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Rozvoj a modulace stievni mikrobioty kojence
Souhrn

Slozeni stfevni mikrobioty kojence je kritické pro nasledny vyvoj, spravnou funkci
imunitniho systému, v boji s patogennimi druhy mikroorganismtii a v prevenci proti riznym
chorobdm ¢i onemocnéni. Jeji kompozice a diverzita je individuédlni, av§ak obecné plati, Ze se
laktobacily a bifidobakterie fadi mezi prospésné mikroorganismy, kdezto klostridie ¢i
enterokoky jsou spiSe spjaty s nepfiznivymi scéndii. Kolonizace sttev kojence pravdépodobné
pocind jiz v placenté¢ matky a po porodu je mikrobiota ovlivnéna fadou faktort. Mezi
nejvlivnéjsi faktory se fadi typ porodu, tedy vagindlni ¢i cisatsky fez. Dale zpiisob vyzivy,
kojenec miize byt vyzivovan kojenim, susenym mlékem ¢i smiSenou stravou. Nejvyssi vyskyt
pfinosnych bakterii je spojovan s vaginalnim porodem a kojenim mlékem pfimo z prsu. Mezi
dalsi faktory patii uziti probiotik, prebiotik a postbiotik. Mikrobiota se ustali ve véku asi tfi let
a nasledn¢ se svou kompozici zacne podobat mikrobioté dosp€lého jedince.

Cilem této prace bylo zpravovat problematiku rozvoje stievni mikrobioty kojence a jeji
mozné modulace probiotiky a prebiotiky. Laboratorni ¢ast prace byla cilena na mikrobilogické
kultiva¢ni analyzy s naslednou identifikaci izolati pomoci MALDI TOF MS.

Vzorky stolice kojence narozeného vaginalnim porodem byly odebirany po dobu jednoho
roku (celkem analyzovano 42 vzorki). Chlapec byl ¢astecné kojen, dokrmovéan kojeneckou
vyzivou s probiotickym kmenem Lactobacillus reuteri a prebiotikem 2’fukosyllaktosa, od
4. mésice stafi byla do jeho vyzivy postupné zallenéna pevna  strava.
Ve vzorcich stolice kojence byl monitorovan vyskyt celkovych poctli anaerobnich bakterii,
komenzalnich bakterii jako jsou bifidobakterie a laktobacily, a koliformni bakterie Escherichia
coli. V prvnich vzorcich stolice (od 10. dne dale) byl detekovan vyskyt klostridii; Clostridium
perfringens, C. difficile, C. butyricum, dale pak Actinomyces neuii. Z pozitivn¢ pusobich
bakterii byly detekovany laktobacily (L. reuteri, L. rhamnosus), bifidobakterie byly chybé&jici
slozkou mikrobioty daného kojence. Ve v€ku 30 dnl byly kojenci podany probiotické kapky
BioLac, obsahujici Bifidobacterium breve a L. plantarum. Thned po prvnim podani se
bifidobakterie staly dominantni slozkou mikrobioty stolice kojence v poctech vice jak 10°
KTJ/g a po cely zbytek sledovani dominoval v kapkach obsazeny B. breve. V prub¢hu roku
byly detekovany dalsi 3 kmeny bifidobakterii; B. longum, B. bifidum, B. animalis subsp. lactis.
Jednalo se bud o pfirozenou kolonizaci nebo o ovlivnéni probiotickymi ptikrmy (kase)
v piipadé B. animalis subsp. lactis. Osidleni laktobacily kolisalo kolem 107 KTJ/g a po cely rok
dominovaly jiz vySe zminéné L. reuteri, L. rhamnosus. Dvakrat byl identifikovan L. fermentum
pravdépodobné ve spojitosti s riznymi ptikrmy. V kapkach obsazeny L. plantarum nebylo
nikdy mozné detekovat. DalSi monitorovand bakterie byla E. coli, poprvé byla detekovana ve
veéku 30 dnt, pravidelnéjsi a vyssi kolonizace pocala az v obdobi zafazeni smiSené stravy,
tj. okolo 4. mésice stafi. Podani probiotickych kapek bylo zasadni, od pocatku kolonizace
bifidobakteriemi jiz klostridie nebyly vice detekovany, a tak se zabranilo kojeneckym kolikam.
V pribchu celého roku se mikrobiota stfev kojence postupné ménila v ndvaznosti na rizna
podana probiotika, prebiotika a zmény v dieté.

Kli¢ova slova: mikrobiota, bifidobakterie, laktobacily, kojenec, vyvoj



Development and modulation of infant intestinal
microbiota

Summary

The composition of the infant gut microbiota is critical for the subsequent development,
proper function of the immune system, in the fight against pathogenic species
of microorganisms and in the prevention of various diseases or illnesses. Its composition and
diversity are individual, but in general, lactobacilli and bifidobacteria are considered
as beneficial microorganisms, while clostridia or enterococci are rather associated with adverse
scenarios. Colonization of the infant's gut probably begins in the mother's placenta, and after
delivery, the microbiota is affected by a number of factors. The most influential factors include
the mode of delivery, ie vaginal or caesarean section. Furthermore, the feeding system, the
infant can be breastfed, milk powder fed or mixed feeding. The highest abundance of beneficial
bacteria is associated with vaginal delivery and breastfeeding directly from the breast. Other
factors include the use of probiotics, prebiotics and postbiotics. The microbiota stabilizes at the
age of about three years and then with its composition begins to resemble the adult-like
microbiota.

The aim of this work was to report the development of the infant gut microbiota and its
possible modulation by probiotics and prebiotics. The laboratory part of the work was focused
on microbiological culture analyzes with subsequent identification of isolates using MALDI
TOF MS.

Stool samples from an infant born by vaginal delivery were taken for one year (a total of
42 samples were analyzed). The boy was partially breastfed, supplemented with infant formula
containing the probiotic strain Lactobacillus reuteri and the prebiotic 2 fukosyllactose, and
from the age of 4 months, a solid diet was gradually incorporated into his diet. The incidence
of total numbers of anaerobic bacteria, commensal bacteria such as bifidobacteria and
lactobacilli, and coliform Escherichia coli was monitored in infant stool samples. Clostridia
were detected among the first stool samples (from day 10 onwards); Clostridium perfringens,
C. difficile, C. butyricum, then also Actinomyces neuii. From the beneficial bacteria were
detected lactobacilli (L. reuteri, L. rhamnosus), bifidobacteria were a missing component of the
infant microbiota. At 30 days of age, the infant was given BioLac probiotic drops containing
Bifidobacterium breve and L. plantarum. Immediately after the first administration,
bifidobacteria became the dominant component of the infant's stool microbiota in numbers
greater than 10° CFU/g, and in the drops contained B. breve was dominant for the rest of the
monitoring. During the year, another 3 strains of bifidobacteria were detected;
B. longum, B. bifidum, B. animalis subsp. lactis. This was either natural colonization or
influenced by probiotic foods (porridge) in the case of B. animalis subsp. lactis. The population
of lactobacilli fluctuated around 10" CFU/g and the above-mentioned L. reuteri, L. rhamnosus
dominated throughout the whole year. L. fermentum has been identified twice, probably in
connection with various foods. In the drops contained L. plantarum could never be detected.
Another monitored bacterium was E. coli, which was first detected at the age of
30 days, more regular and higher colonization did not begin until the period of inclusion of
a mixed diet, ie around 4 months of age. The administration of probiotic drops was crucial,



since the beginning of colonization by bifidobacteria, clostridia were no longer detected, thus
preventing infant colic. Throughout the whole year, the microbiota of the infant's intestines
gradually changed in connection with various administered probiotics, prebiotics and changes
in diet.

Keywords: microbiota, bifidobacteria, lactobacili, infant, development
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1 Uvod

Vnitiek a povrch téla obyva obrovské mnozstvi mikroorganismii. Spolecenstvi, které tyto
mikroorganismy tvofi, nazyvame mikrobiota. Mikrobiota traviciho traktu, konkrétné stiev, je
v poslednich letech sttedem mnoha védeckych publikaci, nebot’ je tato oblast velice zajimava
a skryva znacny potencial.

Slozeni mikrobioty je ¢aste¢né¢ ddno genetickymi predispozicemi. Presto existuje fada
faktorti, které jsou pro jeji modulaci naprosto klicové. Prvni kolonizace stfev pravdépodobné
pocind jesté pied dovrSenim vyvinu jedince a pied samotnym porodem, tedy uvnitt placenty
matky. Vyskyt patogennich druhii mikroorganismt v placent€ je spjat s nepiiznivymi vysledky
porodu a riznymi komplikacemi. Jakym zplGsobem matka dité¢ porodi, zda vaginalné¢ nebo
cisafskym fezem, velkym podilem ovlivni mikrobiotu béhem prvnich mésicti Zivota. Toto
ovlivnéni muze dit¢ doprovazet i do pozdéjsiho véku, i kdyZ po dovrSeni jednoho roku jiz
zmény zpusobené typem porodu nejsou tak zjevné. V piipad€ vaginalniho porodu pfijde dité
do styku s mikroorganismy z kize matky, sjejimi fekalnimi bakteriemi a vaginalni
mikrobiotou. Pfesto, ze je u cisafského fezu snaha o co nejvétsi priblizeni k prvnim
kolonizatorim po vagindlnim porodu, dité pfijde do styku spiSe s mikroby zdravotnického
persondlu a jejich vybaveni.
zivota. Stfevni mikrobiota je nejcitlivéjsi a velice reaguje na rtizné podnéty okoli. To
nasveédcuje faktu, Ze mezi hlavni ovliviiujici faktory patfi i typ kojeni a zptsoby vyZivy kojence.
Zda matka bude kojit pfirozené z prsu, pies lahev nebo bude kojenci podavat smiSenou stravu.
Stfevni mikrobiota se moduluje a jeji slozeni v tomto obdobi bude ovliviiovat vyvoj jedince
a nasledné maze ovlivnit i1 jeho zdravotni stav v budoucnu. Pomahéd mu v boji s riznymi druhy
patogennich mikroorganismi, dokéaze zlepsit jeho imunitni systém a ptedchéazi fad¢ rtiznych
onemocnéni spojenych s nerovnovahou ve stievni komunité.

Ptesto, ze tyto prvni mésice zivota kojence jsou pro spravny vyvoj jedince a modulaci
zasadni, 1ze mikrobiotu ovlivnit i v pozdéjsim véku zivota, a to mnoha faktory. Jednd se
zejména o dietu, podani probiotik ¢i prebiotik. Kazdy jedinec ma ale sloZeni své mikrobioty
jedinecné, a tak neexistuje jeden spravny postup, jak mikrobiotu pozitivn€ modulovat.



2 Hypotéza a cil prace

2.1 Hypotéza
Predpokladame, ze podavani vhodnych probiotickych bakterii, jako jsou zastupci rodu

Bifidobacterium a Lactobacillus, mize pomoci eliminovat vyskyt kojeneckych kolik
a klostridii v mikrobiot¢ kojence.
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2.2 Cil prace

Cilem prace je zpravovat problematiku rozvoje stitevni mikrobioty kojence a jeji mozné
modulace probiotiky a prebiotiky. Praktickd c¢ast prace se zabyva monitoringem vyskytu
komenzalnich bakterii jako jsou bifidobakterie, laktobacily a koliformni bakterie ve stolici
konkrétniho kojence v pribéhu rozvoje stfevni mikrobioty bé¢hem prvniho roku Zivota
s ohledem na aplikaci probiotik, prebiotik a zmén v dieté.
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3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiota
3.1.1 Charakteristika stfevni mikrobioty

Termin mikrobiota oznacuje ekologickou komunitu komensalii a potencidlnich patogenti
zijicich v lidském tele (Frithauf 2017). Stfeva jsou domovem triliond mikroorganismil, pfiblizné
mnozstvi je 10'* a koduji 100krat vice gent neZ samotny lidsky genom (Gill et al. 2006;
Huttenhower et al. 2012). Hraji velice podstatnou roli v mnoha aspektech lidské biologie. To
naznacuje, ze 1 nas lidsky genom byl formovan interakcemi praveé s témito mikroby béhem nasi
koevoluce (Sonnenburg et al. 2016).

Existuji tfi domény zivota a ve stfevni mikrobioté¢ se mohou nachazet zastupci
z kterékoliv z téchto domén. Tyto domény se nazyvaji Archea, Bacteria a Eukarya. Tvofi mezi
sebou a také s clovékem slozité trofické vztahy, od symbidzy az k parazitismu (Ventura et al.
2009). Seskupeni stfevni mikrobioty dospélého jedince dosahne klimaxu, a to vytvorenim
homeostazy mezi vSemi svymi ¢leny (Tamboli et al. 2004). Naruseni homeostazy zapficinuje
cela fada faktorti a tim mize vzniknout stav zvany dysbidza (Spor et al. 2011). Dysbioza
mikrobioty byva spojovana s fadou negativnich a dlouhodobych nasledkt, mize vést ke vzniku
raznych chorob ¢i onemocnéni, véetné obezity, diabetu, Crohnovy choroby (Kim 2015)
a syndromu drazdivého tracniku (Claesson et al. 2011). Pfesto, Ze se mlze zdat, Ze neexistuje
zadna jedinecna, dokonald a optimdlni kompozice stievni mikrobioty, vyvazené prostiedi
ve stfevech je pro lidské zdravi klicové (Selber-Hnatiw et al. 2017).

Modulace stfevni mikrobioty je brana jako mozné cesta k 1é¢beé mnoha onemocnéni
spojenych s jiz zminénou dysbiézou (Cani 2018). Piesto, Ze za posledni roky bylo dosazeno
vyznamného pokroku ve zkompletovani atlasu taxonomii, mnohem omezengjsiho pokroku bylo
ziskano pfi objasiiovani fungovani lidského stievniho ekosystému, vztahti a interakci mezi
samotnymi mikroorganismy a mezi mikroorganismy a hostitelem. To je jeden z divodd, pro¢
je rozvoj klinickych terapii zalozenych na mikrobioté¢ pomalejsi (Lloyd-Price et al. 2016;
Selber-Hnatiw et al. 2017; Vrancken et al. 2019).

3.1.2 SloZeni stievni mikrobioty

Komunita mikroorganisma sidlici v gastrointestindlnim traktu clovéka se sklada
z riznych druhti bakterii taxonomicky klasifikovanych podle rodu, ¢eledi, fadu a kmene. Kazda
lidska mikrobiota je formovéana, jak jiz bylo naznaceno, v raném véku jedince (Rinninella et al.
2019). Tvofti ji tisice komenzalt, symbiotickych druhii bakterii a mezi nimi jsou domény
Bacteria, Archea, jednobunééné Eukarya, zahrnujici i houby, déle viry a dal$i nebakterialni
a nearchealni mikrobidlni druhy (Lagier et al. 2016; Matijasi¢ et al. 2020). Mnozstvi roda
bakterii osidlujici gastrointestinalni trakt se odhaduje na 1800 a pocet druhti na 15000-36000
(Fri¢ 2010).

Analyzy odhalily, Ze vice nez 90 % druht bakterii nachazejicich se ve sttevech dospélého
jedince pochézi z kmeni Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria a Actinobacteria. Mezi dalsi
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kmeny se pak fadi Fusobacteria a Verrucomicrobia (Hold et al. 2002; Arumugam et al. 2011;
Guinane et al. 2013)

Kmeny Bacteroidetes a Proteobacteria patii mezi Gram-negativni bakterie podilejici se
na traveni sacharidu, vyvoji stftevni mikrobioty, modulaci imunitniho systému a na ochrané pred
kolonizaci patogeny (Russell et al. 2014).

Kmen Firmicutes se sklada z vice nez 200 rodti, mezi které patii naptiklad Lactobacillus,
Clostridium, Enterococcus a Bacillus. Nicméné ve stievech 95 % kmene Firmicutes tvori rod
Clostridium. Do kmene Actinobacteria patii rod Bifidobacterium (Arumugam et al. 2011), ktery
se povazuje za klicovy rod bakterii u kojencti a Ize ho najit u valné vétSiny (Milani et al. 2017).
Do kmene Bacteroidetes se tadi rod Bacteroides a do Proteobacteria rod Escherichia
(Arumugam et al. 2011). Ptiklady, jak kompozice lidské stfevni mikrobioty mlize vypadat, jsou
uvedeny v obrazku €. 1.
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Fusobacteriia

RAD
priklady

Actinomycetales

Bifidobacteriales

Coriobacteriales

Clostridiales

Veillonellales

Enterobacterales

Desulfovibrionales

Campylobacterales
Fusobacteriales

Verrucomicrobiales

CELED
priklady

Corynebacteriaceae

Bifidobacteriaceae

Coriobacteriaceae

Clostridiaceae

Lachnospiraceae

I Ruminococcaceae

Veillonellaceae

Lactobacillaceae

Enterococcaceae

Rikenellaceae

Prevotellaceae

Enterobacteriaceae

Desulfovibrionaceae

Helicobacteraceae

Fusobacteriaceae

Akkermansiaceae

ROD
priklady

Bifidobacterium

Faecalibacterium
Clostridium
Roseburia
Ruminococcus

Dialister

mos Sphingobacterium EIEH

Prevotella

Escherichia

Shigella

Bilophila

Helicobacter

Akkermansia

Obrazek ¢. 1 - ptiklady kompozice stfevni mikrobioty (Rinninella et al. 2019)
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DRUH
priklady

Bifidobacterium
longum

Bifidobacterium
bifidum

@ Faecalibacterium
prausnitzii

Clostridium
spp.
Roseburia
intestinalis
Ruminococcus
faecis
invisus

Lactobacillus
reuteri

Staphylococcus
leei

Bacteroides
fragilis

Bacteroides
vulgatus

Bacteroides
uniformis

Parabacteroides
distasonis

finegoldii
Prevotella
B
Escherichia coli

Shigella flexneri
Desulfovibrio
intestinalis
Bilophila
wadsworthia

Helicobacter
pylori

: Fusobacterium

Akkermansia
muciniphila




3.1.3 Mikrobiota kojence

Mikrobiota kojence zaujima dulezitou roli v dal§im vyvoji jedince. To zahrnuje spravnou
funkci a vyvoj imunitniho systému a prevenci proti kolonizaci patogennimi druhy organismi
(Yassour et al. 2018). Narozdil od dospélych jedinct je mikrobiota kojencli velmi nestabilni
a dynamicka (Arrieta et al. 2014). Ustali se ve véku zhruba tii let a ndsledné se zacne priblizovat
mikrobioté dospelého jedince (Yatsunenko et al. 2012). Studie také poukazuji na fakt, ze lidska
mikrobiota hraje zna¢nou roli v dal$im vyvoji jedince (Smith et al. 2013), ve zdravi ¢lovéka

a v prevenci vzniku onemocnéni.

Driive se predpokladalo, ze osidleni stiev kojence pocina porodem. V poslednich letech
se ale vyskytly diikkazy, ze se jistd kolonizace mikroorganismy vyskytuje jiz v placenté,
v pupecni siitife a v plodové vodé matky (Milani et al. 2017; Tomlinson et al. 2019).

Slozeni a vyvoj mikrobioty kojence ovlivituje mnoho faktorti, nékteré jsou soucasti jiz
perinatalniho vyvoje (tj. vyvojem tésné pred porodem, pii vlastnim porodu a tésn€ po porodu).
Obecné se jedna o typ porodu a krmeni kojence, uziti antibiotik, dieta, vék matky, genetika
a také zivotni styl matky nebo i mnoha ptedeslych generaci (Milani et al. 2017).

Zacatky kolonizace stiev jsou do znacné miry urceny prostredim, kterému je kojenec
vystaven. Déti jsou od jejich narozeni vystaveny riznym environmentalnim zdrojiim bakterii,
zahrnujici napfiklad mikrobiotu vaginalni, fekalni a mikrobiotu klize matky
(Palmer et al. 2007). Otéazka, které bakterie budou nakonec kolonizovat stieva jedince, je
prozatim pouze ¢astecné objasnéna. Tento selekéni proces mlize ovlivnit mnoho faktord, jako
napiiklad mikrobialni sloZeni stiev matky kojence, stav imunitniho systému hostitele a také
nalezené zdroje uhliku v jedine¢ném prostiedi stfev kojence (Olszak et al. 2012; Yassour et al.
2018). V prvnich dnech a mésicich Zivota kojence je mikrobiota znacné variabilni a odliSné pro
kazdého jedince a také se Cetnéji vyskytuji populace tvofené pouze jednou taxonomickou
skupinou (Palmer et al. 2007). Obecné by se dalo fici, Ze bifidobakterie z kmene Actinobacteria
predstavuji dilezitou komenzalni skupinu ve stievech kojenct a patii mezi prvni mikrobidlni
kolonizatory ve stfevech. Dale jsou Casté laktobacily a klostridie (Turroni et al. 2012).

3.2 Vyvoj strevni mikrobioty
3.2.1 Perinatalni kolonizace

Po vice nez stoleti 1¢kafi predpokladali, ze struktury jako plod, déloha ¢i placenta jsou,
pokud se néco nepokazi, sterilni. AZ donedavna byla tedy placenta obvykle povazovéana za
sterilni, slouzici jako bariéra proti bakteridlnim infekcim a zaroven poskytujici vyzivu
rostoucimu plodu. Neddvné studie nam ale sdéluji, Ze je zde mozny vyskyt mikroorganism
a miZe tak hrat roli ve vyvoji jedince po narozeni a v fizeni jeho raného véku Zivota. Pfitomnost
patogennich bakterii v placent¢ je spojena s nepiiznivymi vysledky porodu, vcetné
nedonoSenych déti, mrtvé narozenych déti a syndromu fetalni zanétlivé odpovédi (Milani et al.
2017; Tomlinson et al. 2019). Existuje velka variabilita u detekovanych bakterii v placenté
s omezenym mnozstvim tdaji dostupnych z mikrobiomu pupecnikové krve. V riiznych studiich
se vyskytuji velké rozdily v typu a rozmanitosti bakterii detekovanych v placenté (Gil et al.
2020). Placentu ale pravdépodobné kolonizuji kmeny Firmicutes, Proteobacteria,
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Actinobacteria a Bacteroidetes a zkonkrétnich rodd jsou nejcetnéjsi stafylokoky
a enterobakterie (Tuominen et al. 2018).

Z jinych struktur Ize zminit napiiklad plodovou vodu. V jisté studii se objevily dikazy,
ze kolonizace plodové vody je obdobna té ve vaginalni flofe, se zastupci laktobacild,
streptokokl, bifidobakterii a dal§ich (Rehbinder et al. 2018). I pies vyskytujici se studie je toto
vysoce kontroverzni téma (Milani et al. 2017).

3.2.2 Rané stadium Zivota

Ke konci prvniho roku zivota si mikrobiota u kazdého kojence stale zachovava svou
jedinec¢nost, ale pomalu se zacind podobat profilu, ktery je charakteristicky pro
gastrointestinalni trakt dospélce. Kazdé¢ dité ma ve stfevech odlisné seskupeni mikrobialnich
druht, které si ziskalo a udrzelo. V pfesném casovém vzoru se urcité druhy bakterii objevuji
a mizi a pfetrvavaji tydny az mésice (Palmer et al. 2007). Interpersondlni rozdily jsou u déti
daleko vyraznéjsi nez u dospélych. Zna¢né odchylky ve sloZzeni mikrobioty jsou téZ mezi jedinci
zijicimi v riznych zemich a ¢astech svéta (Yatsunenko et al. 2012).

Casto se piedpoklada, ze Uiplné prvnimi kolonizatory budou aerobni bakterie, jako
stafylokokus, streptokokus a enterobakterie. O trochu pozdéji se zacnou objevovat spiSe striktni
anaerobni bakterie, jako klostridie ¢i bifidobakterie. Rod Bacteroides se vyskytuje témeét
u vsech rok starych kojencti a téz u nékterych novorozencti (Palmer et al. 2007). U déti Zijicich
v Africe se objevuje rod Prevotella. Bifidobakterie taktéZ dominuji po cely prvni rok Zivota
kojence, i kdyz se jejich zastoupeni béhem tohoto obdobi snizuje (Yatsunenko et al. 2012).

3.2.2.1 Vyvoj u pred¢asné narozenych kojencii

V prostiedi NICU (Neonatal Intensive Care Unit), jednotky intenzivni péce novorozence,
jsou kojenci po narozeni vyzivovani zdravotnickym personalem, ktery nosi ochranné Iékarské
vybaveni jako rukavice a pldsté, tim limituji Sifeni kterychkoliv mikroorganismi do
mikrobiomu kojence.

V porovnani s kojenci, ktefi jsou narozeni v fadném a zdravém terminu, zde dominuji
grampozitivni koky z celedi Staphylococcaceae. Naopak kratsi dobu jsou dominantni
enterobakterie a kolonizace bifidobakteriemi, které byvaji u kojencti Castym a hojnym
zastupcem, je opozdénd. Po mésici vyvoje jiz kompozice mikrobioty kojenct nevykazuje tak
znaéné rozdily, ale stale u téch, ktefi byli narozeni piedCasné, vypovida zietelné vyssi
kolonizaci enterobakteriemi spolu s klostridiemi a niz$i vyskyt bifidobakterii. Je zde téz vyssi
risk kolonizace patogennimi druhy mikroorganismt (Tauchi et al. 2019).

3.2.3 Dospélost a stari

Pfesto, Zze je mikrobiota dospé€lce v pribéhu Zzivota spiSe stabilni, mohou se objevit
i vykyvy a zmény v jejim slozeni. Muze je zapfiCinit napiiklad starnuti, zména stravy
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¢i reaktivita imunitniho systému jedince. Obecné by se dalo fici, ze se s pfibyvajicim vékem
snizuje druhové rozmanitost, a to u vétsiny skupin mikroorganismi (Woodmansey 2007).

Pokud se porovna mikrobiota dospélého s jedincem star§iho véku, objevuji se rozdily
mezi mirou osidleni kmenem Firmicutes, a to ticba rodem Clostridium, dale kmenem
Bacteroidetes (Claesson et al. 2011). ZvySena diverzita klostridii se vyskytuje spiSe u mladsich
dospélych (Zwielehner et al. 2009).

Dle Woodmansey (2007) se s vékem zvysuje pocet fakultativnich anaerobt, fusobakterii
a klostridii, zaroven se snizuje mnozstvi prospéSnych mikroorganismd, jako jsou laktobacily
a bifidobakterie, a dale Bacteroides. Podle Hopkins & Macfarlane (2002) se mnozstvi rodu
Bacteroides s pribyvajicim vékem téz snizuje, ale zvySuje se jeho druhova diverzita, a déle dle
Claesson et al. (2001) a Zwielehner et al. (2009) se spolu se starnutim miize mira kolonizace
Bacteroides zvySovat. Vysledky jsou zde tedy nejednotné.

U mladsich dospélych, do zhruba 34 let, se ¢asté&ji vyskytuji bifidobakterie jako napiiklad
Bifidobacterium angulatum a Bifidobacterium longum. Dale také Prevotella tannerae
a Bacteroides ovatus z kmene Bacteroidetes. Variabilita laktobacilti je u dospélych jedinct
velika (Hopkins & Macfarlane 2002).

Star$i dospéli a seniofi nad 65 let Castéji trpi na rizné choroby a nemoci, které spolu se
zvySujicim se v€kem mohou piibyvat na zadvaznosti a slozitosti. Jsou podchycovany a léceny
riznymi medikacemi, které nasledné mivaji vliv pravé na sloZeni mikrobioty (Claesson et al.
2011).

3.2.4 Opvliviujici faktory

3.2.4.1 Typ porodu

Mezi dva zakladni typy porodu patii standartni vaginalni porod a cisatsky fez. Ovliviiuji
mikrobiotu novorozencii i kojenct. Tyto zmény jsou nejzietelnéjsi zejména béhem prvnich tii
mésici zivota. Po uplynuti pil roku jiz zmény mizi a nejsou tak znacné rozdily mezi mikrobioty
déti narozenych vaginalnim porodem a cisafskym fezem (Rutayisire et al. 2016). Dité pfivedené
pfirozenou cestou, tedy standartnim vaginalnim porodem, pfijde do kontaktu s matcinou
posevni mikrobiotou spolu s fekalni. Oproti tomu prvni bakterie déti narozenych cisatskym
fezem pochazi z kiize matky. Dale novorozenci ziskavaji bakterie i z povrchi v nemocnici
a z klize zdravotniho personalu. Nejsou tedy piimo vystaveni pouze mikroorganismim, které
jsou typické pro jejich matky (Biasucci et al. 2010; Sonnenburgovi 2016).

Dle Yang etl al. (2019) se u kojencti narozenych cisaiskym fezem vyskytovalo asi 50 %
zastoupeni kmenem Firmicutes, 40 % zastoupeni kmenem Proteobacteria, 10 % Actinobacteria
a zanedbatelné mnozstvi kmenem Bacteroidetes. U standartniho vaginalniho porodu se poméry
lehce 1i8i. Nejvyssi zastoupeni ma téz kmen Firmicutes, ale asi 40 %. Zastoupeni kmene
Proteobacteria bude podobné, okolo 35 %. Kmen Actinobacteria se vyskytuje hojnéji, a to
zhruba o polovinu, jeho zastoupeni je tedy 20 %. Téz bude nasledovat kmen Bacteroidetes, ale
zde je jeho mira kolonizace asi 10 %.

Z konkrétnich rodu se u standartniho vaginalniho porodu ¢asté&ji vyskytuje Streptococcus,
Bacteroides a Bifidobacterium, zatimco u cisatského tfezu spiSe Enterococcus a Clostridium
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(Yang et al. 2019). Rod Bifidobacterium je povazovan za piinosny v otazce vyvoje imunitniho
systtmu a celkového zdravi, naopak Clostridium za hlavniho Cd{initele mnoha
gastrointenstindlnich infekci béhem kojeneckého véku jedince (Rutayisire et al. 2016). Dle
Biasucci et al. (2010) se u cisafského fezu bifidobakterie vyskytly ziidka, pouze asi z9 %
a detekované druhy byly B. longum a Bifidobacterium gallicum. U standartniho vagindlniho
porodu byly bifidobakterie detekovany asi z 60 % a druhové zna¢né rozmanitéjsi. Navic se
vyskytly naptiklad druhy B. longum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium adolescentis.

U rodu Lactobacillus jsou rozdily zejména na urovni druhi, to samé plati pro zptisoby
vyzivy kojence. Dominantni druhy ve vSech skupinach jsou Lactobacillus rhamnosus (syn.
Lacticaseibacillus rhamnosus) a Lactobacillus gasseri. Pro cisafsky fez mohou byt typicté;si
druhy Lactobacillus mucosae (syn. Limosilactobacillus mucosae) a Lactobacillus fermentum

(syn. Limosilactobacillus fermentum) (Yang et al. 2019).

3.2.4.2 Zpusoby vyzivy kojence

Metoda kojeni zna¢né ovliviluje slozeni a miru kolonizace mikrobioty kojence.
Dtlezitym faktem je, zda matka koji pfirozené pifimo zprsu nebo mléko odebira
prostfednictvim pumpicky do lahve. Krmeni kojence skrz lahev a nedostate¢ny kontakt ustni
dutiny s prsem matky mohou mit nezavisle na sobé zna¢ny vliv na vyskyt mikroorganismua
a na zdravi kojence. Kojeni kojence ptes ldhev je pojeno s celkoveé niz§im vyskytem
mikroorganismil. Cast&ji se mohou objevovat &eledi Enterococcaceae a Enterobacteriaceae.
Dale napiiklad celed’ Pseudomonadaceae, ktera se fadi mezi potencidlné patogenni a skodlivé
druhy. U kojeni pfimo z prsu se Castéji vyskytuji bifidobakterie (Moossavi et al. 2019).

Také se rozliSuje n¢kolik typt vyzivy kojence. Mlékem piimo z prsu (BF; breast-fed),
déle z lahve susenym mlékem (MPF; milk-powder-fed) a smiSenou stravou (MF; mixed-fed).
Hojnost zastoupeni jednotlivych kment se zde lisi. Kmen Firmicutes je nejvice zastoupen
u kojenct krmenych suSenym mlékem, a to asi v 55 %. Kmeny Proteobacteria a Actinobacteria
jsou naopak u susené¢ho mléka v porovnani se zbyvajicimi dvéma typy krmeni zastoupeny
méné. Kmeny Actinobacteria a Bacteroidetes jsou nejvice zastoupeny u kojenct krmenych
matefskym mlékem piimo z prsu. Proteobacteria jsou nejcetnéjsi u smiSené stravy.

Rod Bifidobacterium je nejhojnéjsi u kojencti krmenych matefskym mlékem piimo
z prsu. Enterococcus je nejvice zastoupen u kojenct krmenych suSenym mlékem a Clostridium
u krmeni smiSenou stravou (Yang et al. 2019).

3.3 Moznosti modulace stfevni mikrobioty
3.3.1 Dieta

Potraviny a strava se fadi mezi hlavni environmentdlni Cinitele formujici stfevni
mikrobiotu, a to po celou dobu lidského Zivota. Ziviny, bioaktivni sloueniny, specifické
potraviny a stravovaci navyky moduluji sloZeni a funkénost mikrobioty, coZ ma pozitivni nebo
negativni dopad na lidské zdravi (Yang et al. 2020; Ramos & Martin 2021).
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Mikroorganismy pfenasené potravinami mohou byt spojovany s velkym mnoZstvim
raznych scéndit. Dokdzou stimulovat lidské protilatky, dale uvoliiovat chemické latky
stimulujici celkovy zdravotni systém nebo také inhibovat vyvoj riznych nezadoucich patogenti.
Jiné mikroorganismy zplsobuji minimalni zmény v hostitelské mikrobidlni komunité. Déle
existuji patogenni druhy, které dokazi znacné narusit mikrobiotu a jsou spojovany se vznikem
jiz zminované dysbiozy, téZ mohou byt spojovany s chorobami piendSenymi potravinami
(Antunes et al. 2020). V zédsad¢ je ale mozné t€émto chorobam piedejit. Pokud se jedna
o rizikového konzumenta, je diilezité, aby byl poucen, kterym potravindm by se mé¢l vyhnout
a jaka preventivni opatieni pfijmout. Onemocnéni zplsobené¢ konzumaci potravin, které
obsahuji nezadouci patogeny, se vétSinou sestava z akutnich gastrointestinalnich obtizi, jako je
nevolnost, prijem ¢i zvraceni. Mezi rizikové mikroorganismy se fadi Escherichia coli ¢i
Campylobacter z kmene Proteobacteria (Acheson 2009).

V poslednich letech se v této oblasti zvySuje mnozstvi znalosti a zjiStuje se, které
bakteridlni rody a tfidy nejcastéji ovliviiuji hostitele skrze stravu. Priklady takovych
mikroorganismu jsou uvedené v obrazku €. 2. Mikrobiota hraje dulezitou roli pfi fad€ riznych
onemocnéni, nicmén¢ obsahlejsi informace zaméfujici se na jednotlivé typy diet, které by tyto
choroby diky obsahu mikroorganismii dokazaly ovlivnit a zlepSit, prozatim chybi
(Josephs—Spaulding et al. 2016; Antunes et al. 2020).

Rezervatory Bakterialni patogeny

-Vibrio cholerae, V. vulnificus,
L~ V. parahaemolyticus.
= ‘ -Clostridium perfringens, C.
(

botulinum.
L. -Bacillus cereus group.
Prostiedi -Listeria monocytogenes.

-Salmonella Typhi.

-Vibrio cholerae.

-Shigella dysenteriae, S. flexneri.
-Non-Shiga toxin producing
Escherichia coli (STEC).

Pienos

!

-Non-typhoidal Salmonella.
-Campylobacter jejuni, C. coli.
-Yersinia enterocolitica.
-STEC.

-Listeria monocytogenes.

-V. parahaemolyticus.

Prospésné bakterie

-Lactococcus spp.
-Lactobacillus spp.
Zpracovani -Bifodobacterium spp.
potravin -Streptococcus spp.

Primysl

Obrazek ¢. 2 — ptiklady hlavnich patogent a prospéSnych bakterii pfenasenych z potravy do
lidského téla (Antunes et al. 2020)
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3.3.1.1 Rostlinna dieta

V rozvinutych zemich se vyskytuje stale vice pfipadi, kdy konzumace Zzivocisnych
produktti lidem zptisobila riizné zdravotni komplikace a poruchy (Sakkas et al. 2020). Veganska
neboli rostlinnd dieta se jevi jako prospéSnd pro lidské zdravi tim, Ze podporuje rozvoj
rozmanitéjSich a stabilnéjSich mikrobidlnich systéml. M4 tendenci mit nizky obsah bilkovin
a tukli, a naopak vysoky obsah sacharidl, vlakniny a fytochemikalii, zejména polyfenold.
Vldknina zvySuje mnozstvi probiotickych bakterii jako Ruminococcus nebo Roseburia
a zaroven redukuje mnozstvi enterokoki ¢i klostridii. Polyfenoly zvySuji ¢etnost prospésnych
bifidobakterii a laktobacili (Tomova et al. 2019). Mezi jeji hlavni nedostatky se fadi jiz
zminény nizsi ptijem urcitych Zivin, jako jsou bilkoviny a tuky. Aby se pfedeslo deficitu téchto
zivin u konzumentd, je dulezité, aby vegani dodrzovali pfedem naplanovany komplexni dietni
plan. Existuji diikazy, Ze tento typ diety dokdZe pomoci pfi fadé riznych chorob, ale i pies
vyskytujici se studie jsou jeji dopady na lidské zdravi a stfevni mikrobiotu zndmé pouze
Castecné a je tak potfeba dalSiho zkoumani (Sakkas et al. 2020).

3.3.1.2 Stiredomorska dieta

Nejcastéji byva doporucovana stiedomoiska dieta (MD; mediterranean diet). Existuje
mnoho dikazi o jejich priznivych ucincich na mikrobiotu a celkové lidské zdravi (Dinu et al.
2018). Stravu charakterizuji bohaté rostlinné potraviny, jako napiiklad zelenina, brambory,
fazole a ofechy. Dale Cerstvé ovoce, ryby, mlééné vyrobky (zejména syr a jogurt) a vino,
v malém az sttednim mnozstvi (Willett et al. 1995). Tento typ stravy snizuje zastoupeni
klostridii, a naopak zvySuje zastoupeni laktobacilii a bifidobakterii (Rinninella et al. 2019).

3.3.1.3 Zapadni dieta

V dnesni dobé je takzvana zapadni strava (WD; western diet) nejcastéjSim typem diety
ve vyspélych zemich. Zahrnuje vysoké mnozstvi cukri, tukl, zivo¢isnych proteint, zaroven
nizké mnozstvi prospésné vldkniny a zeleniny. Tato strava miize zpisobovat stievni dysbiozu,
dale obezitu a dalsi riznd onemocnéni (Zindcker & Lindseth 2018; Santos-Marcos et al. 2019).
Ve srovnani se sttedomotskou stravou se u konzumentti vyskytuje nizsi zastoupeni laktobacilti
a bifidobakterii. Také se snizuje Cetnost probiotického rodu Roseburia z kmene Firmicutes.
ZvySuje se zastoupeni Bacteroides zkmene Bacteroidetes a Enterobacteria z kmene
Proteobacteria (Rinninella et al. 2019).

3.3.2 Probiotika

Probiotika jsou zivé a zdravi prospésné mikroorganismy. T¢lo je ptijima v podobé stravy
¢i suplementt a nasledné s jejich pomoci dokaze zlepsit zdravotni stav jedince a ovlivnit jeho
sttevni mikrobiotu (Jabandziev et al. 2019). V lidské mikrobioté ovSem nesidli trvale
a v porovnani s rezidentnimi bakteriemi nejsou ani piili§ pocetné (Sonnenburgovi 2016).

20



Soto et al. (2014) uvadi, ze za prvni potencialni probiotikum novorozence lze povazovat
matetské mléko, nebot’ obsahuje znacné mnozstvi riznych mikroorganismii vcetné
bifidobakterii a laktobacill, konkrétn€ 1ze uvést naptiklad B. breve, B. longum, L. fermentum,
L. gasseri a Lactobacillus reuteri (syn. Limosilactobacillus reuteri). Probiotické
mikroorganismy je mozné zkonzumovat také v nesterilizovanych kvasenych potravinach, coz
je tieba jogurt nebo kysané okurky, ¢i v nekvasenych potravinach s ptidavkem zivych bakterii.
Zivé bakterie b&zné obsahuji i syry, smetana a méslo (Sonnenburgovi 2016).

3.3.2.1 Druhy probiotickych bakterii

Nejznaméjsi probiotické bakterie jsou rody Bifidobacterium a Lactobacillus. Jsou
charakteristické pro zdravy stfevni trakt a laktobacily téZ pro svou pfitomnost ve
fermentovanych potravinach. Jako probiotika lze pouzit i né€které nepatogenni zastupce z roda
Escherichia, Bacillus, Enterococcus a Saccharomyces. Jak jiz bylo zminéno, probiotika
vykazuji mnoho prospéSnych vlastnosti, zavisi ovSem na davce a zplsobu jejich podani.
Vhodny popis probiotického produktu by mél obsahovat identifikaci rodu a druhu, oznaceni
kmene, zivotaschopny pocet kazdého kmene ke konci trvanlivosti vyrobku, doporucené
podminky skladovéni, piesny popis fyziologického tc¢inku a dalsi dilezité nalezitosti (Reid et
al. 2003; Fri¢ 2008). Jako konkrétni ptiklad lze uvést L. rhamnosus (Laitinen et al. 2005),
Lactobacillus casei (syn. Lacticaseibacillus casei) (Merenstein et al. 2010), dale Lactobacillus
johnsonii, E. coli Nissle (Jonkers et al. 2012) a Bifidobacterium longum subsp. infantis (Partty
et al. 2013).

3.3.2.2 Vliv probiotik na mikrobiotu

Mezi konkrétni funkce probiotik se fadi napiiklad podpora tvorby hlenu pokryvajici
stievni sténu. Tento hlen chrani lidskou stfevni mikrobiotu pfed nezddoucimi mikroorganismy.
Dale pomahaji v boji proti gastrointestinalnim infekcim, mohou mit kladny vliv pfi infekénim
prijmu a likviduji patogeny (Sonnenburgovi 2016). Mohou se podilet na tvorbé peptida
s bakteriostatickymi a baktericidnimi tc¢inky, stimulovat eliminace toxint ¢i regulovat funkce
stievni bariéry (Fri¢ 2008).

V ptipadé¢ suplementace béhem kojeneckého véku bude jejich podani zlepSovat imunitu,
miZze zlepSovat naladu a s tim i1 zmirfiovat podraZzdénost. Tento scénaf mize nastat pfi podani
bakterie B. longum subsp. infantis (Partty et al. 2013).

V dnesni dobé existuje fada studii dokazujicich pozitivni vliv probiotik na lidské télo.
Naptiklad jeden finsky védecky tym prokazal, ze podavani probiotik, konkrétné druhu
L. rhamnosus, v perinatdlnim obdobi matky muze nésledné slouzit jako vhodna prevence ¢i
terapie alergickych chorob u narozeného ditéte a snizovat riziko atopického ekzému (Laitinen
et al. 2005).

Dalsi studie nam sdéluje, Ze denni konzumace fermentovaného kravského mléka
obsahujici L. casei mize détem pomoci v boji s gastrointestindlnim onemocnénim. Dale mize
snizovat vyskyt béznych infekénich chorob (Merenstein et al. 2010).
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3.3.2.3 Postbiotika

Postbiotika neobsahuji Zivé mikroorganismy, ale zahrnuji jakoukoli latku uvolfiovanou
nebo produkovanou metabolickou aktivitou mikroorganismi. Maji piimy nebo nepiimy
ptiznivy Gc¢inek na hostitele. PouZziti metabolitii nebo fragmentli odvozenych z mikroorganismt
neboli postbiotik, je v moderni medicing atraktivni terapeutickou a preventivni strategii. Podle
souCasnych udaji maji takova postbiotika pleiotropni Gcinky, vetné¢ imunomodulac¢nich,

Jedna z jejich moznych cest do lidského téla je prostfednictvim fermentovanych
produktti. Specifické supernatanty kultur ziskanych diky bakterialni fermentaci obsahuji velké
mnozstvi riznych latek. Fermentovany produkt miize obsahovat jak zivé, tak nezivé Casti
mikroorganismu, dale jejich fragmenty, metabolity ¢i jejich cytosol (Aguilar-Toal4 et al. 2018;
Jabandziev et al. 2019).

3.3.3 Prebiotika

3.3.3.1 Charakteristika prebiotik

Prebiotika jsou definovana jako substrat, ktery je selektivé vyuzivan hostitelskymi
Jakakoliv slozka potravy, ktera vstupuje do tlustého stfeva, miize byt prebiotikem. Ve sttevech
jsou za pomoci piivodnich bakterii, o nichz se predpoklada, Zze maji pozitivni efekt na mikrobitu,
fermentovany (Gibson 1998). Bakterie takto prebiotika utilizuji a zajisti si sviij rast, hojnost
a dale mozny kladny dopad na hostitele (Sonnenburgovi 2016). Tato fermentace dava zaklad
uc¢innym prebiotikiim a jejich schopnosti meénit slozeni stfevni mikrobioty smérem
bakterii, nikoli $kodlivych skupin (Kolida et al. 2002).

Prebioticka kritéria spliiuji zejména oligosacharidy obsahujici fruktozu, které se pfirozené
vyskytuji v riznych rostlindch, jako je cibule, chiest, cekanka, banan a arty¢ok. Déle rizné
druhy vlékniny, jednoduché sacharidy, polysacharidy.

Z oligosacharidil je roz$ifené a dobfe dostupné prebiotikum inulin, prodavé se jak ve
formé potravinového dopliiku, tak je mozna konzumace prostfednictvim vySe zminéného ovoce
a zeleniny (Gibson 1998). Koncept prebiotik také zahrnuje latky, které sacharidy neobsahuji.
Kromé gastrointestinalniho traktu mohou byt cilené i na jina mista téla a mohou spadat do jiné
kategorie, nez jsou potraviny (Gibson et al. 2017). Mezi takové latky se fadi napiiklad
polyfenoly, které mohou mit jiz zminény prebioticky efekt, a tak mohou podporovat rist
laktobacilt a bifidobakterii. V ptipad¢, ze se bohaté polyfenolové latky, naptiklad ve formeé
fenolickych extraktli, doplni do fermentovanych produktli, mohu zvySovat zdravotni benefity
téchto funk¢nich potravin (Duefias et al. 2015).
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3.3.3.2 Vliv prebiotik na mikrobiotu

Prebiotika vyzivuji stfevni mikrobiotu a z ¢asti také zajiStuji vyzivu stfevni sliznice
(Gibson 1998). Dale dokazi pretrvavat v distalni oblasti tlustého stfeva, mista ptivodu nékolika
chronickych chorobnych stavi, jako je naptiklad rakovina tlustého stieva ¢i ulcerdzni kolitida.
Predpoklada se, Ze mikrobiota v této oblasti stfev miize hrat diilezitou roli pfi vzniku nebo
prabéhu téchto chorob.

Diky svym pozitivnim vlastnostem jsou nejcastéjSimi cilovymi organismy prebiotik
bifidobakterie a laktobacily. Bifidobakterie jsou zndmé svymi inhibi¢nimi u¢inky na rtzné
patogeny, a protoze jejich tvorbu prebiotika mohou stimulovat, stavaji se tak dilezitymi
v roli opevnéni stievni mikrobioty a v odolavani riznym patogenim (Kolida et al. 2002).

3.3.3.3 Oligosacharidy mateiského mléka

V matefském mléce se vyskytuje pres 200 zndmych struktur oligosacharidi (Musilova
& Rada 2015). Jsou to nekonjugované glykany a v mléku jsou hojné a jedinecné (Bode 2012;
Triantis et al. 2018). Neslouzi vsak jako vyziva samotného novorozence, nybrz jeho mikrobioty
(Sonnenburgovi 2016). Mnozstvi a slozeni oligosacharidi v mléce je velice individualni
a zavisi na fad@ riznych faktort, naptiklad na fazi laktace. Po uplynuti jednoho roku od zacatku
laktace bude mnozstvi oligosacharidii zna¢né€ niz$i. Primérné mnozstvi je pfiblizné¢ od 5 do
15 gramt na litr mléka (Chaturvedi et al. 2001; Bode 2012) a po tuku a laktéze jsou nejcastéjsi
slozkou mléka (Sonnenburgovi 2016).

Piivodné byly tyto oligosacharidy povazovany za prebioticky ,,bifidus faktor*, slouzici
jako metabolicky substrat pro pozadované bakterie a formujici slozeni stfevni mikrobioty se
zdravotnimi pfinosy pro kojeného novorozence (Bode 2012). V gastrointenstinalnim traktu jsou
traveny minimaln¢, a tak se neporusené dostavaji dal do tlusté¢ho stieva, kde formuji mikrobiotu
a pro novorozence se stdvaji prvnim prebiotikem. Maléd ¢ast oligosacharidl je vstfebavana
do systémové cirkulace a nasledné vyloucena ledvinami. Maji také schopnost vazat se na
povrchové receptory epitelovych bunck ¢i bunék imunitniho systému. Na tomto principu
mohou modulovat imunitu novorozence ve stfevech nebo v jinych ¢astech téla (Triantis et al.
2018). Mezi jejich vlastnosti a €inky se fadi 1 antimikrobialni a antiadhezivni, diky kterym
mohou slouzit jako tzv. rozpustné receptory (DcR; decoy receptors). Patogeny se tak nemohou
pfipojit k détskym sliznicim a tim se snizuje riziko rtiznych infekci (Bode 2012). Kromé jiz
zminénych funkci se ucastni na rozvoji mozku a zlepsuji kognitivni funkce (Musilova & Rada
2015). Souhrn dtlezitych ovlivitujicich faktord, jako jsou probiotika, prebiotika, postboitika
a dieta, je uveden v obrazku ¢. 3.
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PROBIOTIKA POSTBOITIKA

Obrazek €. 3 - Stiecha, ktera predstavuje mikrobiom, mtize byt nepropustna a spolehliva pouze
za predpokladu, ze nize uvedené konstrukce jsou pevné. Zakladem stavby je vhodna strava

E‘PREBIOTIKA

a fyzicka aktivita. Metaforicky zaklad, ktery predstavuje strava a cviceni, podtrhuje zasadni roli
zdravého Zivotniho stylu pii udrzovani lidského zdravi a pohody (Zétkiewicz et al. 2020).

3.3.4 Antibiotika

Od pocatku uzivani antibiotik jiz uplynulo téméf stoleti. Jejich problematika je vSak stale
povazovana za spolehlivou cestu k 1é€bé mnoha rtiznych chorob. Bylo ale prokazéano, ze
vyznamné ovliviiuji a rozrusuji stitevni mikrobiotu. Mohou mit bud’ dysbioticky ¢inek, nebo
naopak eubioticky. Ten zvySuje Cetnost potencidlné prospéSnych bakterii. Jakou mirou
a zpusobem nakonec antibiotika narusi stfevni mikrobiotu téz zalezi na dalSich faktorech, jako
je vek jedince, Zivotni styl a kompozice mikrobioty jesté pred podanim antibiotik (Ianiro et al.
2016).

3.3.4.1 Podani béhem téhotenstvi

Antibioticka 1é¢ba byva beéhem téhotenstvi a porodu velmi castd. Az 40 % novorozenct
je vystaveno perinatdlnimu podani antibiotik. Mezi onemocnéni, ktera se béhem téhotenstvi
nejcasteji 1éCi antibiotiky, patii zanéty mocovych cest. Pouziva se naptiklad antibiotikum
Nitrofurantoin. Dalsi casté onemocnéni jsou infekce dychacich cest, které se mohou 1é¢it
antibiotiky jako jsou peniciliny (Fairlie et al. 2013; Stokholm et al. 2013). Antibiotika se téz
podavaji v ptipadé provedeni akutniho cisafského fezu (Azad et al. 2015).
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V prvnich mésicich Zivota kojenct se v piipad¢ pfedchoziho vystaveni antibiotiky slozeni
mikrobioty znacné li§i. Tyto rozdily mohou pietrvavat az do 12 mésict Zivota. V piipadé
spojeni pfirozené¢ho vagindlniho porodu a podani antibiotik je mikrobiota kojencii chudsi na
diverzitu i na pocet. V pfipad¢ podéani antibiotik s naslednym porodem cisaiskym fezem se
diverzita zvysuje.

Ve véku jednoho roku se jiz zaznamenavd zmén méné. OvSem zmény mikrobioty
vyvolané antibiotiky mtize ovlivnit i fakt, zda byl kojenec kojen a jak dlouho, a dale jiz zminény
typ porodu. U déti, které nejsou kojené po dobu minimdlné tfi mésicl, je zvySené riziko
dlouhodobého naruseni stfevni mikrobioty, a to i kolem prvniho roku Zivota. Je sniZzen vyskyt
celedi Bacteroidaceae a zvysen tadu Clostridiales. Obdobny efekt jako absence kojeni mize
mit nouzovy cisafsky fez. Navic se bude zvySovat vyskyt roda Veillonella a Streptococcus
z kmene Firmicutes (Azad et al. 2015).

3.3.4.2 Podani béhem raného zivota ditéte

Mnohé studie potvrdily, Ze podavani antibiotik kojencim a détem muze mit nasledny
negativni dopad na jejich vyvoj a zdravotni stav.

Expozice antibiotikim perinatalné a béhem prvnich 2 let Zivota vyznamné ovliviiuje
riziko vzniku atopickych a metabolickych poruch. Expozice béhem prvnich 6 mésict Zivota se
jevi jako nejkritictéjsi, coZz odpovida dob¢, kdy je mikrobiom nejvice nachylny k nevratnym
porucham (Bejaoui & Poulsen 2020). Soucasné kojeni a uzivani antibiotik matkami vede
k tomu, Ze se antibiotika dostanou do mléka, a to pasivni difuzi nebo aktivnim transportem.
U kojeného ditéte se vystaveni muize projevit ve formé prijmu, malabsorpce a dal$imi
negativnimi dopady (Adamkové & Blechova 2015).

Casna nebo opakovana expozice kojencii a déti antibiotikiim se téZ poji se zvySenym
rizikem vzniku nadvéhy béhem dospivéani a pozdéjsiho véku Zivota (Bailey et al. 2014), tato
problematika je blize pfibliZzena v obrazku ¢. 4.

3.3.4.3 Rezistence na antibiotika

Rezistence na antibiotika poc¢ind, kdyz bakterie méni svou odpoveéd’ na uziti riznych
1é¢iv. Tyto rezistentni bakterie mohou zplsobit onemocnéni daleko horsi a vaznéjsi nez ty
bakterie, které na antibiotika rezistentni nejsou. V dne$ni dob¢ tato problematika patii mezi
nejveétsi hrozby a mize postihnout kohokoliv, v jakémkoliv véku a v kterékoliv zemi (WHO
2020).

Byly objeveny specidlni faktory, které davaji vzniku rezistenci na antibiotika a jsou
specifické pro par matka-dité. Existuji geny, jejichZ pfitomnost sama o sob& piinasi tuto
rezistenci a také geny, u nichz je rezistence zpusobena mutacemi s jednim nukleotidem.
Rezistentni geny (AR; antibiotic resistence) se ve srovnani s matefskymi vzorky castéji
vyskytuji u détskych vzorki a nékteré AR geny se téz vyskytuji bud’ pouze u matek, nebo pouze
u potomkdu (Yassour et al. 2018).
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Obrazek ¢. 4 - Mozné dopady uziti antibiotik ¢i dal§ich faktorti na vahu v pozdéj$im véku
zivota. Kojenci dostavaji vétSinu své kolonizujici mikrobioty pifi narozeni, béhem kojeni
(prostfednictvim matefského mléka) a prostfednictvim matetskych interakci (kontakt s kiizi).
Mikrobialni spolecenstvi mohou byt ovlivnéna i uzivanim antibiotik. V kojeneckém véku je
mikrobiota obzvlasté citlivd na naruseni antibiotiky a pozménénd mikrobiota miiZze ovlivnit rast
a vyvoj v pozd¢jsim veéku, s disledky, jako je nadmérny pfirtistek hmotnosti nebo zpomaleny
vyvoj (Cox & Blaser 2015).

3.4 Metody detekce mikrobioty

Obecné 1ze metody identifikace rozd¢lit na metody kultivaéné zavislé a kultivacné
nezévislé. Dal§im dulezitym faktem je, zda budeme identifikovat konkrétni mikroorganismus
(izolovany v ¢isté kultute), nebo bakterialni spolecenstvo.

Kultivace zajistuje kvantitativni a kvalitativni prikaz mikroorganismil. V této metodé
detekce je tfeba pouzit sterilni Zivné pldy, do kterych se aplikuje inokulum. Tyto kultivacni
pudy musi vyhovovat vSem narokiim daného mikroorganismu (Bursova et al. 2014). Ne
vSechny mikroorganismy se vSak dostate¢né¢ mnozi a na médiu tak nemusi vytvofit viditelné
kolonie. N¢které buiiky mohou produkovat mikrokolonie, které jsou pouhym okem neviditelné.
Je dilezitd snaha o zachovani ptivodnich vlastnosti bun€k i v laboratornich kulturach. To mize
zahrnovat jejich udrZzovani ve stavu, co nejblize piivodnimu stanovisti. Soucasné kultivacni
metody maji tendenci vybirat mikroorganismy, které jsou nejvhodnéjsi pro Zivot v laboratoti
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(Austin 2017). S rychlym vyvojem nastroji pro molekularni identifikaci je tfeba si pamatovat,
ze tradi¢ni kultivacni metody zlstavaji pro mnohé ucely stale nezbytné. Nevyhodou vsak je, ze
jsou tyto metody ¢asove naro¢né (Emonet et al. 2010).

Molekularni techniky, konkrétné metody zaloZené na polymerdzové fetézové reakci
(PCR; polymerase chain reaction), poskytuji citlivé, rychlé a kvantitativni analytické néstroje.
Lze takto sledovat rizné patogeny, studovat je, a to véetn¢ novych nebo objevujicich se kmend.
Tyto techniky se pouzivaji napiiklad k hodnoceni mikrobiologické kvality potravin a vody.
Rozsah metod dostupnych pro aplikaci molekularnich technik se zvysil a souvisejici naklady
klesly (Girones et al. 2010). PCR je metoda, kdy se amplifikuji malé vzorky DNA. Namnozi se
na mnozstvi, které bude dostate¢né velké pro néslednou analyzu. Touto metodou nelze
amplifikovat cely genom, pouze relativné malé a specifické sekvence DNA. Vyuziva se
zejména v pripadech, kdy by kultivace trvala moc dlouho. V klinice by totiz pifi vyuziti
kultivaéni metody pacient mohl na potfebou 1écbu cekat i tydny (Tortora et al. 2015).
Diagnostika virovych onemocnéni by méla byt hlavnim cilem uziti metody PCR, nebot’
laboratorni testy pro identifikaci viri jsou bud’ pomalé, drahé nebo necitlivé. V dne$ni dobé je
i pomalu rostouci, obtizn¢ kultivovatelné nebo nekultivovatelné mikroorganismy. Drtiva
vétSina metod PCR pouzivd tepelné cyklovani, stfidavé zahiiva a ochlazuje vzorek
(Mohammed et al. 2015).

V poslednich letech je k identifikaci mikrobidlnich taxonomii vyuzivana a téz oblibena
metoda MALDI-TOF MS. Jedna se o hmotnostni spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci
za UcCasti matrice. Provedeni analyzy je velice rychlé, pfesné a vhodné pro Sirokou oblast
mikroorganismi. Data ziskana z hmotnostnich spekter jsou porovnana s knihovnou
hmotnostnich spekter mikroorganismil. Jako vysledek bude néasledovat shoda nebo nesouhlas
mikroorganismu se specifickym spektrem. Mikroorganismy se rozlisi na rodové, druhové nebo
kmenové trovni (Huong et al. 2014; Bunesova et al. 2017). Ptiprava vzorki a kvalita zminéné
databaze se pro identifikaci bakterii jevi jako urcujici. Lze ji provadét pomoci dvou hlavnich
pfistroji, MALDI Biotyper od firmy Bruker a Shimadzu. Pfesnéjsi bakteridlni identifikace je
dosazeno pomoci pfistroje od firmy Bruker, a to o necelych 10 % (Emonet et al. 2010).
Zkoumany vzorek se vzdy smisi smatrici. Pfiklad takové matrice je HCCA
(alpha-cyano-4-hydroxycinnamic acid), coz je derivat kyseliny skoficové (Wang et al. 2012).
Po smiseni vznikne takzvany ,ter¢ik“. Poté, co se desticka umisti do pfistroje, ter¢ik zasdhnou
kratké laserové pulsy (Emonet et al. 2010).

Dalsi metodou analyzy mikrobioty je sekvenovani nové generace (NGS; next generation
sequencing). Za posledni dvé desetileti se technologie sekvenovani vyznamné zlepsila. Tento
vyvoj poskytuje nové a vzruSujici piilezitosti mikrobiologlim. Jedna se o rychlou a nakladové
efektivni technologii. Poskytuje nové moznosti, jak prozkoumat interakce mezi patogenem
a hostitelem. Umi charakterizovat vSechny mikroorganismy vyskytujici se v daném vzorku
(Malla et al. 2019). Metoda sekvenovani nové generace piinesla revoluci v genomickém
vyzkumu. Na rozdil od PCR je mozné sekvenovat cely lidsky genom, a to béhem jediného dne.
Kromé¢ sekvenovani celych genomil se pomoci této metody lze t€z zaméfit i na konkrétni oblasti
zajmu nebo na maly pocet individudlnich genid. Tato metoda miize pfinést velké piinosy
i v klinice, naptiklad mze pomoci ptesnéji diagnostikovat a klasifikovat dané onemocnéni.
Existuje fada riznych platforem NGS, které mohou vyuzivat rizné technologie sekvenovani.
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Vsechny tyto platformy ovSem maji spole¢ny znak, masivni sekvenovani miliont fragmentt
DNA provadi paraleln¢ (Behjati & Tarpey 2013).
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4 Metodicka ¢ast a material

4.1 Cil metodiky

Cilem experiemntalni Casti prace bylo kultivacné stanovit pocty celkovych anaerobi,
bifidobakterii, laktobacilti a koliformnich bakterii/Escherichia coli ptitomnych ve vzorcich
stolice konkrétniho zdravého ditéte pomoci selektivnich médii. Jednalo se o opakované analyzy
vzorki stolice odebiranych v pribehu 1. roku stafi ditéte. Déle identifikovat kolonie izolované
z uvedenych médii, kromé celkovych pocti (kontrolni skupina), pomoci metody hmotnostni
spektrofotometrie MALDI TOF MS.

Analyzované vzorky stolice pochazely od chlapce, ktery se narodil pfirozenou cestou,
zdrav, s normalni porodni vdhou a po dobu 1. roku Zzivota byl ¢astecné kojeny, a zaroven
dokrmovén kojeneckym mlékem, od 4. mésice byla do jeho jidelnicku zahrnuta pevna strava.
Dalsi informace k diet¢ a faktorim ovliviiujici rozvoj mikrobioty jsou uvedeny v Casti
vysledky.

4.2 Odbér vzorku

Vzorky stolice byly odebirany v pravidelnych intervalech matkou ditéte. Cerstvy vzorek
stolice (pfiblizné 1 g) byl steriln€ odebran do pfipravené a pfedem zvazené zkumavky s médiem
(9 ml) obsahujici glycerol (ochrana bakterii béhem skladovani mrazenim) a sklenéné perly,
uréené pro budouci homogenizaci. Slozeni média je uvedeno v tabulce ¢. 3. Takto odebrany
vzorek byl ihned zamraZen. Manipulace a transport vzorki byla provadéna na ledu.

VSechny uvedené analyzy vzorkll stolice ditéte byly provedeny s informovanym
souhlasem rodict ditcte.

4.3 Priprava vzorki

Pted vlastni kultivacni analyzou byl vzorek rozmrazen za pokojové teploty. Poté byl
vzorek zvdzen a homogenizovan pomoci vortexu. Samotny vzorek ptedstavoval ,,1. fedéni®
a bylo tfeba vytvorit fedici fadu (1 x 102do 1 x 10°). Aby stanovené poéty po kultivaci
odpovidaly 1 g stolice, musel se vypocitat rozdil vahy zkumavky pied a po odbéru. Timto
rozdilem vydélit hodnotu 1, a poté se ziskalo mnozstvi vzorku, které se inokulovalo do
2. fedéni. Nasledné se inokulovalo jiz vzdy 1 ml (,,1 g*).

Vzorky byly po dobu 24 nebo 48 hodin kultivovany pti 37 °C za anaerobnich i aerobnich
podminek. V pfipadé¢ anaerobni kultivace byl pouzit specidlni box svyvijecem téchto
anaerobnich podminek a Anaerobag (bioM¢érieux, Francie) nebo byl pouzit anaerostat
a manualné se pomoci plyni CO2/Hz v koncentraci 10 %/90 % a paladdiového katalyzatoru
(Oxoid) vytvortilo anaerobni prostiedi.
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4.4 Pouzita média a jejich priprava

Média pro celkové pocty bakterii a pro bakterie rodu Bifidobacterium vychéazi ze
zakladniho modifikovaného agaru Wilkins — Chaldren (WCH; Oxoid, UK). Jeho modifikované
sloZeni je uvedeno v tabulce €. 1.

Tabulka €. 1 - slozeni modifikovaného Wilkins-chalgren agaru na 1000 ml vody

WCH Sojovy L-cystein Tween
pepton
Mnozstvi 43 g/l 5ql/l 0,54l 1 mi/l

Agar byl spoleéné se sdjovym peptonem, L-cysteinem a tweenem rozmichan
v destilované vod¢ a sterilovan po dobu 50 minut v Papinové hrnci. Po uplynuti této doby byla
média pfemisténa do vodni 14zné€ o teploté 50 °C. Po vyrovnani teplot byla k agariim ptidana
antibiotika a dalsi sloZky pro jejich selektivni Gpravu.

Celkové pocty anaerobnich bakterii

CP; bez dalsich uprav

Médium pro rod Bifidobacterium (2 riizna provedeni)

BIF — MUP; mupirocin (200 mg/I) + ledova kyselina octova (1 ml/I)

BIF — NOR; mupirocin (200 mg/1) + norfloxacin — jiz s kyselinou octovou (10 ml/100 ml)

U BIF MUP a NOR se antibiotika, tedy mupirocin, musely dat doptedu louhovat do
zkumavky s bujonem, a to alespoii na 30 minut.

Jako médium pro laktobacily byl pouzit Rogosa agar (Oxoid). V tomto pfipad¢ se agar
rozmichal dle uvedeného poméru (6,9 g na 100 ml vody) v destilované vodé a nechal se za
stalého michéni rozvafit zvlast' v hrnci. Rozvateni trvalo asi 45 minut, nasledné byla do média
pfidana 98% kyselina octova (132 pul/100 ml) a médium bylo nechano dalSich 5 minut ve vrouci
vode¢. Poté bylo presunuto do vodni 14zné€ o teploté 50 °C.

Pro koliformni bakterie/E. coli byl pouzit chromogenni TBX agar (Tryptone Bile
X-Glucuronide Medium; Oxoid) a dle uvedeného mnozstvi (3,66 g/100 ml) rozmichan
v destilované vodé, vysterilovan v Papinové hrnci. Po sterilizaci bylo médium pfesunuto do
vodni l4zn€ o teploté 50 °C.

4.5 Rozbor

Rozbor byl proveden pomoci deskové metody na Petriho miskach. Jednotliva fedéni byla
ockovana do Petriho misek, které byly oznaceny jak jednotlivymi koncentracemi vzorku, tak
typem agaru. Médii bylo pouzito pét typt — pro celkové pocty bakterii CP (modifikovany
Wilkins-chalgren), pro Bifidobacterium BIF — MUP, BIF — NOR (modifikovany Wilkins-
chalgren) s antibiotiky a kyselinou octovou, pro Lactobacillus spp. LBC (Rogosa agar
s kyselinou octovou) a pro E. coli ¢i dalsi koliformni bakterie TBX (TBX agar).
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Ockovani jednotlivych fedéni v ptipadé CP, BIF — MUP, BIF — NOR a LBC bylo
provedeno tak, Zze se jednotlivd fedéni nanesla do Petriho misek, az poté pielila médiem
a krouzivym pohybem promichala. V tomto piipad¢ bylo do kazdé misky (malé misky, primér
5 ml) naoc¢kovano 0,5 ml pfislusného fedéni. Misky pro Lactobacillus byly po zatuhnuti jesté
jednou pfelity médiem (mirkoaerofilni podminky). V pfipadé TBX bylo prvni nalito pfipravené
médium do velké Petriho misky (pramér 10 ml) a na ztuhlé médium se prenasela jednotliva
fedéni, v tomto piipad€ 0,1 ml a nasledné byla rozetfena pomoci sterilni sklenéné hokejky.

Petriho misky pro CP, BIF — MUP a BIF — NOR byly kultivovany 48 hodin pii 37 °C
v anaerostatu s vyvijeCem anaerobnich podminek (Anaerobag — bioMérieu), LBC byly
kultivovany vickem dolii s pfistupem vzduchu 48 hodin (¢i vice) pti 37 °C a TBX s pfistupem
vzduchu po dobu 24 hodin pfi stejné teploté, opét dnem vzhiiru.

V tabulce €. 2 je uvedeno schéma rozboru, tedy, kterd fedéni byla pro uvedené skupiny
pouzita ke kultivaci.

Tabulka €. 2 - schéma pouzitych fedéni pii rozboru stolice

Cislo fedéni
CP

BIF - MUP
BIF - NOR
LBC

TBX

Po skonceni kultivace byly jednotlivé Petriho misky opét rozlozeny dle schématu
(tabulka €. 2) a pomoci manualniho pocitani kolonii nebo digitalniho pocitadla byly zjistény
pocty narostlych kolonii (pouze na pocitatelnych fedénich). U BIF, LB a CP
byl celkovy pocet vynasoben Cislem 2 (jelikoz pro kultivaci byly pouzity malé Petriho misky
a inokulac¢ni davka byla 0,5 ml a ne 1 ml). U TBX byl celkovy pocet vynasoben ¢islem 10 (byla
pouzita davka 0,1 ml).

Kone¢né mnozstvi bakterii bylo vypocteno podle nasledujictho vztahu (viz nize),
vysledek byl vyjadien jako ptfesny pocet kolonii tvoticich jednotek v 1 g testované stolice.

P=[(P1 +P2)/11]*F (KTl/g)

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

KTJ — kolonie tvotici jednotka

4.6 1Izolace kolonii

Pomoci bakteriologickych klicek byly vyjmuty kolonie rtznych kultiva¢nich
charakteristik. Cilem bylo zachytit co nejvétSi moznou variabilitu. Sledovaly se odlisné
kultivacni charakteristiky, jako rozdilny tvar, barva ¢i struktura. Tato kolonie byla opatrné
a steriln€ odebrana do zkumavek s tekutym médiem modifikovaného Wilkins Chalgren bujonu
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(WCHB) ptipraveného anaerobné¢ (niZe v tabulce €. 3 je uvedeno presné slozeni). Z kazdého
vzorku stolice a druhu média bylo takto odebrano zhruba 6-10 riznorodych kolonii podle
variability kultivacnich charakteristik.

Timto byl vytvofen izolat a nésledné se v piehledné popsanych zkumavkach dal
kultivovat na dobu 24 hodin pii 37 °C.

Tabulka €. 3 - slozeni modifikovaného Wilkins-chalgren bujonu (WCHB) na 1000 ml vody

WCHB Sojovy L-cystein Tween
pepton
Mnozstvi 33 g/l 5¢g/1 0,5 g/l 1 ml/l

4.7 Vybér vhodnych izolati a kontrola Cistoty

Po skonceni kultivace izolatli nésledoval vybér vhodnych izolatu k vyhodnoceni pomoci
MALDI TOF MS. Nejprve byl vytvofen seznam vsech izolati, které se kultivovaly. Jednotlivé
izolaty se pomoci injekénich stiikacek nanesly na podlozni sklicko, byly ptekryty krycim
sklickem a pozorovany pomoci svételného mikroskopu s fdzovym kontrastem. Cilem bylo
vyfadit kontaminované kultury a opét podchytit co nejvétsi variabilitu. Pro nasledné stanoveni
bylo zapotiebi mit pouze Cisté a jednotné kultury. Izolaty, kde se vykytovalo naptiklad vice
druhtt morfologie tyc¢inek ¢i koky, byly vyfazeny. Samotné mikroskopické pozorovani
probihalo pod zvétsenim 400x a u nékterych izolatu byl spolu s pozorovanim vytvoien digitalni
snimek. Snimky nékterych nejcastéji detekovanych bakterii jsou vloZeny do c¢asti ptilohy.
Zkumavky vybranych izolath byly oznafeny specifickymi kody, pro lepsi orientaci
a zjednoduseni provedeni.

Z vybranych izolati byl pomoci injekéni stiikacky odebran 1 ml kultury do
uzaviratelnych Eppendorf zkumavek (o velikosti 1,5 ml), které byly pfedem popsany stejnymi
kédy jako zkumavky s narostlymi izolaty. Nésledovala ptiprava kultur pro naslednou
identifikaci vzorku.

4.8 MALDI TOF MS stanoveni

Odebrané kultury byly vlozeny do centrifugy a sto¢eny pti 14500 otaCkach po dobu
2 minut. Tim bylo dosaZeno odstfedéni a usazeni sedimentu na dné zkumavek. Z kultur byl slit
supernatant a na dn¢ zlstal sediment, takzvana peleta. Jednotlivé pelety byly smichdny pomoci
pipety s500 pl 70% ethanolu. Probéhlo dalsi stoceni v pfistroji, slil se ethanol. Zbytky
ethanolu, které zlstaly u pelet, byly opatrné odpipetovany. Oteviené zkumavky se nechaly
10 minut schnout pii pokojové teploté. Po uplynuti této doby bylo ptfidano 15 pl kyseliny
mravenéi (Sigma Aldrich) a nasledn¢ 15 pl 100% acetonitrilu (Sigma  Aldrich).
Probéhlo homogenizovani pomoci vortexu a opét byl vzorek stocen. Ve dvou kopiich se po
1 pl pipetovala tekuta slozka vysledného roztoku, tedy supernatantu, a to na stiibrnou desticku
(Bruker, Némecko). Po zaschnuti supernatantu na desticce bylo pipetovano 1 ul HCCA matrice
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a opét se nechalo zaschnout pii pokojové teploté. Desticka byla vlozena do pfistroje (Bruker)
a vzorky byly analyzovany a identifikovany SW Biotyper (Bruker).
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5 Vysledky

Celkem bylo kultivaéné analyzovano 42 vzorku stolice. Prvni zafazeny vzorek byl
datovan k 10. dnu Zivota kojence a posledni vzorek byl odebran 365. den véku ditéte. Kojenec
byl po celou dobu vzorkovani ¢astecné krmen matetskym mlékem (ptimo z prsu) a dokrmovan
détskou vyzivou BEBA COMFORT HMO (Nestl¢). Uvedené kojenecké mléko obsahuje
probioticky kmen Lactobacillus reuteri (syn. Limosilactobacillus reuteri) a probioticky
oligosacharid 2'FL (2'fukosyllaktosa). Z divodu kojeneckych kolik a podezieni na
klostridiovou infekci byly kojenci mezi 30. - 45. dnem véku podavéany probiotické kapky
BioLac Baby  (Generica), které obsahuji druhy  Lactobacillus  plantarum
(syn. Lactiplantibacillus plantarum) a Bifidobacterium breve. Kolem 19. tydne zivota byl
kojenci poprvé podan piikrm v podobé pevné stravy, kdy nékteré z kojeneckych kasi
obsahovaly Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Tyto a dalsi faktory, které mohou mit vliv
na rozvoj mikrobioty kojence jsou uvedeny na obrazku €. 5.

X MASO V PRIKRMU
X KASE
X OVOCE, ZELENINA
X | BIOLAC X
BEBA COMFORT HMO 1 BEBA COMFORT HMO 2

KOJENI (CASTECNE)

| | | | | | | | | | |

I [ | [ I | [ | | | [

Obrazek €. 5 - vyziva kojence

Kultiva¢ni analyza byla zaméfena na detekci a kvantifikaci celkovych poctii anaerobnich
bakterii, bifidobakterii, laktobacilli a Escherichia coli. Koliformni bakterie nebyly nakonec
kvantifikovany z dlivodu nedostatecné selektivity TBX média. Vysledky kultivacnich analyz
jsou vyjadfeny logaritmem poctu kolonie tvoficich jednotek v jednom gramu stolice
(log KTJ/g) a jsou graficky znazornény na obrazku €. 6.

Prvni dny Zivota byly hodnoty, jak bylo o¢ekavano, proménlivé a variabilni. Na médiu
pro bifidobakterie BIF-MUP byly detekovany rovné plyn produkujici ty¢inky odpovidajici
morfologii klostridiim, na vice selektivnim médiu BIF-NOR nebyly prvni dva odbéry zadné
kolonie, 3. odbér byly detekovany klostridie a koky. JelikoZ se nejednalo o bifidobakterie,
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nebyly tyto prvni vzorky do grafu ani hodnot zafazeny. Na Rogosa médiu byly od prvniho
rozboru detekovany tyCinky odpovidajici morfologii laktobacilim, kdy zdrojem mohl byt
podavany piikrm BEBA COMFORT HMO doplnény o L. reuteri. Slozeni stfevni mikrobioty
kojence, skladbu ¢i Cetnost laktobacili a zejména bifidobakterii také ovlivnily podané
probiotické kapky. Detekované kolonie s morfologii bifidobakterii na médiich BIF-NOR
a BIF-MUP se poprvé objevily kolem 32. dne Zivota kojence. To odpovida faktu, ze 30. den
zivota byla kojenci poddna prvni ddvka zminéného probiotika. Doslo k vyraznému navySeni
poctl bakterii detekovanych na médiu pro bifidobakterie, a ovlivnéni pokracovalo i po vysazeni
téchto kapek.

U média BIF-NOR se vyskyt bifidobakterii pohyboval v rozmezi hodnot 8,82—11,75
vyjadifené¢ v log KTJ na 1 g stolice. Primérnd detekovatelnd hodnota u BIF-NOR byla
10,19+0,65 log KTJ/g. U BIF-MUP je rozmezi podobné, a to 8,91-11,83 log KTJ/g,
s prumérnou hodnotou 10,26+0,60 log KTJ/g. Médium pro BIF-NOR je diky svému sloZeni
obohacenému o norfloxacin vice selektivni, tudiz byly spiSe ocekdvané niz8i pocty nez
u BIF-MUP. Tato skutecnost se potvrdila, ale rozdily nebyly tak zjevné.

Hodnoty a trend celkovych pocéti (CP) se pfili§ neliSil od bifidobakterii. Hodnoty se
pohybovaly v rozmezi 9,31-11,96 log KTJ/g. Primérma hodnota byla 10,29+0,61 log KTJ/g.
Z vysledku je patrné, Ze bifidobakterie byly od 32. dne dominantni skupinou anaerobni
mikrobioty kojence.

E. coli na TBX médiu byly detekovéany u 20 ze 42 vzork stolice. Nutno brat v potaz, ze
limitni detekovatelna hodnota je 103 KTJ/g. Ve vzorcich se E. coli poprvé objevily kolem
4. tydnu zivota, ale pak na néjakou dobu opét vymizely (byly pod hladinou detekce).
Detekované kolonie E. coli mély modrozelenou barvu a v mikroskopu se zobrazovaly jako
rovné kratké ty€inky. Pravidelnéji se zacaly vyskytovat az po 147. dnu Zivota kojence, tedy
v obdobi 21. tydnu. To odpovida obdobi zhruba 14 dnti po piikrmu pevné stravy. Z grafu si 1ze
v§imnout, Ze se poCty detekovanych skupin lehce zvysily a zacala se pravidelngji vyskytovat
1E. coli.

E. coli se ve vzorcich stolice vyskytovaly v rozmezi <10° KTJ/g az 10,08 log KTJ/g.
Primérné hodnota po dobu sledovani kojence byla 3,59+4,04 log KTJ/g v ptipad¢ priméru ze
vzorkl, kde byly kolonie detekovany. V pfipadé€, ze byly v priméru zohlednény vzorky, kde
kolonie E. coli nebyly detekovany, a namisto nuly bylo pocitano s hodnotou detekéniho limitu
3, tak byl primérny pocet 5,16+2,65 log KTJ/g. Uvedeny rozdil poukazuje na vysokou
variabilitu mezi ¢etnostmi E. coli u jednotlivych odbéra.

Vyskyt laktobacilii byl zprvu téZ vice proménlivy. Napiiklad v 80. dnu zivota kojence
bylo zaznamenano vyrazné zvyseni ¢etnosti, a naopak kolem 130. dnu Zivota znaény pokles,
viz obrazek €. 6. Od 198. dne Zivota se mnozstvi laktobacilli kolonizujicich stfeva kojence
ustalilo a nasledné byly hodnoty téméf neménné. Zjisténé mnozstvi laktobacild bylo v rozmezi
4,74-9,63 log KTJ/g, a primérné detekovatelna hodnota byla 7,12+1,09 log KTJ/g.

Vzorky BN27 u Rogosa média a BN31 u média pro BIF-NOR byly vytazeny, nebot’ zde
nebylo mozné detekovat zddné mikroorganismy. Tato skuteCnost je spiSe ptiklddana chybé
v postupu v laboratofi, trend ve vyskytu bifidobakterii ani laktobacilii tomuto vypadku
neodpovida.
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Obrazek €. 6 - graf vytvotfeny z kompozice mikrobioty kojence

Na zéklad¢ identifikace pomoci MALDI-TOF MS bylo potvrzeno, ze mezi izolaty
z prvnich vzorkd u média BIF-MUP byly pfitomny jiné mikroorganismy neZ bifidobakterie.
Jak jiz bylo zminéno, narostlé bakterie svou strukturou a dalSimi charakteristikami pfipominaly
klostridie. Tento piedpoklad byl potvrzen, jednalo se o Clostridium difficile, Clostridium
perfringens a dale i Actinomyces neuii. U izolatl z média pro BIF-NOR byl pomoci analyzy téz
potvrzen vyskyt klostridii, konkrétné¢ Clostridium butyricum. Daéle byl identifikovan
Enterococcus faecalis, a to v tomtéz vzorku, tedy s kdédem BN3 (30. den).

Nésledné byly kojenci podany probiotické kapky. Jak bylo o¢ekdvano, hned po prvni
davce probiotik zacaly dominovat bifidobakterie. Z identifikace vzorkil je zifejmé, Ze
dominantnim zastupcem byl druh B. breve. To souhlasi se skuteCnosti, Ze byl tento druh
obsazen ve zminénych kapkach. Tento zastupce rodu Bifidobacterium se u kojence vyskytoval
od 32. dne a dale po cely prvni rok zivota. Krom¢ B. breve byl detekovan také druh
Bifidobacterium longum, ale jiz ne tak cetné. S ptibyvajicim vékem byl ovSem B. longum
identifikovan Castéji, a dokonce u nékterych izolati z média BIF-NOR ke konci prvniho roku
prevladal. 147. den zivota byl poprvé analyzovan pro kojence doposud novy druh,
Bifidobacterium bifidum, a to u médii BIF-MUP i BIF-NOR. 272. den byl poprvé a také
naposledy identifikovan druh B. animalis subsp. lactis, zde pouze u selektivnéjSitho média
BIF-NOR.

Celkem bylo moZzno detekovat ¢tyfi rizné zastupce bifidobakterii. Obecné by se dalo fici,
ze se s pribyvajicim vékem kojence diverzita zvysila. Pfesto byl v prib&hu celého prvniho roku
zivota dominujicim zastupcem B. breve, ktery byl kojenci podan v ramci probiotickych kapek.
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Z laktobacili bylo mozné identifikovat celkem tfi druhy, L. reuteri, L. rhamnosus
a Lactobacillus fermentum (syn. Limosilactobacillus fermentum). U prvnich vzorkd byl
dominujici druh L. reuteri, ktery byl soucast mlécného piikrmu BEBA. Od zhruba 32. dne byl
spiSe dominantni L. rhamnosus. Zde se pravdépodobné jedna o ptirozenou kolonizaci, nebot’
tento druh nebyl obsaZen v Zadném piikrmu ani dopliicich stravy. Okolo 180. dne se objevil
druh L. fermentum, ale byl identifikovan pouze dvakrat. Je mozna spojitost s piikrmem, nebot’
L. fermentum je bakterie mlééného kvaseni. Poté byl opét dominujici spiSe L. reuteri, a to az do
konce obdobi jednoho roku stafi. V pfiloze €. 3 jsou uvedeny fotografie nejcastéji detekovanych
bifidobakterii a laktobacilli kojence.

V podévanych kapkéach byl obsazen L. plantarum, ale za cely rok zivota kojence ho
nebylo mozné detekovat ani jednou. Je mozné, Ze jim travici trakt nebyl viibec kolonizovan,
anebo ano, ale pouze v malém mnozstvi, a tak byl pferosten jinymi druhy laktobacilt.
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6 Diskuse

Lidské télo obyva obrovska populace mikroorganismii, kterd se nazyva mikrobiota. Tato
mikrobiota zdsadn¢ ovliviiuje celkové zdravi jedince (Ventura et al. 2009). Ve stifevech se
nachazi triliony mikrobt a piesto, Ze ve stievni mikrobioté neexistuje z4dna jedna optimalni
a unikatni kompozice, jeji vyvazenost je klicova (Selber-Hnatiw et al. 2017). Pokud dojde ve
stievech k rozruseni rovnovahy mezi jednotlivymi druhy mikroorganismd, nastava stav zvany
dysbidza. Je naruSen pomér mezi zddoucimi a nezddoucimi druhy mikroorganismil a mtze dat
za vznik riznym zdravotnim komplikacim (Tamboli et al. 2003).

Nedavné studie odhalily, Ze mikroorganismy pravdépodobné osidluji gastrointestinalni
trakt kojence jeste¢ pred porodem a dokoncenim vyvinu, tedy v biiSe matky. Dle Tuominen
et al. (2018) je placenta matky kolonizovana kmeny Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria
a Bacteroidetes, konkrétné nejcetnéji stafylokoky, enterokoky a laktobacily. Vztahy mezi
mikrobiotou placenty, jeji funkci a vyvojem plodu nejsou dobie objasnény, presto se ocekava
a prozatimni vyzkumy fikaji, Ze ma tato kolonizace vliv na zminény vyvoj plodu, a zaroven
i na dalsi skute¢nosti (Tomlinson et al. 2019). I tak se v riznych studiich vyskytuji velké rozdily
v typu a rozmanitosti bakterii detekovanych v placenté a o kolonizaci ostatnich struktur je
informaci jesté méné (Gil et al. 2020).

Mikrobiota kojence je pro nasledny vyvoj velmi dualezitd. Ma& schopnost podpofit
spravnou funkci imunitniho systému, dale pomaha v prevenci proti riznym chorobam a také
v obran¢ pfed patogennimi druhy mikroorganismi (Yassour et al. 2018). Diverzitu a miru
kolonizace ve stievech kojence ovliviiuje zpusob, jakym bylo dit¢ porozeno (Rutayisire et al.
2016). Se standartnim vaginalnim porodem je spjat Cast&jsi vyskyt bifidobakterii, zastupci
byvaji naptiklad Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium
adolescentis (Biasucci et al. 2010) a dale také rody Streptococcus a Bacteroides. U cisatského
fezu se spiSe vyskytne Enterococcus a Clostridium (Yang et al. 2019), kdy se klostridie mohou
stat pricinou riznych gastrointestindlnich obtizi kojence (Rutayisire et al. 2016). Mezi dalsi
ovlivityjici faktory patii zptisob vyzivy kojence, tj. kojeni matetskym mlékem z prsu, suSenym
mlékem z lahve ¢i smiSend strava (Yang et al. 2019). Dale podani probiotik (Jabandziev et al.
2019), prebiotik (Gibson et al. 2017), ¢i postbiotik (Zotkiewicz et al. 2020).

Népln této prace je zaméfena na rozvoj a zptisoby modulace mikrobioty kojence. Po dobu
jednoho roku byly kojenci chlapeckého pohlavi odebirdny vzorky stolice a nasledné byla
sledovana zména diverzity a mira kolonizace s pfihlédnutim na mozné ovliviiujici faktory.
Celkem bylo analyzovano 42 vzork.

Chlapec byl narozen pfirozenym vaginalnim porodem a mezi prvni kolonizatory jeho
stiev patfily klostridie, které byly izolovany z médii pro bifidobakterie. Detekovana bakterie
Clostridium difficile se u zdravych novorozencii ¢i u mladsich kojencti vyskytuje pomérné
Casto, asi z 20 az 50 % (Hung et al. 2015), ale dle Jangi & Lamont (2010) i ¢astéji. Na rozdil
od starSich kojencii ¢i dospélych, nemusi novorozenci vykazovat Zadné pfiznaky onemocnéni
(nevolnosti, kolitida), které tato bakterie miize zptsobit. Tato rezistence vici toxintim klostridii
mozna souvisi s absenci mechanismu, ktery by piipadné toxiny mohl vazat a zpracovavat, také
s ochrannymi slozky matef'ského mléka a dalSimi faktory (Jangi & Lamont 2010; Hung et al.
2015). Ptesto, ze jsou klostridie ¢asto pojeny s porodem cisafskym fezem (Yang et al. 2019),
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mohou byt ziskdvany i z vnéjSiho prostfedi nemocnice, domova, ¢i pozdéji Skolky (Jangi
& Lamont 2010), anebo také z lidské ktize (Hung et al. 2015).

Jak jiz bylo naznaceno, bifidobakterie se objevily se zpozdénim. Z diivodu kolik byl
kojenci podan probioticky dopln€k BioLac, v kterém byly obsazeny B. breve a Lactobacillus
plantarum (syn. Lactiplantibacillus plantarum). Nasledné, kolem 32. dne, byly bifidobakterie
poprvé detekovany a ziistaly piitomné po celou dobu sledovani. Ve stfevni mikrobioté kojence
dominoval v kapkach obsazeny B. breve. Vyskyt bifidobakterii byl oproti zbylym detekovanym
mikroorganismiim zna¢né vys$si. V piipadé kultivace na BIF-MUP médiu byla primérna
zjisténa hodnota 10,26+0,60 log KTJ/g a v ptipad¢ selektivnéjsiho média obohacené¢ho
o norfloxacin 10,19+0,65 log KTJ/g.

Bifidobakterie se fadi mezi nejcastéj$i mikroorganismy vyskytujici se v GITu kojence
(Palmer et al. 2007) a diky svym kladnym vliviim na celkové zdravi jedince jsou v poslednich
letech sttedem mnoha studii a vyzkumt (Rutayisire et al. 2016). Po standartnim vaginalnim
porodu se bifidobakterie detekuji Castéji, obecné asi u 60 % kojenct (Biasucci et al. 2010).
Zachycenymi zastupci u pozorovaného kojence jsou zejména B. longum, B. breve, které patii
mezi nejbéznéjsi vyskytujici se bifidobakterie ve stievech kojenct (Biasucci et al. 2010). Po
celou dobu sledovani byl kojenec kojen matetskym mlékem, coz je téz spjato s celkoveé vyssi
Cetnosti bifidobakterii (Soto et al. 2014; Yang et al. 2019). Déle byly detekovany
1 Bifidobacterium animalis a Bifidobacterium bifidum, ale jiz ne tak Cetn€. Jedna studie vyuzila
probiotikum B. animalis jako moznou cestu k 1€cbé détské koliky. Uvadéji, Ze je v boji s timto
onemocnénim pravdépodobné zapojena stfevni mikrobiota kojence podporujici potencidlné
terapeutickou roli probiotik. Suplemenetace B. animalis se ukazala jako u¢inna cesta pfi [é€bé
tohoto onemocnéni. Zjistény ucinek by mohl byt odvozen z imunitnich a neimunitnich
mechanismu spojenych s modulaci struktury a funkce stievni mikrobioty (Nocerino et al. 2020).

Laktobacily se na rozdil od bifidobakterii objevovaly jiz od tplného pocatku Zivota
kojence a jejich kompozice se v prubéhu celého roku lehce ménila. Jejich primérné mnozstvi
bylo 7,12+1,09 log KTJ/g. Tento druh mikroorganismu je mimo jiné i hlavnim kolonizatorem
vaginalni mikrobioty (Witkin & Linhares 2016), také je pravdépodobné ptfitomen v plodové
vod¢ matky (Rehbinder et al. 2018) a v placenté (Tuominen et al. 2018). Laktobacily se spolu
s bifidobakteriemi vyskytuji v matefském mléce (Soto et al. 2014), které kromé téchto
probiotickych druhit mikroorganismt obsahuje i 200 znamych struktur oligosacharidi, a tak se
fadi mezi prvni prebiotika a zaroven probiotika kojence. Slouzi k vyzivé jeho mikrobioty (Bode
2012), moduluje jeho imunitu (Triantis et al. 2018) a také se ucCastni na rozvoji mozku
(Musilova & Rada 2015).

Nejhojnéji byl detekovan Lactobacillus rhamnosus (syn. Lacticaseibacillus rhamnosus)
a Lactobacillus reuteri (syn. Limosilactobacillus reuteri). L. reuteri byl obsazen v kojenecké
vyzivé BEBA COMFORT, kterd byla kojenci podavéana po celou dobu sledovani, a oba druhy
jsou piirozen¢ vyskytujici se mikroorganismy v mateiském mléce (Soto et al. 2014). Ve
stievech kojence byl u prvnich dvou odbérti dominantni L. reuteri, nasledné asi do 180. dne
zivota prevladal L. rhamnosus a poslednich zhruba 130. dnti opét dominoval L. reuteri. To
nasvédCuje faktu, ze L. rhamnosus byl pravdépodobné ptirozenym kolonizatorem kojence jiz
od samého narozeni, nebo je zde moznost, ze se do stfev kojence dostal z matetského mléka
matky.
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L. reuteri patii mezi nejcastéjsi zastupce laktobacilll vyskytujici se v gastrointesntindlnim
traktu ¢loveka a produkuje latku zvanou reuterin, ktera ma antibakterialni vlastnosti, tj. dokaze
inhibovat n¢které rody jinych bakterii (Lukas 2015). Oba tyto druhy laktobacilii maji mnoho
prokéazanych pozitivnich vlivli na kojence i dospél¢ jedince. Naptiklad jsou efektivni terapii pii
infekénich prijmech a dokazou zkratit délku trvani samotného onemocnéni (Rosenfeldt et al.
2002). Dale maji imunomodula¢ni u¢inky a umi pomoci v boji s atopickym ekzémem
(Kokesova 2009).

U dvou odbéri byl také zjistén Lactobacillus fermentum (syn. Limosilactobacillus
fermentum), ktery je taktéz obsazen v matetském mléce matky (Soto et al. 2014). Tato bakterie
mlécného kvaseni je lidského plivodu a k fermentaci potravin ¢i v primyslovych procesech se
vyuziva jiz velmi dlouho. Bylo prokazéano, Ze podporuje vyvoj imunitniho systému a spousti
imunomodula¢ni odpovédi pii zanétlivych procesech, a dale napiiklad hraje roli i pfi
odstrafiovani patogenii (Zhao et al 2019).

Dle Yang et al. (2019) se kmen Proteobacteria, kam se fadi 1 Escherichia coli, nejcastéji
vyskytuje u kojencli krmenych smiSenou stravou. Z vysledkl vyplyva, ze u kojence pocala
pravidelnéjsi a vySsi kolonizace E. coli pravé v obdobi zatfazeni smiSené stravy, jednalo se
o ptikrm v podobé ovoce a zeleniny a byl uskute¢nén okolo ¢tvrtého mésice Zivota. E. coli se
bézné vyskytuji ve stfevech ¢lovéka a zahrnuji jak patogenni, tak nepatogenni druhy. VétSina
je ale nepatogenni, jako ptfiklad lze uvést E. coli Nissle 1917. Tento druh mé ptiznivé
probiotické ucinky na zdravi novorozencti i dospé€lych, a tak ho lze vyuzit pfi travicich obtizich
¢i k zabranéni §ifeni patogennich druhli mikroorganismti (Jonkers et al. 2012). Nékteré jiné
nepatogenni kmeny E. coli mohou pomoci pfi tvorbé vitamind, napiiklad Bi2. Naopak
patogenni kmeny E. coli se fadi mezi nejcastéjsi kontaminanty potravin, k rizikovym patii
napiiklad tepelné neopracované maso a mléko nebo i ovoce a zelenina (KarpiSkova 2015).
E. coli byly u kojence zjistény v primérném mnozstvi 3,59+4,04 log KTJ/g, coz poukazuje na
fakt, ze byla mira kolonizace v traktu kojence velice riiznoroda.
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7 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo zjistit, zda podavani vhodnych probiotickych bakterii jako jsou
zastupci rodu Bifidobacterium a Lactobacillus mize pomoci eliminovat vyskyt kojeneckych
kolik a klostridii v mikrobioté kojence. Jiz od narozeni kojenec dostaval probiotika v ramci
kojenecké vyzivy (BEBA COMFORT; Lactobacillus reuteri), dale pak ve véku 30 dnl
jako 15denni intervenci formou probiotickych kapek BioLac obsahujicich Bifidobacterium
breve a Lactobacillus plantarum, a od 4. mésice jeho jidelnicek obsahoval rizné piikrmy,
nejcasteji s obsahem Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

Hypotéza se potvrdila, nebot po podéani probiotickych kapek klostridie jiz nebyly vice
kultiva¢né detekovany, koliky vymizely, a podany bifidobakteridlni druh B. breve Gsp&$né
kolonizoval travici trakt a byl detekovan ve vysokych poctech v pribéhu celého roku. Dalsi
probiotickou slozkou kapek byl L. plantarum, ktery se z zddnych testovanych vzorkl stolice
nepodafilo kultivaéné detekovat. Pravdépodobné zde nedoSlo ke kolonizaci. Nicméné
od pocatku rozborii byl ve vzorcich detekovan v relativné vysokych poctech Lactobacillus
rhamnosus, kdy se jednalo o pfirozenou kolonizaci a s timto druhem byl casto detekovany
1 L. reuteri, ktery byl soucasti kojeneckého mléka. BEhem prvnich dnll Zivota tyto uvedené
laktobacily vSak nedokézaly Uc¢inné potlacit detekované klostridie, na rozdil od intervence
bifidobakteriemi. Ve stravé dodavany bifidobakteridlni druh B. animalis subsp. lactis byl
kultivacn¢ detekovan jen jednou, ale béhem vyvoje dosSlo k pfirozené kolonizaci
Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum.
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9 Samostatné prilohy

Vek Viorek cP I WSP-MUP WSP-NOR Rogosa :
dny | tydny log KTJ/gJIog KTl/g MALDI identifikace izolatd log KT/g MALDI identifikace izol&td log KT/g MALDI identifikace izolatl log KT)/g
10 [ 1,4 | BN1 Actinomyces m'?uii, Clostridium Zadné izolaty Lactobacillus reuteri

10,2 | 8381 perfringens <10 7,96 <10°
20 | 2,9 | BN2 | 10,11 6,62 | Clostridium difficile, C. perfringens | <10? Zadnéizolaty 8,37 L. reuteri <10°
30 [41 ] BN3 | 935 | 7,96 A. neuii, C. perfringens 4,95 | Clostridium butyricum, Ec. faecalis | 7,17 | Lactobacillus rhamnosus, L. reuteri | 4,32
32 |44 | BN4A | 931 | 891 Bifidobacterium breve 8,82 B. breve 711 L.rhamnosus 4,6
34 4,7 | BNS | 10,44 10,07 B. breve 10,37 B. breve 7,32 L.rhamnosus <10°
36 | 50 | BN6 | 10,24] 10,2 B. breve 10,04 B. breve 6,64 L.rhamnosus <10°
41 [ 5,7 | BN7 | 10,24] 9,98 B. breve 9,79 B. breve 6,36 L.rhamnosus <10°
*41P( 5,7 | BN8 | 10,73] 10,94 B. breve 10,68 B. breve 7,16 L.rhamnosus <10°
46 | 6,4 | BN9 | 10,12] 10,16 B. breve 10,26 B. breve 6,55 L.rhamnosus <10°
53 | 74 | BN11] 11,06] 10,78 B. breve 10,85 B. breve 7,21 L.rhamnosus <10°
58 | 8,1 | BN13] 10,17 10,25 B. breve 9,92 B. breve 6,01 L.rhamnosus <10°
75 |10,6| BN14] 10,07] 9,89 B. breve 9,8 B. breve 711 L.rhamnosus <10°
80 |11,3| BN15] 11,87] 11,83 | B. breve, Bifidobacterium longum 11,7 B. breve 9,63 L.rhamnosus <10°
88 [12,4| BN16] 11,96 11,19 B. breve 11,32 B. breve, B. longum 8,53 L.rhamnosus <10°
96 |13,6| BN17] 10,18 10,33 B. breve 10,38 B. breve 8,84 L.rhamnosus <10°
102 | 14,4| BN18| 10,61] 10,46 B. breve 10,39 B. breve 8,47 L.rhamnosus <10°
106 | 15,0 BN20] 10,62 10,58 B. breve 10,53 B. breve 8,17 L.rhamnosus <10°
112 | 15,9 BN22| 10,56 | 10,7 B. breve 10,51 B. breve, B. longum 8,17 L.rhamnosus <10°
119 | 16,9]| BN23] 10,75] 10,68 B. breve 10,49 B. breve 8,91 L.rhamnosus <10°
125 |17,7( BN24| 9,71 | 10,13 B. breve 10,29 B. breve 6,62 L. reuteri, L. rhamnosus <10°
131 |18,6( BN26| 9,61 | 9,6 B. breve 9,38 B. breve 4,74 L.rhamnosus <10°
139 |19,7| BN27] 9,65 | 9,45 B. breve 9,33 B. breve <10° L. reuteri, L. rhamnosus <10°
147 |20,9| BN28| 10,56 ] 11,24 B. bifidum, B. longum 11,11 B. longum, B. breve 8,24 L. reuteri, L. rhamnosus 9,81
154 | 21,9( BN29] 11,06] 11,2 B. breve 11,75 B. breve 7,83 L.rhamnosus 10,08
161 |22,9| BN30| 10,04] 10,04 B. bifidum, B. breve 10,03 B. breve 7,07 L.rhamnosus 6,28
168 | 23,9| BN31| 11,09] 10,89 B. bifidum, B. breve <10? B. breve 8,42 L.rhamnosus 9,24
175 |24,9| BN32] 10,75] 10,59 B. breve 10,78 B. breve 7,47 L.rhamnosus 10,06
182 |25,9( BN34} 10,89 10,81 B. bifidum, B. breve 10,67 B. breve 8,48 L. fermentum 9,9
198 | 28,1| BN35] 10,95] 10,79 B. bifidum, B. breve 10,78 B. breve, B. longum 6,69 L. fermentum 8,1
212 |130,1[ BN36] 10,5 | 10,18 B. breve 10,28 B. bifidum, B. breve 6,49 L. reuteri, L. rhamnosus 8,51
229 |132,6( BN38] 10,56 | 10,59 B. breve 10,38 B. breve 6,68 L. reuteri 9,68
230 (32,7 BN39] 10,28 10,3 B. breve 10,13 B. breve, B. longum 6,56 L. reuteri 7,7
*230P 32,7 BN4O| 9,72 | 9,82 B. breve 9,6 B. breve 5,46 L. reuteri 8,86
239 |34,0| BN41] 10,19] 9,86 B. bifidum, B. breve, B. longum 9,85 B. bifidum, B. breve 6,14 L. reuteri 6,08
258 |136,7| BN43| 9,7 | 9,74 B. breve, B. longum 9,67 B. breve, B. longum 6,06 L. reuteri 5,7
272 |138,7| BN45] 9,69 | 9,72 B. breve 9,73 B. animalis, B. breve, B. longum 6,33 L. reuteri 8,07
289 |41,1| BN46] 9,54 | 9,65 B. breve, B. longum 9,6 B. breve, B. longum 6,37 L. reuteri 6,56
306 [43,6]| BN47] 9,75 | 10,03 B. bifidum, B. breve, B. longum 9,96 B.longum 6,03 L. reuteri <10°
318 | 45,3| BN48] 9,86 | 9,85 B. breve, B. longum 9,66 B.longum 6,62 L. reuteri 5,7
335 (47,7| BN49] 956 | 9,37 B. breve, B. longum 9,41 B. breve, B. longum 6,14 L. reuteri <10°
347 | 49,4| BN50] 10,13] 9,79 B. breve, B. longum 9,6 B. breve, B. longum 5,82 L. reuteri 6,72
365 | 52 | BN66] 9,85 | 9,68 B. breve 9,48 B.longum 5,81 L. reuteri 4,86

Ptiloha €. 1 — vysledky z analyzy vzorkti pomoci MALDI-TOF
*Vzorky 41P a 230P jsou z priijmové stolice. PoCty ani druhové diverzita se neliSila, a tak
tyto vzorky nebyly zaneseny do grafu.



Stafi (dny) | Stafi (tydny) Vzorek cp BIF-NOR BIF - MUP LBC
10 14 BN1 10,2 <10 8,81 7,96 <10°
20 2,9 BN2 10,11 <10’ 6,62 8,37 <10°
30 4,1 BN3 9,35 4,95 7,96 7,17 4,32
32 44 BN4 9,31 8,82 8,91 7,11 4,6
34 4,7 BNS 10,44 10,37 10,07 7,32 <10°
36 50 BN6 10,24 10,04 10,2 6,64 <10°
41 5,7 BN7 10,24 9,79 9,98 6,36 <10°
*41p 57 BNS 10,73 10,68 10,94 7,16 <10°
46 6,4 BN9 10,12 10,26 10,16 6,55 <10°
53 74 BN11 11,06 10,85 10,78 7,21 <10°
58 8,1 BN13 10,17 9,92 10,25 6,01 <10°
75 10,6 BN14 10,07 9,8 9,89 7,11 <10°
80 11,3 BN15 11,87 11,7 11,83 9,63 <10°
88 12,4 BN16 11,96 11,32 11,19 8,53 <10°
96 13,6 BN17 10,18 10,38 10,33 8,84 <10°
102 14,4 BN18 10,61 10,39 10,46 8,47 <10°
106 15,0 BN20 10,62 10,53 10,58 8,17 <10°
112 15,9 BN22 10,56 10,51 10,7 8,17 <10°
119 16,9 BN23 10,75 10,49 10,68 8,91 <10°
125 17,7 BN24 9,71 10,29 10,13 6,62 <10°
131 18,6 BN26 9,61 9,38 96 4,74 <10°
139 19,7 BN27 9,65 9,33 9,45 <10’ <10°
147 20,9 BN28 10,56 11,11 11,24 8,24 9,81
154 21,9 BN29 11,06 11,75 11,2 7,83 10,08
161 22,9 BN30 10,04 10,03 10,04 7,07 6,28
168 23,9 BN31 11,09 <10 10,89 8,42 9,24
175 24,9 BN32 10,75 10,78 10,59 7,47 10,06
182 25,9 BN34 10,89 10,67 10,81 8,48 9,9
198 28,1 BN35 10,95 10,78 10,79 6,69 8,1
212 30,1 BN36 10,5 10,28 10,18 6,49 8,51
229 32,6 BN38 10,56 10,38 10,59 6,68 9,68
230 32,7 BN39 10,28 10,13 10,3 6,56 7,7
*230P 32,7 BN40 9,72 96 9,82 5,46 8,86
239 34,0 BN41 10,19 9,85 9,36 6,14 6,08
258 36,7 BN43 9,7 9,67 9,74 6,06 5,7
272 38,7 BN45 9,69 9,73 9,72 6,33 8,07
289 41,1 BN46 9,54 9,6 9,65 6,37 6,56
306 436 BN47 9,75 9,96 10,03 6,03 <10°
318 453 BN48 9,86 9,66 9,85 6,62 5,7
335 47,7 BN49 9,56 9,41 9,37 6,14 <10°
347 494 BNS0 10,13 96 9,79 5,82 6,72
365 52 BN66 9,85 9,48 9,68 5,81 4,36

Ptiloha €. 2 — pocty narostlych kolonii u jednotlivych médii a vzorkt
*Vzorky 41P a 230P jsou z prijmové stolice. PoCty ani druhové diverzita se neliSila, a tak

tyto vzorky nebyly zaneseny do grafu.
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Lactobacillus reuteri Lactobacillus rhamnosus
Bifidobacterium breve Bifidobacterium longum

Bifidobacterium bifidum

Ptiloha ¢. 3 — ptiklady nejcastéji detekovanych laktobacilli a bifidobakterii
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