcich a doplncich stravy. Rtizné druhy bifidobakterii (B. animalis subsp. lactis, B. bifidum
nebo B. longum subsp. infantis), vétSinou v kombinaci s druhy Streptococcus thermophilus
anebo Lactobacillus acidophilus, se ukazaly jako u¢inné v prevenci a 1é€bé prijma spojenych
s antibiotiky, stejné jako v prevenci nekrotizujici enterokolitidy (NEC) u déti (Tojo et al. 2014).

U piedcasné narozenych déti je vysoké riziko vzniku Zalude¢nich infekei v dusledku
nezralosti imunitniho systému, antibiotické lécby a opozdéné mikrobialni kolonizace.
Pro pfedCasné narozené déti jsou obvykle pouzivany probiotika obsahujici bakterie a v mensi
mife kvasinky, které jsou spojovany se zdravym vyvojem stiev a imunitni funkci (Alfaleh &
Anabrees 2014). Nejvice studované jsou bifidobakterie a laktobacily, dale S. thermophilus
a kvasinka Saccharomyces boulardii. Probiotické bakterie fermentuji nestravitelné sacharidy,
jako jsou HMO, které jsou hojné¢ obsazeny v matefském mléce, na finalni produkty SCFA,
které maji ptriznivé UCinky na zdravi stfev. Nékteré bifidobakterie jsou obzvlasté silnymi

17



producenty acetatu, ktery zlepsSuje funkci stfevni bariéry a snizuje pH stfevniho prostiedi,
coz jsou obecné atributy zdravého stfeva. Jiné komenzalové pak pfeméiiuji acetat a laktat
produkovany laktobacily a bifidobakteriemi na butyrat, ktery je zdrojem energie pro kolonocyty

c s v

a je povazovan za protizanétlivy (DeVeaux et al., 2023).
3.3 Faktory ovliviiujici vyskyt bifidobakterii

Vyvoj a stabilita stfevni mikrobioty z hlediska taxonomického slozeni a diverzity se 1i§i
podle ruznych faktord, jako je zpusob porodu, zpusob vyzivy jiz od prvnich dni, uzivani
antibiotik, prebioticka a probioticka suplementace a dalsi faktory prosttedi, které budou nize
detailnéji popsany.

3.3.1 Prenatalni vyvoj jedince

Po vice nez sto let byl plod povazovan za sterilni a kolonizace mikroorganismy Se tedy
piedpokladala az béhem porodu a po ném. Neddvné zpravy vSak naznacuji, ze jiz béhem zivota
plodu mize byt lidsky organismus vystaven jak patogennim, tak komenzalnim
mikroorganismim (Fujimura et al. 2010). Mikroorganismy v pupe¢nikové krvi, plodové vode¢,
placenté a fetalni membrané byly detekovany po rozvoji molekularnich technik a porodnické
gynekologie zaméfené na stanoveni sterility béhem té€hotenstvi. Doba potiebna pro kolonizaci
plodu nebyla piesné¢ odhadnuta, ale udaje naznacuji, ze roli hraje polykani plodové vody
plodem. Slozeni plodové vody se v priubéhu téhotenstvi méni a zahrnuje fetalni exkrety
a sekrety, hormony, rastové faktory, ale také bakteridlni buiniky a produkty jejich rozpadu
(DiGiulio et al. 2008). Dovednost polykat se rozviji kolem 10 tydna po oplodnéni. Teoreticky
by se bakterie mohly do téla plodu a plodovych tekutin pienaset krevnim fecistém anebo
vzestupem z pohlavniho kanalu. Presny mechanismus domnélého pfenosu neni piesné
stanoven, ale spekuluje se, Ze se na ném mohou podilet i imunitni buniky (Perez et al. 2007).
Pro kolonizaci plodu je rozhodujici zdravotni stav matky, jeji stravovaci navyky a dalsi faktory
prostiedi, jako je napft. vliv stresu prozitého v t€hotenstvi nebo prenatalni antibioticka terapie,
kdy byla zjisténa snizena diverzita stfevnich bakterii potomkii po 1é¢bé matek antibiotiky
(Fallani et al. 2010). Také byly provedeny nékteré studie, které hodnotily vliv prenatalné
podévanych probiotik na stfevni mikrobiotu jejich novorozencli, kdy bylo zjisténo,
ze Lactobacillus spp. byly ptitomny v placenté a ve stolici donoSenych novorozenct, jejichz
matky uzivaly probiotika béhem téhotenstvi (Rautava et al. 2012). Na druhou stranu nékteré
studie tyto zjisténi zpochybnuji a ptiklanéji se k mikrobialni kolonizaci az v prubéhu porodu
(Kim et al. 2009).

3.3.2  Vliv mateiské mikrobioty

Po mnoho let je zptsob porodu povazovan za jeden z nejdulezitéjSich faktoru,
které utvareji mikrobiotu nejen stieva, ale 1 dalSich mist osidlenych mikroorganismy, konkrétné
také kize, nosu, krku a ucha. Pfirozené narozeni novorozenci jsou kolonizovani bakteriemi
zijicimi v mat¢in€ pochvé a kone¢niku (Dominguez-Bello et al. 2010).

Porod cisafskym fezem v prostfedi operacniho silu zplsobuje opozdény kontakt
novorozence s matkou a opozdéné zahajeni kojeni. Tyto podminky vyznamné ovliviiuji
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kolonizaci novorozence a zpisobuji jeho osidleni primarné zejména nemocni¢ni mikrobiotou.
Naopak stfevni mikrobiota novorozencti narozenych pfirozenou cestou je podobna stievni
mikrobioté matky. V piipadé¢ novorozencl narozenych cisafskym fezem tento vztah zjistén
nebyl (Jakobsson et al. 2014). Soucasn¢ se piedpoklada, Ze vnéjsi perinatalni faktory, jako jsou
podminky na operacnim séale anebo zdravotni stav osob pecujicich o novorozence, mohou byt
pro proces kolonizace vyznamné&j$i nez samotny cisaisky fez. Zajimavé je, Ze se ukazalo, Ze je
velmi dulezité, zda byl cisaisky fez proveden elektivné, nebo zda mu piedchézel fyziologicky
zacatek porodu. Bylo zjisténo, ze druhy zplsob je spojen s vétsi podobnosti sttevni mikrobioty
ve srovnani s détmi narozenymi ptirozenou cestou. Naopak u déti narozenych prostiednictvim
elektivniho cisafského fezu se vzor sttevni mikrobioty vice podobal bakterialni mikrobioté kiize

matky (Chu et al. 2017) .
3.3.3  Zpusob porodu

Zpusob porodu ma vliv na poc¢atecni bakterialni osidleni, protoze bakterie, se kterymi
se dit¢ setkdva pii vaginalnim porodu, jsou velmi odliSné od bakterii, se kterymi se setkava pii
porodu cisafskym fezem. Déti narozené cisafskym fezem, jak jiz bylo zminéno, se setkavaji
pfedevsim s bakteriemi z jejich prosttedi, a to vzduchu a zdravotnického personalu. V této
situaci se prostfedi stava rozhodujicim zdrojem koloniza¢nich bakterii, pficemz v fad¢ studii
byla pozorovdna opozdénd kolonizace matetskymi bakteriemi. Ackoli se v priibéhu prvniho
roku zivota bakterialni profily stavaji podobné¢jSimi bez ohledu na zpiisob porodu, jejich rozdily
mohou pietrvavat po cely prvni rok Zivota (Butel et al. 2018).

U vagindlné¢ narozenych déti dochdzi ke kolonizaci stfeva novorozence zejména
mikroby asociovanymi s vaginou, jako jsou rody Lactobacillus a Prevotella. Naproti tomu
mikrobiota kojencti narozenych cisaiskym fezem je ochuzena a opozdénd v kolonizaci rody
Bifidobacterium a Bacteroides, ale je osidlena zejména rodem Clostridium (Dominguez-Bello
et al. 2010). Déti narozené cisafskym fezem jsou Castéji kolonizovany povrchovymi bakteriemi
kiaze, naptiklad rody Staphylococcus a Corynebacterium (Stuivenberg et al. 2022). Fekalni
mikrobiota 72 % vagindlné narozenych déti se podoba fekalni mikrobioté jejich matek, u déti
narozenych cisafskym fezem je toto procento snizeno na pouhych 41 % (Béckhed et al. 2015).

Zajimavou skupinou jsou piedCasné narozeni novorozenci, kteti vykazuji opozdénou
kolonizaci stfeva komenzalnimi anaerobnimi mikroby, jako jsou rody Bifidobacterium
a Bacteroides, pfiCemz jejich stolice naopak obsahuje vyrazné vy$§i mnozstvi
Enterobacteriaceae, Enterococcus spp. a dalsich (oportunnich) patogennich mikroorganismu
ve srovnani se stolici donosenych novorozenctu (Hill et al. 2017). Tito novorozenci jsou
oznacovani jako pred¢asné narozeni, pokud se narodi pted 37. tydnem t€hotenstvi (Escribano
et al. 2019). SlozZeni stfevni mikrobioty pfed¢asné narozenych déti poté souvisi se zvySenym
rizikem vzniku NEC nebo sepse (Cernada et al. 2016). Kromé toho se stievni mikrobiota
nedonoSenych déti 1isi nejen sloZzenim, ale i funkénosti. Hlavni SCFA produkované stfevni
mikrobiotou byly nalezeny v niZSich hladinach ve vzorcich stolice nedonoSenych déti nez
ve stolici déti donoSenych (Arboleya et al. 2016).
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3.3.4 Zpusoby vyZivy kojence

Zpisob vyzivy je dal§im vyznamnym faktorem, ktery urCuje Casnou mikrobidlni
kolonizaci, a tim ovliviluje slozeni stfevni mikrobioty novorozence a funkci traviciho traktu
(O’Sullivan et al. 2015). Kojen¢ déti si udrzuji trvalé mikrobialni rozdily, které jsou nezavislé
na zpusobu porodu, a to diky uc¢inkim HMO. Lidské mléko obsahuje mnohem §irsi skalu cukrti
nez ostatni mléka savcti. Az 8 % jeho kalorické hodnoty je poskytovano ve formé
nestravitelnych HMO (Zimmermann et al. 2019).

3.3.4.1 Materské mléko

Matetské mléko je povazovano za pifirozeny a optimalni zplisob vyzivy novorozence.
Jeho slozeni se piedpoklada, Ze se evoluci utvofil vyhradné pro tento ucel. Mateiské mléko je
komplexni potrava bohatd na laktdézu, mastné kyseliny a bilkoviny, které kojenci pfimo
dodévaji energii. Podle WHO se vylu¢né kojeni doporucuje po dobu Sesti mésicti a nékteré
zdravotni piinosy lze pozorovat u kojencii kojenych do jednoho roku véku (Thomson et al.
2018). Krome toho, ze poskytuje klicové Ziviny, které jsou nezbytné pro spravny rust a vyvoj,
matetské mléko také obsahuje Sirokou Skalu bioaktivnich latek a imunitnich buné¢k, které maji
protizanétlivé, protiinfekéni a probiotické ucinky. Patii mezi né naptiklad imunoglobulin A,
lysozym, laktoferin, alfa-laktalbumin, komplexni lipidy, volné oligosacharidy a dalsi
glykokonjugaty. Matefské mléko navic obsahuje asi 10° bakterialnich bungk/l a prebiotické
oligosacharidy, které podporuji mnozZeni probiotickych mikroorganismi, jako jsou
Bifidobacterium spp. a Lactobacillus spp. (Al-Rashidi 2022). Kojeni je spojeno se zna¢nymi
zdravotnimi vyhodami, véetné ochrany kojence pted prijmem, NEC, respiraénimi infekcemi
(vCetn¢ akutniho zanétu stfedniho ucha), ustni kandidozou, enterovirovou infekci, atopickou
dermatitidou, obezitou a alergickymi onemocnénimi. Tyto vyhody jsou dulezité zejména pro
kojence se zvySenou nachylnosti, jako jsou pred¢asné¢ narozené nebo nemocné deti
(Zimmermann & Curtis, 2020).

Vyhradné kojeni kojenci maji nizsi diverzitu stievni mikrobioty s vySSim relativnim
zastoupenim bakterii rodt Bifidobacterium (a vy$S§im poctem riznych druhti bifidobakterii),
Staphylococcus a Streptococcus. Kojeni matetskym mlékem selektuje specifické druhy
Bifidobacterium, kdy n€které z nich rozkladaji HMO a vyrazné¢ dominuji stievnimu ekosystému
a produkuji SCFA, které¢ snizuji stfevni pH a vytvareji tak prostiedi neptatelské pro patogenni
bakterie. Pisobi protizanétlive, chrani stievni epitel a reguluji imunitni systém. Tyto vlastnosti
mohou mit za nasledek redukované riziko infekénich a imunitnich onemocnéni u kojenci,
u kterych se tyto druhy vyskytuji (Al-Rashidi 2022).

3.3.4.2 Nahradni kojenecka vyZiva

Krmeni kojenct umélou vyzivou, zejména kojeneckymi formulemi, ma také prokazatelny vliv
na sloZeni stievni mikrobioty s niz§im zastoupenim druhd Bifidobacterium. Tyto formule mayji
nedostateCny obsah prebiotickych oligosacharidii (konkrétné HMO) a Casto obsahuji vyssi
mnozstvi bilkovin. A¢koli je mnoho vyrobkl kojenecké vyzivy doplnéno fruktooligosacharidy
anebo galaktooligosacharidy, nejsou selektivni, protoze je miize vyuzit nejen vétsina druhti
Bifidobacterium (vcetné B. adolescentis, ktery je typicka pro dospé€lé jedince), ale navic mohou
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také stimulovat riast dal$ich mikroorganismu, jako jsou rody Lactobacillus, Streptococcus
a Bacteroides (Akiyama et al. 2015). V dusledku toho dochazi k vytvofeni rozmanitéjsi stfevni
mikrobioty. Kojenci krmeni formuli jsou také Castéji kolonizovani oportunnimi patogennimi
a toxiny produkujicimi druhy bakterii a vykazuji ve stfevé prevazné proteolyticky namisto
sacharolytického metabolismu, coz mize mit vliv na riziko infekénich, ale i metabolickych
a imunitnich onemocnéni. Nedostatecné vyzravani stfevni mikrobioty podporované stravou
béhem piikrmovani je spojeno se Spatnym rustem a neurologickym, kostnim a imunitnim
vyvojem (Przyrembel 2012). Umélé mléko podporuje také mnozeni stievnich enterobakterii
a enterokokti. U kojencti krmenych umélou vyzivou maji ve stievni mikrobioté vyssi relativni
zastoupeni rody Bacteroides, Clostridium (C. difficile a C. perfringens) a Enterocococcus,
a Celedi Lachnospiraceae a Enterobacteriaceae (napi. E. coli) a dalsi. S postupnym rtstem
kojenct a prechodem na pevnou stravu, se zvySuje rozmanitost jejich stfevni mikrobioty a stava
se podobnéjsi mikrobioté dospélych (Zimmermann & Curtis, 2020).

3.3.5 Vlivy vnitiniho a vnéjsiho prostiedi

Proces mikrobialni kolonizace u kojenci muize ovliviiovat fada faktort (vniténich
i vnéjsich), které mohou mit nasledné vliv na zdravi kojence (Obrazek 5) (Derrien et al. 2019).
Po porodu se na novorozence rtiznymi zptisoby mechanicky prendseji mikrobi z prostiedi, ust
a kuize matky, coz miize ovlivnit rozmanitost sttevni mikrobioty novorozence (Munyaka et al.
2014).

Rodinni ptislusnici a blizci ptibuzni, ktefi jsou s ditétem v izkém nebo stalém kontaktu,
maji pfimy vliv na diverzitu mikrobt, které se pfenaSeji na novorozence. Kojenci ve véku
1 mésice, ktefi byli vybrani ze studie KOALA Birth Cohort Study v Nizozemsku, se starSimi
sourozenci méli ve stfevni mikrobioté vyssi pocet bifidobakterii nez kojenci bez sourozencu.
Rovnéz bylo zjisténo, ze kojenci bez starSich sourozencii méli ve stievech zvyseny podil
enterobakterii a klostridii, ale také niz8i pomér anaerobu a fakultativnich anaerobu (Hwang
2012). Vliv na mikrobiotu miize mit i zemépisna poloha, protoze rozdily v mikrobioté souviseji
I se stravovacimi navyky a zivotnim stylem v uréité oblasti. Kromé toho mohou mikrobialni
diverzitu ovlivnit také hygienické postupy (napf. Cisténi dudliku ditéte sanim nebo jinymi
metodami). Pfitomnost ¢i nepfitomnost domadcich zvifat se také podileji na pocatecni
mikrobidlni kolonizaci kojenct. Podobné také vystavovani hospodéiskym nebo domacim
zvifatiim, zejména psim, v raném véku, vyznamné snizuje riziko astmatu anebo alergickych
reakci (von Mutius 2007).
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Ptibyva také védeckych dikazl o tom, ze genetika hostitele ovliviiuje ziskavani a vyvoj
stievni mikrobioty kojenct. V této souvislosti byl u lidskych dvojcat a rodinnych pfibuznych
hodnocen podil genotypu hostitele na utvareni slozeni a struktury mikrobioty (Benson et al.

2010).
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Obrazek 5: Faktory ovliviiujici stfevni mikrobiotu (Laursen 2021) — pozn.: volné prelozeno z angli¢tiny
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4 Metodika

Soucasti této bakalatské prace bylo kultivaéni stanoveni poc¢tu bifidobakterii, laktobacili
a E. coli pfitomnych ve fekalnich vzorcich 12 kojeneckych darci, kojenych matetskym
mlékem, ktefi byli bez zjevnych zdravotnich obtizi, pomoci selektivnich kultiva¢nich medii.
Dale byla provedena identifikace jednotlivych detekovanych kmenti bifidobakterii izolovanych
zuvedenych médii pomoci metody hmotnostni spektrofotometric MALDI-TOF MS.
Na zaklad¢ ziskanych vysledkli byly kmeny vybrany pro jejich nasledné ulozeni do sbirky
mikroorganismi Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky CZU v Praze.

4.1 Odbér vzorku

Vzorek o vaze zhruba 1 g Cerstvé stolice byl odebran matkou ditéte do pfedem piipravené
a zvazené sterilni zkumavky s fyziologickym roztokem (K:HPO4 1,2 g/l, KH2PO4 0,333 g¢/l;
oba Lach-Ner, CR; 75 % roztok), glycerinem (VWR, USA; 25 % roztok) a perlami pro
homogenizaci vzorku. K odbéru byl od rodi¢t podepsan informovany souhlas. Takto odebrany
vzorek byl ihned zamrazen a jeho néslednd manipulace a transport byla provadéna na ledu.
Vsechny uvedené analyzy vzorkt stolice kojencti byly provadény s informovanym souhlasem
zékonnych zastupct kojence.

4.2 Kultiva¢ni média

Pro kultivaci a izolaci bakterii byly pfipraveny kultivaéni média. Celkové pocéty
anaerobnich bakterii byly kultivovany na neselektivnim agaru Wilkins-Chalgren Anaerobe
Agar se s6jovym peptonem (WSP). Varianty tohoto agaru obohacené 0 antibiotika byly poté
pouzity pro stanoveni bifidobakterii. Potfebné mnoZstvi jednotlivych komponent podle
pozadovaného objemu na piipravu WSP agaru je uvedeno v tabulce (Tabulka 1). Anaerobni
prostiedi v téchto roztocich bylo zajisténo pomoci metodou roll-tube techiniky podle Hungate
(1969). Po odstranéni kysliku nasledovala sterilace média.

Tabulka 1: Médium Wilkins-Chalgren agar se sojovym peptonem
na celkové pocty anaerobnich bakterii (WSP)

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Wilkins-Chalgren bujon (Oxoid) 33¢g
Soya pepton (Oxoid) 59
Tween ® 80 (Sigma-Aldrich, USA) 1ml
L-cystein (Sigma-Aldrich) 05¢g

Agar byl spolecné s pozadovanymi ingrediencemi rozmichan v destilované vodé a nasledné
prosel sterilaci v tlakovém hrnci po dobu 60 minut. Poté byla média pfemisténa do vodni lazné
predehiaté na 50 °C. Médium pro celkové pocty anaerobnich bakterii je takto bez dalSich uprav
ptipraveno pro pouziti. Jako médium pro stanoveni bifidobakterii byl WSP agar obohacen
0 selektivni slozky. Prvni variantou byl WSP agar s antibiotikem mupirociem a kyselinou
octovou (WSP-MUP), druhou pak WSP agar s mupirocinem, norloxacinem a kyselinou
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octovou (WSP-NORF). Antibiotika a dalsi slozky pro selektivni upravu médii byly pfidany
az po jejich vyrovnani teploty s teplotou v ldzni. Slozeni médii pro kultivaci bifidobakterii
WSP-MUP a WSP-NORF jsou zminéna v tabulkach (Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2: SloZeni média WSP-MUP

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 100 ml
Wilkins-Chalgren bujon (Oxoid) 4349
Soya pepton (Oxoid) 05¢g
Tween ® 80 (Sigma-Aldrich) 0,1 ml
L-cystein (Sigma-Aldrich) 0,05¢
Mupirocinové disky (Oxoid) 1 baleni
Ledova kyselina octova 100 pl
Tabulka 3: Slozeni média WSP — NORF

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 900 ml
Wilkins-Chalgren bujon (Oxoid) 339
Soya pepton (Oxoid) 59
Tween ® 80 (Sigma-Aldrich) 1ml
L-cystein (Sigma-Aldrich) 059
Mupirocin (Oxoid) 200 mg
Roztok norfloxacinu (1 mg NORF/ml dHO/10 pl 100 ml
k. octové)

Jako médium pro laktobacily byl pouzit Rogosa agar (ROG; Oxoid) dle stanoveného mnozstvi
6,9 g/100 ml, ktery se kazdych 10 minut michal zvlast' v hrnci a timto zptisobem se rozvarel asi
45 minut. Po uplynuti 45 minut se do média ptidala 98% kyselina octova (132 ul/100 ml) a jesté
5 minut se médium ponechalo v hrnci povaret a nasledné se také presunulo do 50 °C vodni
lazn¢. Pro stanoveni E. coli byl pouzit chromogenni TBX agar (Tryptone Bile X-Glucuronide
Medium; Oxoid) dle vyrobcem uvedeného mnozstvi 3,66 g/100 ml. Po jeho vysterilovani
Vv tlakovém hrnci byl také piesunut do 50 °C vodni lazné. Po vytemperovani byl asepticky rozlit
na velké Petriho misky.

4.3 Mikrobiologicky rozbor fekalnich vzorki kojenci

Mikrobiologicky rozbor byl proveden deskovou metodou na malych Petriho miskach.
Jednotlivé vzorky byly podrobeny rozboru pomoci ptipravenych fedicich fad (Tabulka 4).
Redici fada je série roztoki s klesajici koncentraci vzorku. Vzorek byl podroben desitkovému
fedéni az do koncentrace 10°. Zkumavka se vzorkem stolice byla 1. fedénim, nejprve jsme
zkumavku s materidlem zvazili a odectli hmotnost zkumavky pfed odbérem. Vzniklym
rozdilem se pod¢li ¢islo 1 a ziskana hodnota uvadi mnoZstvi vzorku, které bylo tieba aplikovat
do 2. fedéni. Poté byl po promichani aplikovan vzdy 1 ml vzorku z piedchozi zkumavky
do nasledujici. Tak pokracujeme, az do posledni zkumavky. Do Petriho misek byla poté
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zaockovana inokula jednotlivych fedéni, kterd byla oznacena konkrétni koncentraci vzorku
a typem agaru. Obréazek 6 ukazuje pouzitd fedéni pti rozboru fekalniho vzorku u jednotlivych
medii — celkové pocty (CP), bifidobakterie na WSP-MUP, bifidobakterie na WSP-NORF
a laktobacily na ROG. Na obrazku nejsou zachyceny ptipravené nalité velké Petriho misky
s TBX médiem pro detekci E. coli.

Tabulka 4: Slozeni fedicich fad

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 ml
Trypton (Oxoid) 59
Nutrienth broth (Oxoid) 5¢
Yeast extract (Sigma-Aldrich) 25¢g
Tween ® 80 (Sigma-Aldrich) 0,5ml
Cystein (Sigma-Aldrich) 0,25¢
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Obrazek 6: Pouzitd fedéni pii rozboru fekalniho vzorku u jednotlivych medii — pro celkové pocty bakterii (CP), pro
Bifidobacterium modifikovany Wilkins-chalgren bujon s antibiotiky a kyselinou octovou (WSP-MUP, WSP-NORF) a pro
Lactobacillus spp. Rogosa agar s kyselinou octovou (ROG) (J. Haskova)

V piipadé zaockovani inokula jednotlivych fedéni u roda Bifidobacterium a Lactobacillus bylo
nejprve prevedeno 0,5 ml inokula do Petriho misek, které poté bylo zalito odpovidajicim
agarem a nasledné krouzivym pohybem dostate¢né promichano a uzavieno vickem. Pro CP byl
pouzit WSP neselektivni agar, pro Bifidobacterium spp. modifikované agary
WSP-MUP a WSP-NOREF, pro Lactobacillus spp. ROG a pro E. coli TBX agar. Pii stanoveni
laktobacilii se vzorek prelil druhou vrstvou média, aby bylo docileno mikroaerofilnich
podminek. U E. coli bylo na tuhy agar ockovano 0,1 ml inokula, které bylo posléze rozetieno
sterilni hokejkou. Nasledné probéhla kultivace jednotlivych skupin bakterii. Pro anaerobni
zpusob kultivace byly pouzity sacky s katalyzatory GENbag anaer (bioMérieux, Francie).
Konkrétni podminky kultivace jsou zaznamenany v tabulce 5.
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Tabulka 5: Podminky kultivace

KULTIVACE
Skupina bakterii TEPLOTA[°C] | CAS[hod] | ATMOSFERA
(kultiva¢ni médium)
lkové poc ich bakterii
Celkové pocty Zl\;\l/ﬁls(f;;)bnlc bakterii 37 48 anacrobni
Bifidobakterie ,
(WSP-MUP) 37 48 anaerobni
Bifidobakterie ,
(WSP-NORF) 37 48 anaerobni
L il
a(kFt;g)g():l y 37 48 mikroaerofilni
E. coli ,
(TBX) 37 24 aerobni

4.4 Kvantifikace a izolace narostlych kolonii

Po skonceni kultivace byly nejprve odebrany za aseptickych podminek izolaty narostlych
kolonii ze selektivnich medii pro bifidobakterie, laktobacily a E. coli. Jednalo se o odebrani
6—10 riznorodych kolonii z kazdého fekalniho vzorku a druhu konkrétniho média (WSP-MUP,
WSP-NORF, ROG a TBX). Cilem bylo odebrat z daného vzorku, co nejvice kolonii
srozdilnymi kultivaénimi charakteristikami. V piipadé E. coli byly izolaty odebirany
i na zakladné odliSnosti barev narostlych kolonii (zelena a bila barva). Mikrobiologickou 1pul
klickou byla vyjmuta ¢ast izolované kolonii ze vzorkt a pfenesena do zkumavky s tekutym
médiem modifikovaného WSP bujonu s anaerobnim prostiedim pro kultivaci odebranych
izolatl.. Takto vytvoreny izolat byl kultivovan pti teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

Po izolaci narostlych kolonii byla na fad¢ kvantifikace. Stanoveni poctu narostlych
kolonii bylo provedeno pomoci digitalniho pocitadla (Antylia Scientific, USA).
U bifidobakterii, laktobacili a celkovych pocti byl ziskany pocet kolonii vyndsoben 2X,
protoZe inokula¢ni davka byla 0,5 ml. U kolonii spocitanych na TBX byla inokula¢ni davka
0,1 ml a tudiz byl jejich pocet vynasoben 10x. Vysledek byl vyjadien dekadickym logaritmem
jako ptesny pocet kolonii tvoticich jednotku v 1 g fekalniho vzorku dle nasledujiciho vztahu:

P1 + P2
p=—1 "

7~ (KT]/g)

Kde plati:
P1, P2 — pocet kolonii po dvou sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracend hodnota nejvyssiho fedéni

4.5 Selekce izolatu bifidobakterii, laktobacili a E. coli

Po uplynuti kultivace bakteridlnich izolati WSP bujonu nasledovala jejich piiprava
pro identifikaci metodou MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Tomu vzdy pfedchazela
mikroskopicka kontrola ve fazové kontrastnim mikroskopu (Nikon Eclipse E 200LED MV RS,
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Japonsko), jelikoz ptedpokladem tspésné identifikace je vzdy prace s Cistou kulturou. U E. coli
byly v mikroskopu vySetfovany pfimo narostlé kolonie, kdy byla jejich ¢ast odebrana z Petriho
misky do kapky destilované vody na podloznim skli¢ku, zatimco u ostatnich narostlych izolatt
byla provadéna mikroskopicka kontrola az z kapky kultury. U vSech vybranych izolatt byly
pofizeny fotografie.

4.6 MALDI-TOF MS analyza

MALDI-TOF MS je nastroj pro rychlou mikrobidlni identifikaci a diagnostiku. Je to
moderni metoda, kterd se ftadi mezi pfistrojové metody =zalozené na hmotnostni
spektrofotometrii. Vysledkem je ziskané hmotnostni spektrum jednotlivych vzorkt, které
se porovnava s databazi a Ize tak identifikovat zkoumané mikroorganismy (Singhal et al. 2015).
Z mikroskopicky zkontrolovanych ¢istych izolati byl pomoci injekéni stiikacky asepticky
odebran objem 1 ml kultur do 1,5ml Eppendorf zkumavek pro identifikaci MALDI-TOF MS
pro metodu ethanol-formic acid extraction dle instrukci vyrobce (Bruker Daltonik GmbH,
Némecko). Odebrané kultury byly odstfedény pii 14500 otackach po dobu 2 minut.
Odstiedénim bylo dosazeno usazeni sedimentu na dné zkumavky. Supernatant byl slit a pomoci
pipety bylo piidano 500 ul 70% ethanolu (PENTA, Ceska Republika), dale doslo k promichani
se vzniklym sedimentem, tzv. peletou, a za stejnych podminek byl vzorek znovu stocen
v centrifuze. Opét doslo k sliti a zbyly supernatant ethanolu byl odpipetovan, poté se nechaly
oteviené¢ zkumavky schnout pii pokojové teploté. K takto vysusenym peletam bylo ptidano
15 ul 70% mravenci kyseliny (Honeywell FlukaTM, USA) a 15 ul 100% acetonitrilu
(Sigma-Aldrich). Obsah byl homogenizovan pomoci vortexu a odstfedén. Takto pfipraveny
supernatant byl poté pipetovan ve dvou kopiich po 1 pl na desticku MALDI target a ponechan
dikladné¢ zaschnout. Po zaschnuti byl =zakryt 1 upul HCCA matrice (kyselina
a-kyano-4-hydroxyskoficova, Bruker, Némecko) a znovu ponechan zaschnout. Takto
piipravena destiCka se vzorky mohla byt vloZzena do pfistroje a analyzovana. Po analyze byla
ziskéna score, ktera byla srovnana s dostupnou databazi bakterii a poté byla interpretovana
podle vyrobce (Bruker Daltonik GmbH, Némecko), coz je uvedeno v tabulce 6. Tento zptsob
extrakce byl pouzit pro identifikaci vSem bakterii krom¢ E. coli. Kmeny E. coli byly pro
identifikaci ptipraveny metodou EDT dle pokynii vyrobce. Konkrétné byla cast bakteridlni
biomasy pfenesena sterilni plastovou Spickou na MALDI target. Poté byla ptikryta 1 ul 70%
mravenci kyseliny a ponechdna zaschnout. Po zaschnuti byla analogicky piekryta 1 nl HCCA
matrice a znovu ponechana zaschnout a nasledné¢ mohly byt vzorky zméteny.
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Tabulka 6: Interpretace MALDI-TOF MS vysledki

Rozsah Interpretace Barva

2,00-3,00 | Identifikace druhu s vysokou mirou jistoty zelena

1,70-1,99 | Identifikace s nizkou mirou jistoty — jista rodova pfislusnost | zluta

0,00-1,69 | Identifikace organismu nelze provést -

4.7 Rozsiteni sbirky izolatu bifidobakterii, laktobacili a E. coli

Izolaty vyselektované pro ulozeni do sbirky KMVD byly uchovany jako kryokultury
a zaroven z nich byla rovnou vyizolovana i DNA pro budouci analyzy.

Pro extrakci DNA bylo odebrano 0,5 ml kultury cerstvé narostlé Cisté kultury bakterii.
Pomoci PrepMan Ultra™ (Applied Biosystems, USA) byla extrahovana DNA dle pokynii
vyrobce. Zkumavky byly stofeny V centrifuze pii rychlosti 14500 otacek dvé minuty.
Nasledovalo sliti supernatantu a resuspendace usazenych pelet v 50 pl PrepMan Ultra™.
Vzorek byl poté vlozen do termostatu pii teploté 99 °C po dobu 10 minut. Po vychladnuti byla
suspenze opét stoCena v centrifuze. Poslednim krokem bylo pfepipetovani supernatantu
do nové sterilni Eppendorf zkumavky bez poruseni usazené pelety. Timto zplsobem byly
vyizolovany vzorky DNA, které byly poté ulozeny do —20 °C v mrazaku.

Pro pfipravu kryokultur byl nejprve asepticky napipetovan (0,12 g KoHPOg;
0,33 g KH2PO4, oba Lach-Ner, Slovensko; 0,05 g cystein Oxoid, UK; 100 ml dH.0)
s glycerolem (VWR, USA) do sterilnich kryozkumavek v poméru ke kultufe 2:3. Obsah
zkumavek byl poté promichan a pfemistén do mrazédku s —20 °C. Timto zplsobem byla
uchovana sbirka novych divokych bakterialnich kmeni KMVD.
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5 Vysledky

V ramci této bakalarské prace bylo mikrobiologické analyze podrobeno celkem
12 fekalnich vzorkti nasbiranych od kojeneckych déarci kojenych matefskym mlékem
(s informovanym souhlasem), ktefi byli bez zjevnych zdravotnich obtizi. Jednalo se o 7 kojencti
zenského pohlavi a 5 kojencti muzského pohlavi rizného véku v priméru 4,17 £ 2,17 mésici.

5.1 Stanovené kultiva¢ni pocty bakterii

Ze vSech fekalnich vzorkd byly stanoveny celkové pocty anaerobnich bakterii,
bifidobakterie, laktobacily a E. coli. U TBX media byly navic rozliSeny varianty kolonii
zelenych, zelenych s bilym stfedem a bilych. Kultivacni pocty stanovenych skupin bakterii jsou
uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7: Mnozstvi kolonii tvoticich jednotku (log KTJ/g)

Kultivaéni poéty v log KTJ/g fekalniho vzorku
Fekalni WSP- WSP- TBX TBX TBX bilé
vzorek WSP MuP | Norr | ROC bilé zel., S‘ZtZ:L
1 10,03 9,49 9,76 7,65 6,81 5,39 n.d.
2 8,99 7,91 10,38 5,51 6,00 6,86 5,90
3 9,34 8,20 6,56 7,66 5,95 7,07 5,78
4 11,02 7,01 10,06 9,80 n.d. 7,59 5,89
5 10,93 5,80 8,03 10,62 7,56 n.d. n.d.
6 9,99 9,87 9,30 5,81 7,23 n.d. 6,56
7 9,71 9,13 8,92 6,87 6,62 n.d. n.d.
8 10,03 9,96 5,95 6,68 6,60 n.d. 7,74
9 9,71 9,87 8,51 4,20 8,58 n.d. n.d.
10 7,69 5,88 n.d. 6,55 6,54 n.d. 6,56
11 10,93 10,94 n.d. n.d. 6,39 7,44 71,24
12 10,81 10,55 10,37 n.d. n.d. 7,00 8,80
Pramér+SD | 9,93+0,97 | 8,72+1,75 | 8,78+1,55 | 7,14+1,73 | 6,83+0,79 | 6,89+0,79 | 6,72+1,06

Vysvétlivky: WSP — celkové pocty kultivovatelnych anaerobnich bakterii na WSP médiu;
WSP-MUP — pocet bakterii (bifidobakterii) narostlych na WSP médiu s mupirocinem
a kyselinou octovou; WSP-NORF — pocet bakterii (bifidobakterii) narostlyjch na WSP
s norfloxacinem, mupirocinem a kyselinou octovou; ROG — pocet laktobacilii narostlych
na ROG médiu; TBX bilé — pocet bakterii tvoticich bil¢ kolonie na chromogennim TBX médiu;
TBX zel. — pocet E. coli tvoficich zelené kolonie na chromogennim TBX médiu; TBX bilé
se zel. stf. - pocet E. coli tvoficich bilé kolonie se zelenym stiedem na chromogennim TBX
médiu; n.d. — na daném fedéni nebyly detekovany zadné kolonie (detek¢ni limit pro stanoveni
na WSP-NORF byl < 3 log KTJ/g, < 3 log KTJ/g pro TBX.
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Celkové pocty kultivovatelnych anaerobnich bakterii dosahovaly v praméru 9,93 + 0,97 log
KTJ/g. Pro stanoveni bifidobakterii byly pouzity dvé selektivni média. Primérny pocet
bifidobakterii v médiu WSP-MUP byl 8,72 £ 1,75 log KTJ/g au média WSP-NORF 8,78 + 1,55
log KTJ/g. Pro stanoveni laktobacilii bylo pouzito selektivni médium ROG a jejich primérny
pocet byl stanoven jako 7,14 + 1,73 log KTJ/g. Pocty E. coli byly ur¢eny na médiu TBX,
na kterém byly detekovany kolonie tfech riznych kultiva¢nich znaka. Pocty zelenych kolonii,
tedy B-glukuronidaza pozitivnich E. coli, byly v pramérné hodnoté 6,89 + 0,79 log KTJ/g
a pocty bilych kolonii se zelenym stiedem, také B-glukuronidaza pozitivnich E. coli, byly 6,72
+ 1,06 log KTJ/g. Pocty bilych kolonii, které mohou umoznit detekci B-glukuronidaza
negativnich E. coli a dalSich koliformnich bakterii, byly v praiméru 6,83 + 0,79 log KTJ/g.

5.2 MALDI-TOF MS identifikace bakterialnich izolatu

Po probéhlé kultivaci byly z Petriho misek s pocitatelnymi koloniemi na selektivnich
mediich, tedy z WSP-MUP, WSP-NORF, ROG a TBX, na zaklad¢ variability kultiva¢nich
znakl, celkem vybrano a izolovano 255 jednotlivych bakteridlnich kolonii, které byly
kultivovany a nasledné podrobeny dalsi identifikaci. Z téchto ziskanych izolatd se podaftilo
pomoci MALDI-TOF MS zidentifikovat celkem 91 bifidobakterii, 36 laktobacil, 56 E. coli
a ostatnich taxonu (10 stafylokoki, 9 enterokokt, 7 bakterii z rodu Citrobacter, 1 bakterie
z rodu Actinomyces, 6 bakterii z rodu Klebsiella, 5 bakterii z rodu Bacteroides a 1 bakterie
z rodu Hungatella). 203 izolati (79,61 %) dosahlo zeleného score, coz znamena ispéS$nou
identifikaci na troven druhu s vysokou mirou jistoty. DalSich 35 izolata (13,73 %) bylo
zatazeno do zlutého score, coz znamena identifikaci s niz§i mirou jistoty, ale s jistou rodovou
piislusnosti a u 17 izolatt (6,67 %) nebyla mozna identifikace organismu.

U kojence 1 byly detekovany B. breve, L. rhamnosus, E. coli a E. faecalis. U kojence
2 byly naopak detekovany bifidobakterialni druhy B adolescentis, B. longum a B. breve a mezi
detekovany druhy laktobacili to byl L. gasseri, dale E. coli, E. durans, ale také S. warneri
a C. amalonauticus. U kojence 3 byly detekovany bifidobakterialni druhy B. breve a B. longum,
mezi druhy laktobacili L. acidophilus, L. reuteri a také E. coli. U kojence 4 byl detekovan
B. dentium, dale B. breve, L. reuteri, S. oralis a E. coli. U kojence 5 to byly B. dentium,
B. bifidum, ale také S. epidermis, S. aureus a C. freundii. S. warneri, S. hominis, Cronobacter
sp., P. ursingii, B. fragilis, L. fermentum, L. salivarus byly spole¢né s bifidobakterialnim
druhem B. animalis a s E. coli detekovany u kojence 6. Jako bifidobakterialni druh u kojence
7 byl detekovan B. longum a mezi druhy laktobacilt to byly L. fermentum, L. rhamnosus
a L. gasseri dale také E. faecalis, K. oxytoca tvotici bilé kolonie. U kojence 8 byly detekovany
B. breve, L. fermentum, ale také E. gallinarum, E. coli tvotici zelené kolonie a K. variicola.
U kojence 9 byly detekovany B. scardovii vykazujici se dlouhymi nepravidelnymi ty¢inkami
tvofici shluky, B. dentium, L. gasseri, A. urogenitalis, C. freundii, C. braakii a K. variicola.
Kojenec 10 byl hojné detekovan bakterialnimi druhy B. caccae, H. hathewayi, ale také E. coli.
a L. rhamnosus. U kojence 11 a 12 byly detekovany B. breve a E. coli.

Nejcastéjsimi detekovanymi bifidobakterialnimi druhy u kojencd tedy byly B. breve
(7 kmentt), B. longum (3 kmeny) a B. dentium (3 kmeny) naproti tomu méné ¢astymi to byly
druhy B. scardovii (1 kmen), B. adolescentis (1 kmen), B. bifidum (1 kmen), B. animalis
(1 kmen). Mezi nejéastéji detekovany druh laktobacilti byl detekovan L. fermentum (3 kmeny),
L. rhamnosus (3 kmeny), L. gasseri (3 kmeny) a nejméné ¢asty L. salivarus (1 kmen), L. reuteri
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(1 kmen), L. acidophilus (1 kmen). Ve stfevni mikrobioté kojenci kojenych matefskym
mlékem, ktetfi byli bez zjevnych zdravotnich obtizi se podafilo také identifikovat E. coli
(9 kmeni) a fadu dalSich koliformnich bakterii, jako napi. K. variicola (2 kmeny), C. braakii
(1 kmeny), E. faecalis (1 kmen), P. ursingii (1 kmen), E. durans (1 kmen).

5.3 Rozsireni bakteridlni sbirky komenzali

Na zakladé¢ MALDI-TOF MS vysledkti, mikroskopické kontroly Cistoty kultury a hostitele
pro ziskani jedine¢nych bakterialnich kmenti bylo z 255 analyzovanych izolatu vybrano 98 pro
uloZeni do sbirky bakterialnich komenzali KMVD CZU v Praze. Konkrétné se jednalo
0 39 bifidobakterii (druhy B. breve (16 kmenii), B. longum (8 kment), B. dentium (6 kment),
B. animalis (3 kmeny), B. bifidum (2 kmeny), B. adolescentis (2 kmeny), B. scardovii
(2 kmeny), 21 laktobacilii (druhy L. fermentum (6 kment), L. rhamnosus (5 kmenti), L. gasseri
(4 kmeny), L. reuteri (4 kmeny), L. acidophilus (1 kmen) a L. salivarus (1 kmen), E. coli
(23 kmenu), E. faecalis (3 kmeny), E. durans (2 kmeny), C. amalonauticus (1 kmen),
C. freundii (4 kmeny), B. fragilis (1 kmen), B. caccae (1 kmen), E. gallinarum (1 kmen),
A. urogenitalis (1 kmen), H. hathewayi (1 kmen). Pro kazdy ulozeny bakterialni kmen byla
do sbirky uloZena i jeho DNA. V kapitole samostatné prilohy jsou uvedeny vSechny ulozené
kmeny bakterii do sbirky. Dané divoké kmeny bifidobakterii a ostatnich komenzali
od kojeneckych darcu, ktefi byli kojeni matefskym mlékem a nevykazovali zadné zjevné
zdravotni obtize, jsou soucasti kontrolni skupiny bifidobakterialnich druhi a ostatnich
komenzalt, které budou vyuzity pro dalsi testovani v ramci navazujicich projekta zahrnujicich
kojeneckou mikrobiotu.
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6 Diskuze

Stifevni mikrobiota hraje velmi dilezitou roli ve vyvoji imunity, vyziveé a zdravi kojence
(Munyaka et al. 2014). Je znamo, ze stievni prostfedi se béhem prvnich tydnt zivota ditéte
zna¢né¢ méni. Brzy po narozeni je stfevo ditéte klasicky popisovano jako zpocatku osidlené
fadou fakultativnich bakterii, jako jsou zastupci Enterobacteriaceae, Streptococcus spp.
a Staphylococcus spp. Po spotfebovani dostupného kysliku se za¢nou mnozit striktni anaeroby,
véetné rodu Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium. Na konci prvniho roku Zivota je poté
sttevni mikrobiota sloZzena pfevazné z anaerobnich bakterii (Talarico et al. 2017).
Bifidobakterie predstavuji nejvyznamnéjsi mikrobidlni ¢leny ve stievé zdravych kojenych déti.
Toto nadmérné zastoupeni v raném stievnim prostfedi naznacuje jejich dulezitou roli
Vv kojeneckém vyvoji (Stuivenberg et al. 2022). Druhy rodu Bifidobacterium metabolizuji
Sirokou skalu jednoduchych a slozitych sacharid, nékteré z nich jsou pfijimané potravou a jiné
jsou odvozeny od hostitele (Ladeira et al. 2023).

Prakticka cast této bakalaiské prace byla zaméfena na screening vyskytu komenzalnich
bakterii ve 12 fekalnich vzorcich kojenct ve véku 4,17 + 2,17 meésict, ktefi byli kojeni
matefskym mlékem a byli bez zjevnych znamek zdravotnich obtizi. Celkové pocty
kultivovatelnych anaerobnich bakterii dosahovaly v priméru 9,93 + 0,97 log KTJ/g. Primérny
pocet bifidobakterii v médiu WSP-MUP byl 8,72 + 1,75 log KTJ/g a u média WSP-NORF
8,78 £ 1,55 log KTJ/g. Pro stanoveni laktobacil bylo pouzito selektivni médium ROG a jejich
prumérny pocet byl stanoven jako 7,14 + 1,73 log KTJ/g. Na zaklad¢ téchto vysledka Ize
predpokladat, Ze bifidobakterie jsou nejvyznamnéjsi skupinou kultivovatelnych anaerobnich
komenzal ve stfevni mikrobioté kojencti, zatimco laktobacily jsou minoritnéji zastoupeny.
To potvrzuji studie Solis et al. (2010) a Turroni et al. (2012), ve kterych byla dominance
bifidobakterii u skupiny kojencii pfijimajicich matetské mléko také detekovana. Prestoze
laktobacily nebyly u kojenct zastoupeny v tak vysokych poc¢tech, Subramanian et al. (2014) je
u bangladésskych kojencti naopak detekovali jako nejvice zastoupenou skupinu kojeneckych
komenzalti. Z hlediska zastoupeni koliformnich bakterii je zajimavé, ze byly v této praci
detekovany kolonie narostlé na TBX agaru se tiemi riznymi kultivaénimi znaky, konkrétné
pocty zelenych kolonii, tedy B-glukuronidaza pozitivnich E. coli, byly v primérné hodnoté
6,89 + 0,79 log KTJ/g a pocty bilych kolonii se zelenym stfedem, také B-glukuronidaza
pozitivnich E. coli, byly 6,72 + 1,06 log KTJ/g. Pocty bilych kolonii, které umoznily detekci
B-glukuronidaza negativnich E. coli a dal$ich koliformnich bakterii, byly v priméru 6,83 + 0,79
log KTJ/g. Na zakladné ziskanych vysledku lze tedy pfedpokladat, ze detekované skupiny
bakterii jsou hojn¢ a bézné¢ zastoupenymi komenzaly ve stievni mikrobioté kojenct. NaSe
vysledky jsou ve shodé¢ se studii KOALA Birth Cohort Study v Nizozemsku, ktera podrobila
vzorky stolice od 1032 kojencti ve véku 1 mésice kvantitativnim testim pro stanoveni poctu
bifidobakterii, E. coli, laktobacili a celkového poctu bakterii, kdy téméf vSichni kojenci byli
osidleni bifidobakteriemi a tyto bakterie pfevazovaly nad vSemi ostatnimi skupinami a druhy
bakterii. Podobnych hodnot kultiva¢nich po¢ta poté dosahli také Penders et al. (2006), kdy také
potvrdili, Zze vétSina kojencu byla kolonizovana E. coli, a je tedy zfejmé b&znou soucasti
kojenecké mikrobioty obvykle az v koncentracich 10° KTJ/g. V ramci této studie byly
detekovéany i podty laktobacild 108 KTJ/g a celkové poéty kultivovanych anaerobnich bakterii,
které dosahovaly v priméru dokonce az 10! KTJ/g. Pfi srovnani nasich dat s ostatnimi
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studiemi tedy lze konstatovat, ze bifidobakterie u kojenych kojenci obvykle dosahuji
108-°KTJ/g, laktobacily 10’ KTJ/g a E. coli 10%7 KTJ/g.

Bifidobakterie tedy byly vyhodnoceny jako ptevazujici komenzalni bakterie v naSich
12 fekalnich vzorcich kojencii. Kolonizace bifidobakteriemi zacind jiz béhem porodu.
Mikrobialni kolonizace traviciho traktu kojenci se stava komplexnéjsi diky expozici
mikroorganismiim z prostiedi, matefského mléka a konzumaci potravin (Kusharyati et al.
2020). Bifidobakterie jsou dilezitym rodem stfevni mikrobioty a nékteré druhy hraji
prospésnou roli pti udrzovani zdravi hostitele. Matefské mléko je jednak dilezitym zdrojem
bifidobakterii pro kojence, ale také nezastupitelnym zdrojem unikatnich HMO, které podporuji
kolonizaci bifidobakteriemi (Talarico et al. 2017). Pfeména cukrii je ovlivnéna enzymatickou
aktivitou v bakterialnich bunikach. Ne vSechny bakterie mohou vyuzivat vSechny typy sacharida
jako zdroje uhliku, a to z divodu omezené aktivity enzymu. Bifidobakterie jsou bézné schopny
vyuzivat jako zdroje uhliku glukézu, galaktozu, laktozu, maltdézu, fruktdozu a fadu dalSich
(Kusharyati et al. 2020). Ve Finsku Gronlund et al. (2007) analyzovali 61 kojenct ve véku
1 mésice a prokazali, Ze nejcastéjSim druhem z kojeneckych vzorkti byla detekovana skupina
B. longum nasledovana B. bifidum, B. animalis a B. breve. S tim koresponduje dalsi studie
provedend v Némecku Kleessen et al. (1995), ve které vysettili 39 kojenct ve véku 1 mésice
a prokazali, ze nejCastéjsim druhem byl B. longum subsp. infantis, nasledovany B. bifidum
aB. breve. V mezinarodnim métitku jsou tedy u kojencl nejcastéji zjistovanymi druhy
B. breve, B. bifidum, B. longum a B. longum subsp. infantis (Turroni et al. 2012). Coz potvrzuji
vysledky 1itéto bakalarské prace, kdy nejcastéji detekované bifidobakterialni druhy byly
B. breve a B. longum. Méné Castymi detekovanymi druhy poté byly B. bifidum, B. scardovii
prokazana rozhodujici role B. longum subsp. infantis diky jeho rozmanité genomické kapacité
a schopnosti travit a vyuzivat HMO. Na zaklad¢ téchto zjisténi by tedy mélo smysl tento druh
dopliovat jako probiotikum do kojenecké vyzivy (Stuivenberg et al. 2022).

Je znamo, Ze také laktobacily jsou pfitomny ve stfevni mikrobioté kojencti, ackoli jsou
V tlustém stievé pritomny v niz§im poctu nez bifidobakterie, pfesto jsou pfitomny jiz brzy po
porodu. Jejich mnozstvi je vyS$§i u vaginalné¢ porozenych novorozenci diky kontaktu
novorozence s vaginalni mikrobiotou, ktera mtze byt zdrojem laktobacill, nez u novorozencu
porozenych cisafskym fezem (Milani et al. 2017). Nizsi zastoupeni laktobacilii ve srovnani
s bifidobakteriemi u kojenych kojencii bylo potvrzeno i v této praci. Jako nej¢astéji detekovany
druh laktobacilt byl detekovan L. fermentum. Podobné jeho casté zastoupeni ve stfevni
mikrobioté kojenct potvrzuje i studie, kdy byly ze 7 vzorku stolice pomoci sekvenovani genu
16S rRNA nejcastéji izolovanymi druhy laktobacilti L. fermentum, L. plantarum, L. rhamnosus
a L. acidophilus (Davoodabadi et al. 2015). Je zajimavé, Ze v matetském mléce se nachazeji
nejen bifidobakterie, ale i laktobacily. Kromé zpiisobu porodu je tedy mateiské mléko ziejmeé
velmi vyznamnych faktorem pro kolonizaci kojence a nasledné udrzeni vysokych hladin
bifidobakterii a laktobacill. Mateifské mléko totiz neni pouze dalSim zdrojem téchto
prospésnych mikroorganism, ale obsahuje také kolem 200 rtiznych oligosacharid, coz ho tadi
mezi primarni prebiotika, podporujici rist t€chto bakterii, a soucasné tedy i mezi probiotika
(Soto et al. 2014) .

Kromé fady popsanych prospésnych vlastnosti je nicméné nutné konstatovat, ze nékteré
komenzalni stfevni mikroorganismy maji i patogenni potencial (Adlerberth & Wold 2009).
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Zivé stievni bakterie se mohou pies stievni epitel dostat do krevniho obéhu, coZ je proces
oznacovany jako translokace. Mezi transloka¢ni bakterie lze obecné zatradit naptiklad bakterie
z Celedi Enterobacteriaceae, stafylokoky a Clostridium spp., ktery zptsobuje NEC, pozdni
sepsi a zdravotni problémy v pozdéjsim véku, jako je astma a ekzém (Alcon-Giner et al. 2020).
Translokace se zvySuje soubézné se zvySovanim populacnich hladin téchto bakterii. Zda se,
ze vétSina obligatnich anaerobii neni schopna translokace, pravdépodobné proto, ze v zivé tkani
umiraji na kyslik. Nicméné€ k translokaci miize prispivat nezrald stievni bariéra a nedostatecné
vyvinuty imunitni systém U novorozenci (Adlerberth & Wold 2009). Ptestoze by do této
skupiny potencidln€¢ nebezpecnych komenzalnich bakterii tedy spadala i ndmi pomérné
ve vysokych poctech detekované E. coli a dalsi koliformni bakterie, je pravdépodobné,
ze na rozvoj jejich nezadoucich vlastnosti, bude mit vliv i fada dalsich faktord, jako je napf.
jejich vyssi zastoupeni ve stievni mikrobioté nedonoSenych déti (Alcon-Giner et al. 2020),
podavani antibiotik, zptsob krmeni a bakterialni osidleni matky (Kuang et al. 2016). Proto je
dilezité zdiraznit zasadni funkci komenzalni mikrobioty, kterd hostitelskému organismu
za normalnich podminek poskytuje 1 fadu benefitl, jako napf. sprdvny vyvoj imunitniho
systému, pozitivni vliv na ochranu lidského stieva pied riznymi stfevnimi infekcemi a také je
spojena s produkci prospésSnych metaboliti (Yang et al. 2019). Zaroven je stievni mikrobiota
dynamickou komunitou, ve které dochazi k fad¢ interakcim a jednotlivi jeji Clenové
se vzajemné ovliviuji (Turroni et al. 2022). Kmeny Lactobacillus spp. lidského ptivodu maji
naptiklad mirnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i prijmovym E. coli a tyto kmeny mohou byt uzite¢né
jako kandidati na probiotika v prevenci stievnich infekci (Davoodabadi et al. 2015). Stejné tak
u bifidobakterii byl prokazan nezanedbatelny piinos pro lidsky organismus. Jejich metabolity,
napiiklad octova a mlé¢na Kyselina, maji vliv na imunitu hostitele, zvySuji obranyschopnost
stfeva vlic¢i patogennim bakteriim a jejich vzniklé kyselé prostiedi podporuje tvorbu nékterych
vitaminu a mineralnich latek (Wong et al. 2006). Je tedy zadouci hledat strategie podpory
komenzalni mikrobioty, kterymi by byla podpofena jeji rovnovaha.
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[ Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo vytvofeni prehledné literdrni reSerSe na zékladé
aktualnich védeckych poznatkiti o dynamicky se rozvijejicim rodu Bifidobacterium. Dalsim
cilem bylo stanovit kultiva¢ni pocty bifidobakterii ve stfevni mikrobioté kojenct, izolace
a identifikace jednotlivych detekovanych kment bifidobakterii, jejich selekce, nasledné ulozeni
a rozifeni do sbirky bifidobakterii KMVD CZU v Praze pro jejich dalsi testovani. Hypotézou
této bakalarské prace byl predpoklad hojného vyskytu typicky kojeneckych druht
bifidobakterii v testovanych vzorcich stolic kojencl. Bifidobakterie piedstavovaly dominatni
slozku stfevni mikrobioty kojencii a Vv testovanych vzorcich byly hojné¢ detekovany typicky
kojenecké druhy bifidobakterii. Lze tedy konstatovat, Zze hypotéza byla potvrzena. Sledované
komenzalni skupiny bakterii dosahovaly pomérné vysokych kultiva¢nich po¢tt, konkrétné bylo
pramérné detekovano 108° KTJ/g bifidobakterii, 10" KTJ/g laktobacili a 10%~ KTJ/g E. coli.
Z vykultivovanych komenzali bylo poté celkem izolovano 255 jednotlivych bakteridlnich
kolonii, z nichz 203 izolatt bylo zidentifikovano az na Groven druhu pomoci MALDI-TOF MS.
Poté bylo vyselektovano 98 kment, které byly ulozeny do sbirky mikroorganismi KMVD CZU
v Praze. Konkrétné se jednalo o 39 bifidobakterii, 21 laktobacilti a 23 kmena E. coli.

Nejcastéjsimi detekovanymi bifidobakterialnimi druhy u kojencti byly B. breve,

B. longum a B. dentium, naproti tomu mén¢ ¢astymi druhy byly B. adolescentis, B. bifidum,
B. animalis a B. scardovii. Jako nejcastéji detekované druhy laktobacili byly detekovany
L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri a méné cCasto poté L. salivarus, L. reuteri,
L. acidophilus. Ve stfevni mikrobioté kojencti kojenych matetskym mlékem, ktefi byli bez
zjevnych zdravotnich obtizi se podafilo také identifikovat E. coli a fadu dalsSich koliformnich
bakterii.
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9 Samostatné prilohy

Priloha 1: Seznam uloZenych kojeneckych kmeni komenzalnich bakterii do sbirky
KMVD CZU v Praze

n. | Kéd izolatu | ID izolatu Kojenec | MALDI-TOF MS Score UloZeno

1 J1 MUP 11/8 a 1 B. breve 2,08 09.03.2022
2 J10 NORF 11/8 d 1 B. breve 1,91 09.03.2022
3 J13 LBC I11/8 a 1 L. rhamnosus 2.34 09.03.2022
4 J14 LBC11/8b 1 L. rhamnosus 2.13 09.03.2022
5 n°4 TBX 1/5 1 E. faecalis 1.85 10.03.2022
6 n°5 TBX 1/5 1 E. faecalis 2.04 10.03.2022
7 n°7 TBX 1/4 1 E. coli 2.22 10.03.2022
8 n°8 TBX 1/4 1 E. coli 2.35 10.03.2022
9 n°9 TBX 1/4 1 E. coli 2.41 10.03.2022
10 | n°10 TBX 1/4 1 E. coli 2.20 10.03.2022
11 | n°13 TBX 1/3 1 E. coli 241 10.03.2022
12 | n°14 TBX 1/3 1 E. coli 2.33 10.03.2022
13 | n°15 TBX 1/3 1 E. faecalis 2.29 10.03.2022
14 | n°16 TBX 1/2 1 E. coli 2.40 10.03.2022
15 | n°17 TBX 1/2 1 E. coli 2.32 10.03.2022
16 |J19 NORF 12/6 ¢ 2 B. breve 2.10 17.03.2022
17 | J20 NORF 12/6 d 2 B. longum 2.04 17.03.2022
18 | J22 NORF 12/8 2 B. adolescentis 1.99 17.03.2022
19 |J23 MUP I12/5a 2 B. breve 2.06 17.03.2022
20 | J25 MUP 12/6 a 2 B. adolescentis 2.06 17.03.2022
21 | J30 LBC 12/6 2 E. durans 2.29 17.03.2022
22 | J32 LBC 12/4 b 2 B. longum 2.23 29.03.2022
23 | J33 LBC 12/3 2 L. gasseri 2.45 29.03.2022
24 | n°1 TBX 2/6 2 E. coli 2.41 24.03.2022
25 | n°2 TBX 2/5 2 E. coli 2.38 24.03.2022
26 | n°3 TBX 2/5 2 E. coli 2.35 24.03.2022
27 | n°4 TBX 2/5 2 C. amalonauticus 2.25 24.03.2022
28 | n°7 TBX 2/4 2 E. coli 2.32 24.03.2022
29 | n°8 TBX 2/4 2 E. coli 2.41 24.03.2022
30 | n°9 TBX 2/4 2 E. coli 2.26 24.03.2022
31 | n°12 TBX 2/3 2 E. coli 2.29 24.03.2022
32 | n°16 TBX 2/3 2 E. coli 2.20 24.03.2022
33 | n°6 TBX 2/4 2 E. durans 2.23 25.03.2022
34 |J35 LBC 13/4 a 3 L. reuteri 1.93 29.03.2022
35 | J36 LBC I13/4 b 3 L. acidophilus 2.31 29.03.2022
36 | J37 LBC 13/3 a 3 L. reuteri 1.90 29.03.2022
37 | J39 LBC 13/6 a 3 B. longum 2.17 29.03.2022
38 | J41 NORF 13/6 3 B. breve 2.15 29.03.2022
39 | J42 NORF 13/5 3 B. breve 2.19 29.03.2022
40 | n°l TBX 3/3 3 E. coli 2.05 31.03.2022




41 | n°3 TBX 3/3 3 E. coli 2.24 31.03.2022
42 | n°7 TBX 3/3 3 E. coli 2.11 31.03.2022
43 | n°8 TBX 3/4 3 E. coli 2.25 31.03.2022
44 | n°11 TBX 3/6 3 E. coli 2.09 31.03.2022
45 | J52 MUP 14/4 a 4 B. dentium 1.97 12.04.2022
46 | J55 MUP 14/4d 4 B. dentium 2.07 12.04.2022
47 | J57 NORF 14/8 b 4 B. breve 2.10 12.04.2022
48 | J61 NORF 14/7 ¢ 4 B. breve 2.15 12.04.2022
49 | J64 LBC 14/3 a 4 L. reuteri 2.25 12.04.2022
50 | J66 LBC 14/3 ¢ 4 L. reuteri 2.33 12.04.2022
51 | n°2 TBX 4/5 4 E. coli 2.24 12.04.2022
52 | n°3 TBX 4/6 4 E. coli 2.28 12.04.2022
53 | J68 MUP 15/4 5 B. dentium 2.25 12.04.2022
54 | J71 MUP 15/3 ¢ 5 B. dentium 2.22 12.04.2022
55 | J79 LBC I5/8 ¢ 5 B. bifidum 2.33 12.04.2022
56 | J81 LBCI5/ 7 5 B. bifidum 2.37 12.04.2022
57 | n°9 TBX 5/6 5 C. freundii 2.23 12.04.2022
58 | n°11 TBX 5/6 5 C. freundii 2.15 12.04.2022
59 | n°16 TBX 5/4 5 C. freundii 2.28 12.04.2022
60 | n°17 TBX 5/4 5 C. freundii 2.24 12.04.2022
61 | J89 NORF 16/7 a 6 B. animalis 2.17 12.05.2022
62 | J98 LBC 16/4 6 L. fermentum 2.15 12.05.2022
63 | J99 LBC 16/3 a 6 L. fermentum 2.16 12.05.2022
64 | J102 LBC 16/3 d 6 L. salivarus 2.16 12.05.2022
65 | J131 NORF 16/7 b 6 B. animalis 2.37 26.07.2022
66 |J133 MUP 16/8 a 6 B. fragilis 2.22 26.07.2022
67 |J137 MUP 16/7 b 6 B. animalis 2.21 26.07.2022
68 | J91 NORF 17/8 a 7 B. longum 2.01 12.05.2022
69 | J94 NORF I7/7 b 7 B. longum 2.05 12.05.2022
70 | J96 NORF I17/7d 7 B. longum 212 12.05.2022
71 | J104 LBC17/4 a 7 L. fermentum 2.13 12.05.2022
72 | J105 LBC17/4b 7 L. fermentum 2.06 12.05.2022
73 | J107 LBC 17/7 a 7 L. rhamnosus 2.35 12.05.2022
74 | J108 LBCI7/7b 7 L. gasseri 2.27 12.05.2022
75 | J144 MUP 17/8 b 7 B. longum 2.22 26.07.2022
76 | J147 MUP 17/7 b 7 B. longum 2.17 26.07.2022
77 |J109 NORF 18/6 8 B. breve 2.06 22.07.2022
78 |J113 NORF 18/4 ¢ 8 B. breve 2.15 22.07.2022
79 |J115 NORF 18/3 8 E. gallinarum 2.05 22.07.2022
80 | J125 LBC 18/4 a 8 L. fermentum 2.11 22.07.2022
81 |J127 LBC 18/4 ¢ 8 L. fermentum 2.16 22.07.2022
82 |J148 MUP 18/8 a 8 B. breve 2.12 26.07.2022
83 | J150 MUP 18/8 ¢ 8 B. breve 2.14 26.07.2022
84 |J120 NORF 19/4 9 A. urogenitalis 1.79 22.07.2022
85 | J156 NORF 19/6 a 9 B. scardovii 2.24 26.07.2022
86 | J157 NORF 19/6 b 9 B. scardovii 2.27 26.07.2022




87 | J160 MUP 19/8 ¢ 9 B. dentium 2.15 26.07.2022
88 | Ji6l MUP 19/7 a 9 B dentium 2.16 26.07.2022
89 |Jie4 LBC 19/2 a 9 L. gasseri 2.31 03.08.2022
90 |Ji165 LBC19/2 b 9 L. gasseri 2.29 03.08.2022
91 |Jie8 MUP 110/4 ¢ 10 B. caccae 2.27 03.08.2022
92 |J170 MUP 110/3 b 10 H. hathewayi 2.24 03.08.2022
93 |J173 LBC 110/4 a 10 L. rhamnosus 2.29 03.08.2022
94 | J174 LBC 110/4 b 10 L. rhamnosus 2.32 03.08.2022
95 |J177 MUP 111/8 b 11 B. breve 2.00 03.08.2022
96 |J179 NORF I11/8a |11 B. breve 1.96 03.08.2022
97 | J186 NORF I112/8a | 12 B. breve 2.04 03.08.2022
98 |J188 NORF 112/8c | 12 B. breve 2.06 03.08.2022




