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Autorsky referat

Klostridie jsou grampozitivni, anaerobni ty¢inky. Charakteristicka je pro né tvorba spor.
Vyskytuji se jak v travicim traktu lidi a zvifat, tak napiiklad v pidé, v povrchovych a
odpadnich vodach. Jsou ptivodci mnoha lidskych chorob, z nichZz nejvyznamnéjsi jsou
plynova gangréna, tetanus, botulismus, pseudomembran6zni kolitida a prijmova onemocnéni.
Klostridie ve stievni mikrofléie kojenct pievazuji poté, co nastane Castecna ¢i Uplna absence
bifidobakterii a to, kdyz porod neprob&hne pfirozenou cestou, ale cisafskym fezem a dit¢ tak
pfichazi o pfirozenou imunitu, kterou by ziskalo od matky pii vaginalnim porodu. Déti
narozené cisafskym fezem nemaji moznost tak ziskat normalni stievni mikrofloru jinak, nez
ze budou krmeny umélou vyzivou, kterd jim dodad chybé&jici ziviny, latky, bakterie atd. pro

dobry vyvoj stievni mikroflory.

Um¢éla vyziva kojencii obsahuje latky, které oznacujeme jako prebiotika. Prebiotika jsou
nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovliviiuji hostitele tim, Ze selektivné stimuluji rist
a aktivitu bakterii v tlustém stfeveé, a proto zlepSuji zdravi hostitele. Umeéle ptidavana
prebiotika se do urCité miry snaZi nahradit oligosacharidy matefského mléka (OMM). Cilem
této prace bylo zjistit, zda klostridie vyuZzivaji OMM. Pokud by OMM nevyuzivaly,
prebiotika napodobujici OMM by tak mohly nahradit matetské mléko u déti, které nemohou
byt kojeny.

Kojeni matefskym mlékem je nenahraditelny zpiisob vyzivy déti. Matefské mléko je
pfirozenou funkéni potravinou obsahujici vyznamné mnozstvi oligosacharidli. Lidské
matetské mléko je pro déti nejlepSim zdrojem potravy. Zabrafiuje onemocnéni a podporuje
zdravi. Matetské mléko je nejen zdrojem energie a nutri¢nicch latek, ale také zdrojem vody,
ktera je pro novorozence nezbytnd. Zdroje energie jsou tuky, sacharidy a bilkoviny. Kromé
hlavnich sloZek jsou pro dité dilezité i sloZky minoritni, kterymi jsou naptiklad vitaminy E a
C, retinol a PB-karoten, laktoferrin a glutathion a antioxidani enzymy, vcetné katalazy,

superoxidu dismutédza a glutathion peroxidaza.



Lidské mléko je casto jedinym zdrojem vyzivy po dobu prvnich nékolika mésict v
zivoté. Obsahuje vSechny Ziviny potfebné pro prospéch ditéte, ale také ptisady, které mohou
poskytovat zdravotni vyhody kromé tradi¢nich zivin. Oligosacharidy matetského mléka tvori
soucast téchto funkénich sloZek. 1 litr zralého matefského mléka obsahuje 5- 10 g nevdzanych

oligosacharidl a bylo zjisténo vice jak 130 riiznych OMM.

V této praci bylo testovano vyuziti laktosy, fukosy a oligosacharidli matefského mléka
(OMM) stievnimi bakteriemi. Ze stolice déti byly izolovany &tyii kmeny Clostridium
buryricum. Klostridie byly identifikovany na uroven rodu i druhu pomoci FISH a
biochemickych testd. Bifidobakterie (2 kmeny) byly izolovany pomoci modifikovaného TPY
agaru s pfidavkem mupirocinu a kyseliny octové a identifikovany na rovenn rodu pomoci
F6PPK a na uroven druhu pomoci Anaerotestu23.

Oba kmeny bifidobakterii byly schopné ristu v lidském matetfském mléce a prezivaly v
kravském mléce, dale vyuzivaly laktosu a OMM. Naopak vétSina klostridii v matetském
mléce nerostla. Klostridie laktosu vyuZzivaly, ale OMM nevyuzivaly. Schopnost vyuzit OMM

se zda byt dilezitym faktorem ovliviiujicim rist bifidobakterii a klostridii v matefském mléce.

Klicova slova: klostridie, prebiotika, mateiské mléko, oligosacharidy matetského mléka, rast

klostridii a bifidobakterii



Summary

Clostridia are Gram-positive, anaerobic rods. Characteristic for them is the formation of
spores. Clostridia are present in the digestive tract of humans and animals, for example, in
soil, surface and waste waters. They are the originators of many human diseases, most of
which are gas gangrene, tetanus, botulism, pseudomembranous colitis and diarhoea. Clostridia
in the intestinal microflora of infants prevail after a partial or complete absence of
bifidobacteria and that, especially in babies born by caesarean section and thus deprived of
natural immunity, which would have a vaginal delivery from the mother. Children born by
caesarean section are not able to get a normal intestinal microflora other than that they are fed
an artificial diet that will give them the missing nutrients, substances, bacteria, etc. for good

development of intestinal microflora.

Artificial feeding of infants contains substances which are known as prebiotics.
Prebiotics are indigestible food ingredients that positively affect the host by selectively
stimulating the growth and activity of bacteria in the colon and thus improve host health.
Artificially added prebiotics try to mimics naturally occurred human milk oligosaccharides
(HMOs). The aim of this study was to determine whether clostridia using HMOs. If HMOs

did not avail, prebiotics could thus replace breast milk in non breast-fed children.

Breast-feeding mother's milk is an indispensable method of nutrition of children. Breast
milk is a natural functional food containing a significant amount of oligosaccharides. Human
breast milk is the best source for children food. Prevents disease and promotes health. Breast
milk is the only source of energy and nutri¢nicch substances, but also a source of water that is
necessary for newborns. Sources of energy as fat, carbohydrates and proteins. Besides the
main components are important for the child and minor components, such as the vitamins E
and C, retinol and B-carotene, lactoferrin and glutathione and antioxidant enzymes, including

catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase.

Human milk is often the only source of nutrition for the first few months of life. It
contains all the nutrients necessary for the welfare of the child, but also ingredients that may
provide health benefits beyond traditional nutrients. Human milk oligosaccharides form part
of these functional components, 1 liter of mature human milk contains 5-10 g unbound

oligosaccharides and found more than 130 different HMOs.



In the present work the utilization of lactose, fucose and human milk oligosaccharides
(HMOs) by intestinal bacteria were tested. The stools of children were isolated four strains of
Clostridium buryricum. Clostridia were identified to genus and species level using FISH and
biochemical tests, respectively. Bifidobacteria are isolated using TPY agar modified with the
addition of acetic acid and mupirocin and identified to genus level using FOPPK and species

level using Anaerotest23.

Testing growth in milk was carried out both in clostridia and bifidobacteria. Both strains
of bifidobacteria were able to grow in human milk and survived in cow's milk, lactose and
utilized the HMOs. In contrast, most clostridia did not grow in the breast milk. Clostridia
utilized lactose, but not to the HMOs. Ability to utilize HMOs appears to be an important

factor influencing the growth of bifidobacteria and clostridia in breast milk.

Keywords: Clostridium, prebiotics, breast milk, human milk oligosaccharides, growth of

clostridia and bifidobacteria
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1. Uvod

Pro zdravi novorozenct je velmi dilezity vyvoj stfevni mikroflory. U ditéte plné
kojeného a porozeného vaginélni cestou dominuji ve stfevni mikrofléte bifidobakterie. Déti
narozené piedCasné nebo déti porozené cisafskym fezem maji smiSenou mikrofloru s
pfevahou bakteridlni skupiny klostridii. Je nutné bakterie sledovat a vyvinout pro tyto déti
umélou vyzivu, kterd by jim poskytla podobnou stfevni mikrofloru, jako je tak u déti
kojenych. Um¢éla vyziva obsahuje krom jiného prebiotika, kterd selektivné stimuluji rlst

probiotickych stfevnich bakterii. Takovymi jsou hlavné bifidobakterie.
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2. Védecka hypotéza a cil

Cilem diplomové prace bylo testovat:
1. rust klostridii v matetském mléce (MM)
2. schopnost klostridii vyuzivat oligosacharidy matetfského mléka (OMM)
3. schopnost klostridii vyuzivat laktosu a monosacharidy, ze kterych jsou tvofeny

oligosacharidy matefského mléka (fukosa)
Hypotézou bylo, Ze klostridie budou vyuZivat laktosu, ale oligosacharidy matetského mléka

vyuzivat nebudou. Oligosacharidy matetského mléka budou ptisobit jako vysoce selektivni

prebiotikum.
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3. Literarni reserse

3.1.1. Stievni mikrofléra kojenct

Lidsky stfevni mikrobiom muZe pozitivné ptispét k vyZiveé a zdravi hostitele. Diference
ve slozeni stievni mikroflory a vyskytu infekce dochazi mezi plné€ kojenymi détmi a détmi
krmenymi umélou vyzivou. Za rozdily by se mohly povazovat slozky mateiského mléka,
které nemohou byt reprodukovany v pocatecni kojenecké vyzivé. I kdyz riizné funkeni slozky
potravin, jako jsou oligosacharidy, prebiotika, bilkoviny a probiotika, by mohly u¢inné¢ zménit
slozeni a ¢innost stfevni mikroflory u kojencti (Mountzouris et al., 2002).

Vyziva miZze mit vliv na slozeni stfevni mikroflory diky dostupnosti riznych substrati (t;.
zbytkl potravy) pro bakteridlni fermentaci. Funkéni slozky potravin, jako jsou prebiotika a
probiotika, maji prospéSné ucinky ve sloZeni a €innosti stfevni mikroflory u kojenct tim, Ze
zvysuji pozitivni vlastnosti mikrofléry. Cilem prebiotik je zvysit pocet bakterii, které jsou
povazovany za prospésné (napt. bifidobakterii a laktobacilll), zatimco probiotik se vyuziva z
zivych mikroorganismili v potravé. Oba piistupy nasly cestu do kojenecké vyzivy a jejich

cilem je 1épe simulovat stfevni mikrobialni sloZzeni béhem kojeni (Parracho et al., 2007).

Pii narozeni jsou stfeva ditéte bez mikroorganizmi. Béhem prvnich dnt Zivota se stfeva
podrobuji ndhodné kolonizaci mikroorganismi v prostfedi. Zacatkem sedmého az desatého
dne Zivota novorozence zacind kolonizace mikroorganismi, piedevsim bifidobakterii,
kojenim. Bifidobakterie tvoifi az 99 % z celkového poctu mikroflory. Matetfské mléko
obsahuje fadu bifidogennich latek, které vytvareji predpoklady pro pievazujici kolonizaci s
touto skupinou mikroorganismu. Do této skupiny latek patii predevsim oligosacharidy (OS) a
glykoproteiny. Kojenci, ktefi jsou krmeni na bazi kravského mléka, si tvoii smiSenou stfevni
floru skladajici se ptevazné z bifidobakterii, Bacteroides sp., enterobakterii a streptokokd.
Mikroflora (kde dominuji bifidobakterie) u pln¢ kojenych déti je doprovazena snizenim pH
(okyselenim). Navic laktobacily syntetizuji pouze kyselinu mléénou, ale bifidobakterie
produkuji jesté¢ kyselinu octovou. Do doby, kdy jest€¢ neni kyselinova bariéra v zaludku
kojencti pln€ rozvinutd, existuje riziko, Ze patogenni mikroorganismy mohou prochézet
zaludkem, mnozit se ve stfevech, a pfes proces translokace zplsobovat infekce v jinych

castech téla. Bifidobakterie a kyselé pH stfevniho obsahu piedstavuji dillezity ochranny
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mechanismus proti nebezpeci infekce. Jak jiz bylo feceno, stievni mikrofléra déti, které jsou
krmeny umélou vyZivou, ma jiné sloZeni nez u déti pln¢ kojenych. Ptestoze je populace
bifidobakterii velkd, je stile mnohem mensi nez u plné kojenych déti. V potravé kojencti jsou
enterobakterie (napt. Escherichia coli, Klebsiella sp., Bacteroides sp. a Clostridium sp.), které
jsou také diilezitymi slozkami (Bullen et al., 1977).

Nekojené dit¢ ma Cast&jsi pfedpoklady pro rozvoj potravinovych alergii. Tim, Ze déti
pfejdou na smiSenou stravu se kolonizace traviciho traktu stale vice podoba traktu dospélého.
Béhem prvnich mésict Zivota je celkovy pocet mikroorganismill a spektrum mikroorganismi
ve stfevech stale jeSté pomérne nestabilni. A béhem prvniho roku Zivota je zde zvySené riziko
sttevnich infekci a prajmi. Zpocatku slabé vyluCovani kyseliny détskym zaludkem podporuje
migraci mikroorganismi spolu s potravou do stfeva. A imunitni obranné mechanismy a

bariéry stfevni sliznice jest¢ nejsou v tomto veéku pln€ vyvinuty (Simon, 1984).

V pribéhu prvniho roku Zivota se stfevni mikroflora stabilizuje a postupné piebirad
sloZeni stfevni mikroflory dospélych. Jak Elov€k starne, tak se mikrobidlni spektrum a
metabolické aktivity jejich stfevnich bakterii méni. U starSich osob je celkovy pocet
bifidobakterii snizen na ukor naptiklad Clostridium perfringens, které je vyrazné rozsifené.
To je zplisobeno mnoha faktory véetné zmény stravovacich ndvyki a poruchy traveni. Hlavni
pfic¢inou této zmény je vysoka substratova koncentrace mikroorganismil ve sttevnim obsahu,
ktera vstoupila do slepého a tlustého stieva ze stfeva tenkého. V zazivacim traktu existuje
celkem 400- 500 riznych druht bakterii. Celkovy podil ptipadajici na jednotlivé druhy se
znacné lisi. Pouze 40 druhil ptfedstavuje 99 % ze vSech mikroorganismi izolovanych ze
stolice (Simon, 1984). Asi 55 % suché hmotnosti stolice tvofi mikroorganismy. Vyznamnym
divodem nizs$iho po¢tu mikroorganismit v horni ¢asti traviciho traktu je kyselé prostiedi
zaludku a rychld pasaZz trdveniny. Substrat (). nestravitelné zbytky potravy, napf.
nestravitelné oligosacharidy, Skrob, pektin, atd.) je hlavni faktor urcujici slozeni sttevni flory
a stolice (Stephen et al., 1987).

Stabilni stfevni mikroflora chrani sliznici proti kolonizaci a invazi patogennimi
mikroorganismy. Ptikladem je mnozeni bakterii Clostridium difficile nebo Candida albicans
v prubé¢hu 1€cby Sirokospektralnimi antibiotiky. SniZzeni ptivodni mikroflory antibiotickou
1écbou miize vyvolat pseudomembran6zni kolitida vyvoland C. difficile nebo candidami s
komplikacemi, jako je invaze sliznice kvasinkami, pfemisténi do krevniho fecisté a nakonec
sepse. Mimo ptivodni stievni mikrofloru hraje obzvlasté dulezitou roli v boji proti patogennim

mikroblim 1 imunitni systém. Jednim z ukazatell toho, jak slozky potravy piisobi na stievni
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mikrofloru kojencti, je poskytovdno ve vyznamu mateiského mléka nebo vyzivé na bazi
kravského mléka. Naproti tomu u dospélych uplatituje nejvétsi vliv na sttevni mikrofloru
dietni vlaknina. To plati zejména o vodorozpustné vlakning, kterd mize byt narusena 100 %
bakterii. Produkty rozkladu vlakniny jsou acetat a kyseliny s kratkym fetézcem, propionat a n-
butyrat a dale vodik, oxid uhli¢ity a metan. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA)
snizuji hodnotu pH stfevniho obsahu a tim brzdi rast nékterych skupin mikroorganismii

(Kelly et al., 1994; Roberfroid et al., 1995).

3.1.2. Vyvoj stievni mikroflory

Stfevni mikroflora kojencii je komplexni ekosystém sloZzeny z mnoha rodd, druht a
kmenti bakterii. Toto obrovské mnozstvi bun€k provadi fadu jedinecnych aktivit. Mezi
primarni aktivity patfi Zivné, metabolické, imunologické a ochranné funkce. Po porodu ma
novorozenec ve své stfevni mikroflofe vice druhli antigenti. Sttevni mikrofléra matky je pro
sttevni mikrofléru novorozence zdrojem bakterii. Bakterialni mikroflora je obvykle béhem
nékolika prvnich dnl Zivota, nezdvisle na stravovacich navycich, heterogenni. Po prvnim

tydnu zivota se bakteridlni mikrofléra obvykle stava stabilni (Fanaro et al., 2003).

Pfi narozeni jsou stfeva ditéte sterilni. Mikrobialni kolonizace zacina, jakmile je dité
vystaveno zivotnimu prostiedi (Heavey, 1999; Orrhage et al., 1999). Rozvoj stfevni
mikroflory slouzi jako dillezity obranny mechanismus, ktery chrani dit€ proti kolonizaci

napadeni patogennimi mikroorganismy (van der Waaij et al., 1971; Tancrede et al., 1992).
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3.1.2.1. Vyvaoj stievni mikroflory u pIlné kojenych déti a uméle kojenych
déti

Nékolik studii zkoumalo bakteridlni mikrofloru u déti plné kojenych a déti krmenych
umélou vyzivou pii pouziti konvenénich a molekularné- genetickych technik. Tyto studie
ukazaly, Ze v mikroflofe tlustého stfeva u normaln€ kojenych déti obvykle dominuji
bifidobakterie a bakterie mlééného kvaseni (Balmer et al., 1989; Fulle et al., 1991; Harmsen
et al., 2000). U déti krmenych umélou vyzivou je mikroflora mnohem rozmanitéjs$i, méné

stabilni a Casto obsahuje vice Bacteroides sp., Clostridium sp. a Enterobacteriaceae (Stark a

Lee, 1982; Kleessen et al., 1995).

I ptes velké usili nebylo mozno zménit mikrofléru déti krmenych umélou vyZivou na
takovou mikrofloru, jakou maji pln€ kojené déti. Podle Boehma et al. (2002), Mora et al.
(2002) a Schmelzlea et al. (2003) bylo prokazéano, ze prebiotickd smés skladajici se z 90 %
galaktoligosacharidii (GOS) a 10 % fruktooligosacharidi (FOS) ma bifidogenni ucinky a
muze napodobovat vybrané molekuldrni velikosti distribuovaného matetského mléka
oligosacharid.

Piestoze konstrukéné nejsou smési GOS / FOS totozné s matefskym mlékem
oligosacharidli, maji bifidogennich ucinek. Vyznamnou cinnosti bakteridlni mikroflory je
kvaSeni nestravitelnych sacharida v tlustém stievé. SCFA se rychle vstfebavaji do tlusté¢ho
stteva, Setfi energii, kterd by byla jinak ztracena diky vylucovéni stolice (Cumming a
Macfarlane, 1991; Topping, 1996; Mountzouris et al., 2002). SCFA hraji také vyznamnou
ulohu pii stimulaci vody a absorpci sodiku. K ostatnim funkénim vlastnostem pozadované pro
SCFA u c¢lov€ka patii prevence prijmu, sniZeni stfevniho pH, prevence proti prerlistani
potencidlné patogennich mikroorganismil a ochrana proti stfevni karcinogenezi tim, Ze snizuje
biologickou dostupnost toxickych aminti (Mortensen a Clausen, 1996; Topping, 1996; Jiang,
1997). 1 kdyz produkce specifickych SCFA neni omezena na druhy bakterii, model SCFA ve
stolici odrdzi metabolické aktivity v tlustém stfevé. Podle nckolika studii byly rozdily v
profilu SCFA ve stolici u pIné€ kojenych déti a u déti krmenych umélou vyzivou velké. Vykaly
u plné kojenych déti obsahuji zejména kyselinu octovou a kyselinu mlé¢nou a jen mélo nebo
zadnou kyselinu propionovou nebo kyselinu maselnou, naproti tomu vykaly u déti krmenych

umélou vyzivou obsahuji pfedevsim kyselinu octovou a kyselinu propionovou jen s malym
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mnozstvim kyseliny maselné (Lifschitz et al., 1990; Midtvedt, 1992; Ogawa et al., 1992;
Siigur et al., 1993; Edwards et al., 1994; Parrett a Edwards, 1997; Mountzouris et al., 2002).

Studie podle Boehma et al. (2002); Mora et al. (2002); Schmelzlea et al. (2003) ukazuje,
ze umela vyziva pro kojence se smeési GOS / FOS v poméru 9:1 byla schopna selektivné
stimulovat rast bifidobakterii a s nimi spojené¢ zmény ve stolici, pH a obsahu SCFA u déti
krmenych jen umélou vyzivou ve véku od 4 do 12 tydnt. Ackoli u GOS / FOS smési bylo
diive prokdzano, ze stimuluji rust bifidobakterii u normalné¢ a pfedcasné narozenych déti, je
tato studie prvni, ktera dokazuje bifidogenni ti€¢inek a zmény metabolickych aktivit u déti s jiz
osidlenou mikroflorou souvisejici s umélou vyzivou. Bakteridlni kvaSeni nestravitelnych
sacharid@i a bilkovin v tlustém stfevé produkuje SCFA, laktat i pokles lumindlniho pH.
Vysledky u déti krmenych umélou vyzivou nebo déti pln€ kojenych jsou v souladu s poznatky
ze studii podle Lifschitze et al. (1990); Midtvedta (1992); Ogawy et al. (1992); Siigury et al.
(1993); Edwardse et al. (1994) a Parretta et al. (1997), kde byly vysoké hladiny acetatu a
nizké hladiny propionatu a butyratu u plné kojenych déti a vysoké hladiny jak acetatu, tak

propiondtu u déti krmenych umélou vyzivou.

Rozdil SCFA u déti krmenych umélou vyzivou a u déti pIné kojenych naznacuje, ze se
sloZzeni stfevni mikroflory mezi témito dvémi skupinami li§i. U plné kojenych déti
bifidobakterie a bakterie mlécného kvaseni produkuji kyselinu octovou a kyselinu mlé¢nou v
tlustém stifevé (Midtvedt et al., 1988; Siigur et al., 1993; Parrett et al., 1997; Salminen et al.,
1998). U déti krmenych umélou vyzivou muze vyssi hladina propionatu ve stolici naznacovat
bakteriemi, napt. rodu Bacteroides sp. a Clostridium sp. (Edwards et al., 1994; Zetterstrom et
al., 1994; Salminen et al., 1998; Dai a Walker, 1999). Pficemz propionat a butyrat se bézné

nachdzeji ve stftevni mikrofloré dospélych (Cummings a Macfarlane, 1997).

Kojené déti maji obecné nizsi pH stolice nez déti krmené umélou vyzivou (Balmer et
al., 1989; Ogawa et al., 1992; Edwards et al., 1994; Langhendries et al., 1995). Ve studii
podle Kleessena et al. (1995) mélo plné kojené dit¢ ve 3 mésicich zivota pH stolice 5,8,
zatimco dit€¢ krmeno dvémi riznymi druhy kojenecké vyzivy mélo pH stolice ptiblizn¢ 7,2. U
plné kojenych déti byl obsah laktatu vysSi, nez u déti krmenych umélou vyzivou.
Bifidobakterie a bakterie mlé¢ného kvaSeni vylucuji urcité latky (napf. bakteriociny), které

maji pfimy vliv na rist ostatnich bakterii v tlustém stfevé, véetn€ patogenli (Gibson a Wang,
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1994). Studie podle Knola et al. (2005) ukazaly, ze krmeni déti smési GOS / FOS vede k
vysSim poctim bifidobakterii a laktobacila ve stolici. Tato zména mikrofléry byla spojena se
snizenim pH stolice a SCFA. Neni jasné, jestli ptfidavek prebiotickych oligosacharidii do
vyzivy déti  (krmenych umélou vyzivou) bude mit pfiznivy vliv na frekvenci
gastrointestindlnich infekci nebo atopického onemocnéni.

Se zvySenim bifidobakterii a laktobacilli ve stolici pfichdzi i zména v konzistenci, tj.
mekei stolice, méné vyraznd a vétsi frekvence stolice. Dopliiovani stravy o zdravi prospésné
mikroelementy také vyznamné ovliviiuje pH stolice. Uéinek suplementace na stolici ma
prakticky vyznam, protoze muze snizit nezadouci uCinky spojené s vysSim vyskytem tvrdé
stolice nebo zacpy u déti krmenych umélou kojeneckou vyZzivou ve srovnani s plné kojenymi

détmi (Quinlan et al., 1995; Boehm a Chierici et al., 2000).

3.1.2.2. Vyvoj stievni mikroflory u déti narozenych cisaiskym Fezem

V déloze je plod sterilni az do prasknuti membrany plodu. Pfi vaginalnim porodu dité
ziskd pivodni mikrofloru od matky. Po tomto prvnim ockovani bakteriemi je stfevni
mikroflora modulovana né¢kolika vnéjsimi faktory (Al-Saleh et al., 1998; Mackie et al., 1999;
Orrhage a Nord, 1999). Jednim z faktort je typ stravy, ktery urcuje slozeni stfevni mikroflory
u pln€ kojenych déti, které se 1isi od mikroflory déti krmenych umélou vyzivou (Harmsen et
al., 2001). U kojenych déti ve stfevni mikrofléfe dominuji bifidobakterie a laktobacily a to
vytvaii piiznivé G€inky na stievni funkci a také na vyvoj imunitniho systému ditéte (Hanson
et al., 1995; Gronlund, et al., 2000). Vliv matefského mléka na stfevni mikrofloru je zptisoben
jeho obsahem selektivnich latek, které mohou stimulovat rast bifidobakterii a laktobacila.
Oligosacharidy, které jsou hlavni soucasti lidského mléka (Thurl et al., 1996) byly oznaceny
jako "bifidogenni" faktor matefského mléka (Kunz a Rudloff, 1993; Newburg, 2000).

Ve studii podle Gibsona et al. (1995) byly testované u piedCasné narozenych déti
prebiotické oligosacharidy skladajici se z 90 % GOS a 10 % FOS. Smés byla pouzita v

koncentraci 1 g/ dl podobného obsahu jako u oligosacharidi lidského matefského mléka
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(Thurl et al., 1996). Hodnoty dokazuji, Ze u pfedcasné narozenych déti tato smés nemuze
stimulovat stfevni bifidobakterie v umélé vyziveé kojenct (Sakata et al., 1985; Gewolb et al.,

1999).

U d¢ti narozenych piirozenou cestou se nejvice vyskytuje Bifidobacterium sp., ostatni
obligatni anaerobni bakterie, jako jsou Clostridium sp., se vyskytuji ztidka a enterobakterie a
enterokoky jen pomé&rné malo (Fanaro et al., 2003).

U déti narozenych cisaiskym fezem neni riziko vzniku alergickych onemocnéni vyssi,
nez u déti porozenych piirozenou cestou a to 1 bez ohledu na alergickd onemocnéni rodica
(Park, 2009). I kdyz podle Benneta a Norda (1987) d¢ti narozené cisaiskym fezem maji
ruznou stievni mikrofléru, ¢imz se prodlouzuje imunitni nezralost a zvySuje se riziko vzniku
alergickych onemocnéni. Podle Bagera et al. (2003) je riziko vzniku astmatu u déti

narozenych cisarskym fezem zvySené v porovnani s détmi porozenymi pfirozenou cestou.

Pro déti narozené cisafskym fezem a pro jejich stievni mikrofloru jsou velmi dilezité

faktory zivotniho prostiedi (Fanaro et al., 2003).

Porod déti cisaiskym fezem vede ke sniZeni celkového poctu bifidobakterii a niz§imu
vyskytu Bacteroides sp. Po 1écbé antibiotiky doSlo k pomalému opctovnému ristu
bifidobakterii, ale rist Bacteroides sp. jiz nebyl pozorovan. Déle doslo po 1é¢bé antibiotiky ke

kolonizaci Lactobacillus sp. (Bennet a Nord, 1987).

Podle studii Adlerbertha et al. (2005) déti narozené pfirozenou cestou,ve srovnani s
détmi narozenymi cisafskym fezem, mély Castéji ve své stievni mikrofloré Escherichia coli,
zatimco naopak u déti narozenych cisafskym fezem bylo zjisténo vétsi mnozstvi jinych

enterobakterii, naptiklad Klebsiell.
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3.1.3. Diisledky absence bifidobakterii ve stirevé

Bifidobakterie jsou hlavni soucasti mikroflory tlustého stfeva. Ve stolici jsou pfitomny
v mnozstvi 10 - 100 miliard v 1 g stolice. Stievo novorozence je osidleno mikrobi od matky
pii porodu, bifidobakterie se namnozi rychle do 24 hodin po prvnim kojeni. Stfevni

mikroflora se sklada piredevim z B. infantis (Zahradnicky et al., 1987).

Zatimco u déti krmenych umélou vyzivou v jejich stievni mikroflotfe prevladaji hlavné
koliformni bakterie, enterokoky a Bacteroides sp., studie podle Whartona et al. (1994)
naznacuje, ze toto pravdépodobné souvisi s vlastnostmi kyselin a 'imunologickymi'
bilkovinami, jako je laktoferrin a Siga. Laktoferrin ma vSak u déti v pocate¢ni kojenecké
vyziveé jen maly vliv na sloZeni stfevni mikroflory. Nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim je, ze
faktory nezbytné pro optimalni ¢innost laktoferrinu pfitomny nebyly, nebo byly pfitomné jen

v malé koncentraci, napt.u Siga, lysozymu, citratu a sody.

Kdyz ale naptiklad dochazi k onemocnéni, které musi byt 1éceno antibiotiky, je situace
opacna. Ve studii podle Mitto et al. (2008) se hodnotil vliv 1écby doxycyklinem na slozeni a
citlivost stfevnich bifidobakterii k t€émto antibiotikim. Lécba doxycyklinem méla negativni
dopad na stfevni populaci bifidobakterii. Pouziti Sirokospektralnich antibiotik ma za nasledek

rezistenci a ztratu bakterii ve stieve.

Pii uzivani nozokomidlnich antibiotik je hlavni pfi¢inou (souvisejici s prijmem)
Clostridium difficile, které je hlavnim etiologickym ptivodcem pseudomembrandzni kolitidy.
Kvili témto antibiotikiim je normalni stfevni mikroflora vymicena. K potlaceni infekce C.
difficile bylo dosazeno pouzitim probiotik a prebiotik. Ve studii podle Hopkinse a
Macfarlanyho (2003) byla zkoumana stimulace bifidobakterii prebiotiky. Bylo prokdzano, ze
s pridavkem prebiotik se zvySuje rist bifidobakterii a snizuje pocet C. difficile. Prebiotika

maji zvySenou odolnost vic¢i Clostridium difficile.

V dalsi studii podle Smehilové et al. (2008) bylo zkouméno 28 plné kojenych a
zdravych déti a 16 déti krmenych umélou vyzivou, které trpely alergickou kolitidou. Byly
zjistény rozdily ve fekdlni flote. Bifidobakterie z trusu byly zjiStény u 23 plné kojenych
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zdravych déti a pouze u 4 déti s alergickou kolitidou. Déti s alergickou kolitidou méli ve své
stolici vyrazn€ niz8§i pocty bifidobakterii a celkové pocty anaerobil. Naproti tomu méli
vyrazn¢ vys§i pocty klostridii. U zdravych, kojenych déti bylo nejcastéji se vyskytujici
Bifidobacterium longum. Vysledky ukazuji, ze jsou podstatné nizsi pocty bifidobakterii u

kojenci s alergickou kolitidou nez u zdravych déti.

3.1.4. Charakterizace rodu klostridii

Rod Clostridium

Nazev pochazi z feckého slova closter = vieteno. Jsou to grampozitivni ty¢inky rostouci
pii teploté¢ 20 - 40 °C. VétSina druht je obligatné anaerobnich. Je pro né charakteristicka
tvorba spdr. V misté vytvoreni spory je bakterie zdutela (Klaban, 2001). Spéry byvaji ulozeny
bud’ na konci ty€inky tj. termindln€, nebo uvniti ty¢inky ve vétsi nebo mensi vzdalenosti od
jejiho sttedu, coz je subtermindlni ulozeni. Spory jsou termorezistentni, jsou odolné napi. viici
vyschnuti, sluneCnimu zafeni, ucinku dezinfekcnich prostfedkti (Zahradnicky et al., 1987).
Spory klostridii mohou byt usmrceny béhem 10- 15 minut pti teplotach 120 °C, nebo jesté
vyssich. P teploté 100 °C by jejich usmrceni trvalo cca 4- 20 hodin (Silhankova, 2002).

Klostridie se vyskytuji, krom¢ traviciho traktu lidi a zvifat, naptiklad v puadé¢, v
povrchovych a odpadnich vodach. Klostridie zpiisobuji infence, jako jsou napftiklad:
botulismus, tetanus, plynatou snét’ (gangrénu), myonekrozu a pseudomembrandzni kolitidu
(Klaban, 2001). Klostridie produkuji ¢asto toxiny a podileji se na zdvazném onemocnéni u

lidi a zvitat (Popoff a Bouvet, 2009).

Z anaerobi, které mohou infikovat lidi, jsou nejvice studovany klostridie. Jsou ptivodci
mnoha lidskych chorob, z nichz nejvyznamnéjsi jsou plynova gangréna, tetanus, botulismus,
pseudomembranozni kolitida a otrava jidlem. Ve vétsing piipada jsou klostridie oportunnimi

patogeny. VSechny patogenni druhy produkuji proteiny - exotoxiny (jako botulotoxiny a
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tetanotoxiny), které hraji diilezitou roli v patogenezi. Klostridie jsou klasicky anaerobni
tyCinky, ale n€které druhy se mohou stat aerotolerantni na subkultury. Nékolik druhi (C.
carnis, C. histolyticum a C. tertium) mohou rast za aerobnich podminek. VétSina druht je
gram- pozitivni, ale méalo z nich je gram- negativni.. Mnoho klostridii je docasnymi nebo
trvalymi Cleny normalni flory lidské kiize a zazivaciho traktu lidi a zvirat. Na rozdil od
typickych c¢lent lidské bakteridlni flory lze vétSinu klostridii také nalézt po celém svété v
pudé. Vzhledem k tomu, Ze jsou klostridie vSudypfitomnymi saprofyty, a mnoho izolovanych
klostridii z klinickych vzorki jsou jen ndhodnymi kontaminanty, nejsou tak vzdy zapojeny do
procesu onemocnéni. Protoze jsou tyto organismy obvykle na kiizi, nema ani Cista kultura
klostridii izolovanych z krve klinicky vyznam. Mnoho klostrididlnich infekci mutze byt
zpusobeno 1é€bou pomoci ATB (napf. penicilin, chloramfenikol, vankomycin, metronidazol)

jak uvadi Wells et al. (1996).

Clostridium botulinum je taxonomickym oznacenim pro nejméné Ctyfi rizné skupiny
grampozitivnich sporotvornych anaerobnich bakterii, které produkuji silny pfirozené se
vyskytujici znamy jed botulotoxin, coz je neurotoxin. Produkce botulotoxinu je jedinym
kritériem pro zatazeni v ramci druhu C. botulinum. Nicméné, toto jediné kritérium vedlo k
druhovému oznaceni, které zahrnuje kmeny, které by meély byt povazovany za Ctyfi
samostatné druhy. Fylogeneticka analyza gent pro 16S rRNA kment C. botulinum je jasne
rozdéluje do ctyt skupin (I.- IV.). Skupina I. obsahuje proteolytické sérotypy A, B a F kmeny,
stejn¢ jako bivalentni (BV) AB, BA, AF, a BF kmeny, skupina II. se skldda z
neproteolytickych (NP) a sacharolytickych sérotypt B, E a F kmenti, skupina III. se sklada ze
sérotypt C a D kmeni a skupina IV. se sestdva vyhradné ze sérotypu G kmeni. Skupina I'V.
byla uznana jako odliSny druh a jeho pfisluSnici dostaly dal$i jméno C. argentinense (Hill et

al., 2009).
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Obrazek ¢é. 1

16S rRNA dendrogram klostridialnich druhti

(Hill et al., 2009)
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16S rRNA geny z 15 kmenti zkoumanych v této studii podle Hillese et al. (2009) (13 C.
botulinum jsou uvedeny cervené, jeden C. butyricum typ E produkujici botulotoxin oznacen
cervené a jedna C. sporogenes oznacena modie) byly sefazeny 16S rRNA geny riznych
druhtt Clostridium sp. a identifikovany v GenBank. Métitka z 0,03 pfedstavuje tii bodové

mutace na 100 zakladen nebo 3 % rozdilu mezi sekvencemi.

16S rRNA dendrogram ilustruje genetické rozmanitosti v rdmci rodu Clostridium sp. a mezi

kmeny v oznaceni skupiny I.- VI.

3.1.4.1. Klostridie v travicim traktu kojenct

Clostridium butyricum

Od prvni izolace Clostridium butyricum typu E - produkujici toxin ve dvou piipadech
kojeneckého botulismu v Italii v roce 1984 - byl tento zvlastni mikroorganismus pivodcem
riznych forem botulismu po celém svété. Ve studii podle Franciosa et al. (2011) pfi pouZiti
jednotlivych pulznich poli gelové elektroforézy za podminek metody byli schopni ukazat
poprvé, Ze deset neurotoxigenickych kmend C. butyricum typu E, které pochazi z Itilie a
Ciny, maji linearni megaplasmidy v jejich genomech. Byly zjistény nejméné Gtyfi rtizné
velikosti megaplasmidll mezi deseti neurotoxigenyckymi kmeny C. butyricum typu E. Kazdy
izolovany kmen zobrazil jeden velky megaplasmid, u kterého bylo prokazano, Ze mé linearni
strukturu ATP- zavislé na enzymatickém traveni. Nékteré z neurotoxigenickych kment C.
butyricum typu E mély dal$i mensi kruhové plazmidy. S cilem prozkoumat geneticky obsah
nov¢ identifikovanych megaplasmida, byly vybrany genové sondy navrzeny a pouZzity v
jiznich hybridiza¢nich experimentech. Vysledky odhalily, Ze gen neurotoxinu botulotoxinu
typu E byl lokalizovany v chromozdémech vSech neurotoxigenickych kment C. butyricum E.
Podobné vysledky byly ziskany pro 16S rRNA, tetracyklinové tet (P) a linkomycin
(rezistentni bilkovina sondy ImrB genu). Rozsiteny vyskyt kment C. butyricum E spojenych s

lidskou nemoci linearnich megaplasmidi u hostitele s rezistenci na ATB naznacuje, Ze
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megaplasmidy by mohly hrat dilezitou roli ve vzniku C. butyricum typu E jako lidského

patogenu.

Studie podle Ferrarise et al. (2010) ukazuje u 39 kment Clostridium butyricum citlivost
na ATB a rezistanci vi¢i genetickym determinantim izolovanych z vykali z pfedcasné
narozenych déti, stejn¢ jako u jednoho referencniho kmene. Vysledky ukazaly, Ze vSechny
kmeny jsou citlivé na cefoxitin, imipenem, vankomycin, tigecyklin metronidazol,
chloramfenikol a linezolid. Rezistence byla pozorovana u klindamycinu (100 %), penicilinu
G, amoxicilinu a piperacilinu (15 %), tetracyklinu (7,5 %) a erytromycinu (5 %). Vysledky
genetického zékladu pozorovanych rezistentnich fenotypti ukazaly, Zze odolnost vici

penicilinu byla zpiisobena ¢innosti - laktamasy.

Clostridium difficile

Poprvé bylo identifikovano v roce 1935. Spojitost mezi nim a pseudomembrandzni
kolitidou se zjistila az v roce 1977. C. difficile je grampozitivni, $tihla ty¢inka, kterd vytvari
subterminalni spory (Klaban, 2001). Jeji kultivace ze stolice neni snadnéd kvuli piitomnosti
jinych bakterii, které ji v kultivacni pidé konkuruji (Zahradnicky et al., 1987). C. difficile se
bézné vyskytuje v potravinach zvifat a potravinach z riznych oblasti (Weese, 2010). Pti 1éc¢bé
antibiotiky dochazi k potlaceni stievni mikroflory, protoze C. difficile se vétSinou pfeméni na
spory, které jsou vicCi antibiotikim rezistentni. Po dobrani antibiotik spory vyklici ve
vegetativni formu bakterii a za¢nou se mnozit. Pokud se dosahne kritické hladiny toxinu,
objevi se prijmy a tento proces mize vést az k pseudomembrandzni kolititidé.
Pseudomembranézni kolititida je vazné onemocnéni gastrointestinalniho traktu clovéka.
Symptomy jsou bolesti bficha a prijmy. Nékdy se onemocnéni muize projevit jesté béhem

prabéhu Iécby antibiotiky (Klaban, 2001).

Studie podle Ananthakrishnana et al. (2009) prokazala zvySujici se vyskyt infekce C.
difficile u pacientl se zanétlivym onemocnénim stiev ve srovnani s pacienty bez zanétlivého

onemocnéni stiev.
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Clostridium difficile je hlavni pfiCinou prijmu souvisejici s antibiotiky a znamena
velkou z4téz ve zdravotni péci na celém svété. V poslednich letech se kmeny C. difficile, které
patii do BI/NAP1/027 typu, staly velmi zastoupené¢ mezi klinickymi izolaty. Tyto tzv.
“hypervirulentni” kmeny jsou spojeny se zvySenim zavaznosti onemocnéni, vy$Sim poctem
relapsii a roz$ifenim repertoaru antibiotické rezistence. Spory, které se tvori, hraji klicovou
roli v pfenosu choroby a bylo zjisténo, ze BI/NAP1/027 kmeny jsou z hlediska tvorby spor in
vitro virulentngj$i, nez “neepidemiovy” non- BI/NAP1/027 typ C. difficile. U typu
BI/NAP1/027 bylo uvedeno, ze maji vétsi rychlost tvorby spor. Ve studii podle Burnse et al.
(2011) se analyzovala rychlost tvorby sp6ér u 53 kmeni C. difficile. Data potvrzuji, ze existuje
vyznamna odchylka v rychlosti, ktera tvoii spéry u riznych kmena C. difficile. Nicméné se
jasné ukazuje, Ze mira sporulace u BI/NAP1/027 typu nebyla vy$si nez u non- BI/NAP1/027
kment. Kromé toho se pozorovali podstatné rozdily v charakteristikach v rdmci tvorby spor
BI/NAP1/027 typu. Tato studie poukazuje na nebezpeci v ptipad¢, ze vSechny kmeny jednoho
typu reaguji podobné. Dale se zde zduraziuje potfeba piisn€jSich experimentalnich postupt s

cilem kvantifikovat u C. difficile tvorbu sp6ér v budoucnu.

Clostridium perfringens

Je to velka, silna, nepohybliva, grampozitivni ty€inka s aktivitou kyselé fosfatazy. Ma
vyznam z hlediska hygieny a mikrobiologie potravin. Poprvé byl popsan jako Bacillus
perfringens v roce 1893 Welchem a Nuttallem. Jakmile se klostridie dostanou do stfevniho
systému clovéka, zacnou sporulovat a vytvaret enterotoxin. Enterotoxin zptlisobuje prijmové
onemocnéni doprovazené bolestivymi kieCemi Zaludku. Ptiznaky se mohou objevit za 8- 24
hodin po konzumaci kontaminované potraviny. VétSinou se jednd o maso a masné vyrobky.
Clostridium perfringens muaze také infikovat poranénou kiizi nebo sval, coz vede k tzv.
lokalizované celulitidé. Nejhorsi ptipad je vSak plynovéa gangréna, kdy dochézi k nekroze
svalli, k tvorbé plynu a k poskozeni celkového stavu (Klaban, 2001). Miize byt izolovan z
pudy a vzorkil vody, které rovnéz patii mezi stfevni mikrofloru zvifat i lidi. Zpisobuje
onemocnéni jako je gangréna, enterotoxemie u ovei a koz a jehnéci uplavice. U lidi jsou

nemoce spojeny s otravou z jidla (Morris et al., 2009).
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Clostridium botulinum

Dtive bylo oznacovano jako Bacillus botulinus. Vyskytuje se v pid¢ a ve stfevnim
traktu savcil, ryb a ptakd. Spory se v buiice tvoii subterminalné a jsou velmi odolné viici
teploté. Proto mohou v konzervach piezit sterilizacni proces, pokud neni dostatecny, a v
anaerobnim prostiedi konzervarenskych vyrobka pak vykli¢it, mnozit se a uvolnovat toxin
Produkuje tzv. botulotoxiny, které¢ patii k nejucinnéjSim jedim: 1 mg predstavuje smrtici
davku pro 16 000 lidi. Botulotoxiny jsou bilkovinné povahy, a proto se inaktivuji zvySenou
teplotou. V téle zivoCicha se nerozmnoZzuje, takze plsobi jen toxinem vytvofenym pfi

rozmnozZeni této bakterie v potraviné (Silhankova, 2002).

Botulismus je neuroparalytické onemocnéni, které postihuje lidi a zvitata. Toto

onemocnéni zpusobuji eurotoxiny, produkované organismy rodu Clostridium sp.
Ptirozené se vyskytuji ¢tyf1 formy botulismu:
1) botulismus z jidla, z poziti potravin, které obsahuji preformovany toxin;

2) botulismus z ran, rast a produkce toxinll in vivo v misté rany, zejména jako nitrozilni

infekce u uzivatela drog;
3) botulismus u déti (viz niZe);

4) sttevni kolonizace dospé€lych, botulismus u déti jen velmi zfidka postihuje dospélé a starsi

déti (Blasser et al., 1995).

Kojenecky botulismus je vzacné onemocnéni, které postihuje kojence do 12 mésicl
véku. Nemoc je vysledkem absorpce toxinu botulinu na misté neurotoxigenich klostridii,
které mohou docasn¢ kolonizovat stfevni trakt déti. V dneSni dobé¢ jsou hlaSeny ptipady
botulismu u kojencli ve vSech obydlenych ¢astech Afriky. Uzndni ptipadd ziejmé piimo
souvisi s lékafskym povédomim a klinickym podezienim. Tento c¢lanek shrnuje
mikrobiologické, klinické a epidemiologické charakteristiky ditéte botulismu. (Fenicia a

Anniballi, 2009).
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Kojenecky botulismus je vzacné, ale zivot ohrozujici onemocnéni. Hlavnim rizikovym
faktorem je poziti medu détmi do 1 roku. Med je moznym zdrojem spoér Clostridium

botulinum. (Hoarau et al., 2012)

Kojenecky botulismus je stfevni toxémie zpusobend hlavné Clostridium botulinum.
Vzhledem k tomu, Ze se infekce vyskytuje ve stfevnim traktu, byly cetné potravinaiské
vyrobky vySetfeny na ptitomnost C. botulinum a jeho neurotoxiny. V mnoha zemich lidé
pouzivaji ¢aj z lipového kvétu (7ilia sp.) jako 1€k v domacnostech a détem ho davaji jako
sedativum. Proto se podle Bianca et al. (2009) zkoumala ptitomnost spor C. botulinum v
lipovych kvétech, kterd poskytne jasny obraz pifenosu této choroby. V této studii se
analyzovalo 100 vzorkl nebalenych kvéti lipy a 100 vzorkl z kvéta lipy v ¢ajovych saccich,
kde se zjistovala cetnost vyskytu a koncentrace spor C. botulinum. Vysledky byly
analyzovany testem Fisher. Zjistilo se, Ze 3 % vzorkid obsahovalo spory C. botulinum v
neupravenych lipovych kvétech a koncentrace spor byla 30 spér na 100 grami. Zadny z
analyzovanych primyslovych lipovych kvéti nebyly kontaminovany sporami C. botulinum.
C. botulinum typ A byl identifikovan ve dvou vzorcich a typ B v jednom vzorku. Lipové
kvéty musi byt povaZzovany za potencidlniho nositele C. botulinum a poziti ¢aje z lipového

kvétu miize predstavovat rizikovy faktor pro détsky botulismus.

Clostridium tetani

Je grampozitivni, anaerobni tyCinka, kterd ma spéry uloZené termindln€. VéEtSina je
pohyblivéa a ma biciky po celém svém povrchu, takze se fadi mezi peritrichalni bakterie, nebo-
11 peritricha. C. fetani je normalné pfitomné v mikroflote lidi 1 zvifat. Ze zvitat se spolecné s
exkrementy dostane do piidy nebo na rtizna mista a ptedmeéty. Takto kontaminovana pida a
pfedméty pak mohou byt zdrojem klostridii pii poranéni c¢lovéka. Infekce se vétSinou

uskute¢ni diky sporam mikroba (Klaban, 2001).

Clostridium tetani vyvolava ztrnuti §ije neboli tetanus prosukcei toxické bilkoviny zvané
tetanospasmin. Tento neurotoxin snizuje prah drazdivosti gangliovych bunék ptednich

misnich rohti (Zahradnicky et al., 1987).

Clostridium tetani tvoti sviij neurotoxin az v téle ¢loveéka. Tento toxin pak difunduje do

viech &asti hostitelova nervového systému a zptisobuje smrt (Silhankova, 2002).
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3.2. Materské mléko
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a to jak ve smyslu kvality, tak pfedevsim ve smyslu variability slozeni. Lidské mléko se trvale
pfizpusobuje potiebdm kojence. Matei'ské mléko je nejen zdrojem energie a nutri€nicch latek,
ale také zdrojem vody, kterd je pro novorozence nezbytna. Obsah hlavnich slozek ve zralém
mléce a jejich variabilita je zavisla na fazi laktace. Zdroje energie jsou tuky, sacharidy a
bilkoviny. Energeticka hodnota zralého mléka je 289 kJ / 100 g. Krom¢ hlavnich slozek jsou
pro dit& dilezité i slozky minoritni, kterymi jsou mineralni latky, vitaminy, hormony, enzymy
a dalsi, které se mohou stat esencialnimi (Klen et al., 1987).

Matetské mléko obsahuje velké mnozstvi slozitych oligosacharid, které
pravdépodobné reguluji stievni mikrofloru kojenych déti tim, ze vystupuji jako ,,ndvnada“
vazebnych mist na patogeny a jako prebiotika stimuluji prospé$né bakterie. Bylo prokdzano,
ze nékolik bifidobakteridlnich druhii dobte roste na OMM. Nicméné, existuje jen malo udaji
o jinych bakteridlnich druzich. Tato prace podle Marcobala et al. (2010) zkoumala 16
bakterialnich kment, které patti do 10 raznych rodu, co rostou na OMM. Pro tuto studii bylo
pouzito chemicky definované médium ZMBI, které umoznuje intenzivni rist fady piibuznych
sttevnich mikroorganismid v podobném komplexnim médiu. Je zajimavé, Ze kmeny
Bifidobacterium longum subsp. infantis, Bacteroides fragilis a Bacteroides vulgatus byly
schopné metabolizovat mlécné oligosacharidy s vysokou ucinnosti, zatimco rody
Enterococcus sp., Streptococcus sp., Veillonella sp., Eubacterium sp., Clostridium sp. a

Escherichia coli rostly mén¢, nebo viibec ne.

Matefské mléko ma vysoky obsah komplexnich oligosacharidd (10- 12 g / 1), které
slouzi jako ptirodni prebiotikum a podporuje rist bifidobakterii (Boehm, 2003).

Kojeni pfedstavuje optimalni a nenahraditelny zpisob vyzivy déti kojeneckého véku.
Mateiské mléko je druhoveé specifické, kvalitativné jedinecné a povazuje se za referencni
model pro ostatni druhy nahradni kojenecké vyzivy (kojenecké formule). Matefské mléko ma
nejen optimdlni mnozstvi nutrientll, mineralli, stopovych prvka a vitaminl. Dilezity je také
obsah ptirozené se vyskytujicich funkénich aktivné pasobicich ochrannych latek charakteru

nestravitelnych oligosacharidii (prebiotika). Oligosacharidy pomahaji kojenci riznym
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zpusobem optimalné ovliviiovat slozeni sttevni mikroflory a soucasné adekvatnim zptisobem
posilovat jeho vlastni imunitu a ovliviiovat zdravy vyvoj (Sykora, 2011).

Matetské mléko je pfirozenou funkéni potravinou obsahujici vyznamné mnoZstvi
oligosacharidl a podle nékterych studii miize obsahovat pfirozené se vyskytujici probiotické
mikroby (10~ bifidobakterii v 1 ml MM) jak uvadi Sykora (2011). Funkéni potravinou je
podle definice jakakoli potravina majici kromé& vyzivové hodnoty piiznivy Uc¢inek na zdravi
konzumenta jeho fyzicky a duSevni stav. Jde o potravinu (nikoli tablety, kapsle apod.)
vyrobenou z pfirozené se vyskytujicich slozek. Jeji konzumace mimo jiné posiluje pfirozené
obranné mechanismy proti Skodlivym vliviim prostiedi ¢i pisobi preventivné proti nemocem.

(Killer J. et al., 20006).

Vzhledem k tomu, Ze je matetské mléko zlatym standardem pro vyzivu kojence, a tedy i
vyvoj kojeneckych formuli, je objasnéni ulohy bakterii pfitomnych v matefském mléce a
jejich vztahu k prebiotickym oligosacharidiim kliCové. Probiotika a bioterapeutickd agens
jsou definovana jako zivé mikroorganizmy, které po poziti modifikuji sloZzeni stfevni
mikroflory ¢loveéka a pfindseji mu tim zdravotni prospéch. Mezi probiotika jsou obvykle
fazeny pouze organizmy bakteridlniho ptvodu, které jsou za normalnich podminek
piirozenou soucasti lidské stievni mikroflory. Probioticky efekt byl vSak prokazan i u
kvasinek, proto je pouzivan zastieSujici pojem bioterapeuticka agens. V poslednich nékolika
letech nastdva vyznamny pokrok ve vyzkumu probiotik a jejich klinickych ucinkt na lidsky
organizmus. Probiotické mikroorganizmy, jejichz ucinek byl studovan dvojité zaslepenymi

randomizovanymi studiemi (DB-RCT), jsou uvedeny nize.

Nejcastéji studované probiotické mikroorganizmy (DB-RCT)

Laktobacily Bifidobakterie Escherichie Enterokoky Streptokoky Kvasinky

L. bulgaricus B. longum E. coli E. faecium S. lactis Saccharomyces
L. acidophilus  B. bifidum S. thermophilus boulardii

L. fermentum

L. helveticus

L. casei GG

L. reuteri

L. plantarum
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Hlavnim mechanizmem ucinku probiotik je nepochybné jejich vliv na funkci stfevni
bariéry a ovlivnéni imunitni odpovédi hostitele. Imunitni tkan traviciho traktu obsahuje

pfiblizné€ 80 % imunitné aktivnich bunék organizmu (Bronsky J., 2011).

Lidské mateiské mléko je bezpochyby pro déti nejlepsSim zdrojem potravy. Zabranuje
onemocnéni, podporuje zdravi a snizuje 1 ndklady na zdravotni péci. I kdyz je kojeni
pfirozené, nékteré matky potiebuji zpocatku pomoc, aby bylo jejich kojeni Uspésné.
Poradenstvi a podpora ohledn¢ kojeni jsou nezbytné jako prevence proti zivotu ohrozujicicm
komplikacim s poruchou kojeni. Dehydratace je jednou z takovych komplikaci, které, pokud
se neléci ihned, mohou vést k akutnimu selhani ledvin a dokonce muze dojit k potiebé

peritonealni dialyzy (PD) uvadi Zaki et al. (2012).

Podle Almeida et al. (2011) ma vyziva, zejména u pfedcasné narozenych novorozenci,
rozhodujici tlohu pro celkovy rozvoj déti. Klinické a epidemiologické udaje podporuji zavér,
ze nedostatek matetského mléka v této fazi zivota zvysuje vyskyt prijmi, respiracni infekce,
mocové infekce, zanét stfedniho ucha a nekrotizujici enterokolitidu, stejn€¢ jako zbavuje déti

komponentt, které se podileji na rozvoji.

Mateiské mléko je povazovano za idedlni zdroj Ziviny pro rist a vyvoj ditéte s
unikéatnimi vlastnostmi slozeni odlisné od kravského mléka a kojenecké vyzivy. Studie podle
Tijerina-Sdenze et al. (2009) ukazuji, Ze matefské mléko mulze potlacit oxidacni stres a
oxida¢ni poskozeni DNA u novorozencli ucinnéji nez kojenecké vyzivy a naznacuji, Ze
matefské mléko obsahuje unikatni obranny mechanismus, ktery neni mozny u komercni
kojenecké vyzivy nebo kravského mléka. Antioxidac¢ni kapacita (AC) mateiského mléka
obsahuje fadu bioaktivnich sloZek s riznymi kapacitami pro antioxida¢ni aktivitu a zajistuje
stabilitu na zaCatku reakci oxidace lipidi. V matefském mléce jsou pfitomny napiiklad
vitaminy E a C, retinol a B-karoten, laktoferrin a glutathion a antioxida¢ni enzymy, vcetné
katalazy, superoxidu dismutdza a glutathionu peroxiddza. Mléko s vyssi hodnotou AC bude
odrazet vyssi oxidacni stabilitu a bude mit potencidln€ vétsi ochranu pro kojence vystavenych

oxida¢nimu pusobeni.
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3.3. Prebiotika

3.3.1. Definice, kritéria, pozadavky

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, které ptiznivé ovliviiuji hostitele tim, Ze
selektivné stimuluji rist a aktivitu bakterii v tlustém stfeve, a tim zlepSuji zdravi hostitele
(Gibson a Roberfroid, 1995).

Prebiotika je selektivné kvasend sloZzka potravy, kterd umozZiiuje urcit€é zmény a to jak
ve slozeni, tak v ¢innosti gastrointestinalni mikroflory, ktera poskytuje vyhody hostiteli, jako
je prosperita a zdravi. Podle Roberfroida (2007) v existuji v soucasné dob& pouze dva
nestravitelné oligosacharidy, které splituji definici prebiotik. Jsou jimi prebiotika inulinového
typu a galaktooligosacharidy (GOS).

Zatimco definice prebiotik nemaji zduraziiovat urCité bakterialni skupiny, Cislo nebo
aktivity bifidobakterii a jinych kyselin (jako je kyselina mlé¢nd), produkce bakterii musi byt
zvySena o slouceninu, ktera se kvalifikuje jako prebioticka (Greg Kelly, 2008).

Vzhledem k tomu, Ze zdravi ovliviiuje i slozeni stfevni mikrofléry, je v dnesni dobé ¢im
dal tim vice studii na téma sloZeni stfevni mikroflory. Pokusy byly provedeny na
bakteridlnich skupinach jako jsou Bifidobacterium sp. a Lactobacillus sp., které jsou vnimany
jako zdravi podpiirné mikroorganismy.

Probiotika, definované jako mikrobialni dopliiky stravy, které ptiznivé ovliviluji
hostitele zlepSenim jeho stfevni mikrobialni rovnovahy, byly pouZity ke zméné sloZeni stievni
mikroflory. Naproti tomu prebiotika, jak je jiz uvedeno vySe, jsou nestravitelné slozky
potravin, které maji pozitivni vliv na hostitele. Pfijem prebiotik mize vyznamné ovliviiovat
sttevni mikroflora zvySenim poctu specifickych bakterii a tim i méni mikrobidlni sloZeni.
Ukazalo se, ze nestravitelné oligosacharidy obecné, a fruktooligosacharidy zejména, stimuluji
rust endogennich bifidobakterii, které se staly po kratké dobé uzivani prevladajici ve stolici.
Navic tato prebiotika moduluji metabolismus lipidl nejspis prostiednictvim produktt kvaseni

(Gibson a Roberfroid, 1995).
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Poziti prebiotik stimuluje celou ptivodni populaci bifidobakterii k rastu. Cim je

populace vétsi, tim je vétsi pocet novych bakteridlnich bunék ve vykalech (Roberfroid, 2007).

Nova kritéria pro klasifikaci slozky potraviny jako prebiotika podle Roberfroida (2007) jsou:

1. odolnost vi¢i Zalude¢ni kyselosti, hydrolyze sav€imi enzymy a odolnost vici
gastrointestinalni absorpci

2. fermentace stfevni mikroflorou

3. selektivni stimulace rlstu a aktivita sttevnich bakterii, které ptispivaji ke zdravi a

spokojenosti hostitele

I kdyz neni 1. kritérium zcela splné€no, jsou transgalaktosylované gaaktooligosacharidy
(TOS) diky dutlezitym datim v oblasti lidskych studii, klasifikovdno jako prebiotikum
(Gibson et al., 2004).

Podle studie Tanaky et al. (1983) byly v ¢Cisté kultufe testované celkové pocty
bifidobakterii, vSechny Bacteroides sp., laktobacill, enterobakterii a celkové pocty nékterych

streptokokll metabolizované TOS s bifidobakterimi zobrazujicimi nejvetsi rist.

Podle studie Rowlana a Tanaky (1993) na gnotobiotickych krysach naockovanych
lidskou fekalni flérou a krmivem TOS odhalila analyza vyrazné zvySeni bifidobakterii a
laktobacilii a vyznamny pokles enterobakterii. Tento pokus byl nasledné provadén na lidskych
dobrovolnicich, kde studie ukazaly vyrazné zvySeni fekalnich bifidobakterii (Ito et al., 1990;
Bouhnik et al., 1997).

Podobné Ito et al. (1993) zjistil vyznamny narast bifidobakterii a laktobacilii a
vyznamné snizeni Bacteroides sp. a Candida sp. PocateCni mlécna kojenecka vyziva
doplnénd smési oligosacharidi (90 % GOS a 10 % inulin) prokazuje, Ze zvySuje pocet
fekalnich bifidobakterii u pred¢asné narozenych i u donoSenych novorozencti (Boehm et al.,

2002; Moro et al., 2002).

Prebiotika mohou soucasn¢ pifimo i nepiimo inhibovat rist a metabolickou aktivitu
nedominantni slozky digestivni mikroflory tak, ze zlepSuji proces traveni a z dlouhodobého

hlediska 1 zdravi clovéka (Kadlec et al., 2002).
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Pro Clovéka je prvnim a jisté nejlepSim zdrojem prebiotik mateiské mléko, které
obsahuje az 15 g nestravitelnych oligosacharidl v 1 litru. Oligosacharidy matetského mléka
maji rozlicné funkce, jako je vlastni prebiotickd podpora bifidobakterii ve sttevé kojenci, ale
mayji také vliv na rozvoj nervové soustavy, vstiebavani vapniku, a naopak negativné plisobi na
adherenci patogennich bakterii na stfevni sténu. Oligosacharidy matefského mléka maji vsak
komplikovanou strukturu — dodnes jich bylo popsano na 130, a proto jejich uméla ptiprava je
v soucasné dobé prakticky nemozna. Jako prebiotika se proto do potravin a krmiv pouzivaji
fruktooligosacharidy ~ (napf.  pfipravené  Castecnym  Stépenim  inulinu)  nebo
galaktooligosacharidy (pfipravené syntézou mlééného cukru a galaktosy). Tyto latky se dnes
piidavaji napt. do umélych kojeneckych vyziv, kde 1 kdyz pln¢ nenahradi mateiské
oligosacharidy (kravské mléko totiz tyto latky prakticky neobsahuje), maji alespoil vliv na
podporu bifidobakterii ve stievé. Prebiotika jsou dnes piidavana i do dalsich potravin (hlavné
ve formé tzv. oligofruktosy), jako jsou mlécné kysané vyrobky, rostlinné tuky, suSenky,
zmrzliny apod. (Rada, 2008).

Také podle Francka (2002) v soucasné dobé existuji pouze dvé slozky potravin, které
splituji tato kritérie. Jsou to inulin a TOS.

Po konzumaci oligosacharidii dochazi ke zvySovani poctu bifidobakterii a ke snizeni
poc¢tu ostatnich bakterii, napt. Clostridium perfringens, fusobakterii a bakteroid. Dalsi
prospésnou vlastnosti bifidogennich olligosacharidll je zvySeni biomasy vykald, tj. hmotnosti

a Cetnosti stolice (Brassart et al, 1998).

Vétsina oligosacharidu, které jsou nestravitelné nebo jen Castecné stravitelné, se snadno
fermentuji bakteriemi v tlustém stfevé. Ke zlepSeni stfevni mikroflory prostiednictvim
konzumace oligosacharidd je proto zapotiebi, aby slouceniny nepodléhaly procesu traveni a
absorpci v tenkém stieveé a dostaly se do tlustého stieva v nezménéné forme. Tyto vlastnosti
maji napi. fruktooligosacharidy (FOS), s6jové oligosacharidy (SOS) tj. hlavné rafinosa a
stachyosa, dale xylooligosacharidy, galaktooligosacharidy (GOS) a laktulosa. Naopak
sacharosa, maltosa a glukosa, kreré se travi a absorbuji v tenkém stievé, nemaji zadny vliv na

sttevni mikrofloru, nebot’ se do tlustého stfeva nedostavaji (Oku, 1994).
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3.3.2. Pfehled komerc¢né vyrabénych prebiotik

3.3.3. Fruktooligosacharidy (FOS)

Inulin, oligofruktosa (OF), oligofruktany

Fruktooligosacharidy (FOS) jsou oligosacharidy, které se vyskytuji pfirozené v
rostlinach, jako je cibule, ¢ekanka, Cesnek, chiest, banany, artyCoky, a mnoho dalSich. Jsou
slozeny z linedrnich fetézcii jednotek fruktosy a spojeny beta (2-1) vazbami. Pocet jednotek
fruktosy se pohybuje od 2 do 60 a Casto skonci jednotkou glukosy. FOS ma fadu zajimavych
vlastnosti, véetn¢ nizké intenzity sladkosti, jsou také nizkokalorické a jsou povaZovany za
rozpustnou vldkninu. Krom¢ toho FOS maji vyznamné prospeésné fyziologické ucinky, jako je
nizka karcinogenita, prebiotické ucinky, lepsi vstiebavani mineralnich latek a sniZeni hladiny
sérového cholesterolu, triacylglyceroli a fosfolipidii. V soucasné dobé jsou FOS stale vice
soucasti potravin a kojenecké vyzivy vzhledem k jejich prebiotickym u¢inkiim, coz je

stimulovat rust sttevni mikroflory (Sabater-Molina et al., 2009).

FOS jsou vyrdbéné dvéma odlisSnymi procesy, ¢imz vznikaji i mirn€¢ odlisSné konecné

vyrobky:

I. ze sacharosy pomoci B- fruktofuranosidasy
Vznikaji FOS se 2- 4 vazanymi jednotkami fruktosy oznaCované jako 1- ketosa, 1- nystosa a

1- fruktosylnystosa. Hlavnim vyrobcem FOS ze sacharosy je firma (fy) Meiji Seika Kaisha.

II. z inulinu fizenou enzymovou hydrolyzou pomoci inulinasy
Vznika smés FOS tzv. inulinoligofruktosa, ktera se velmi podobd smési vyrobené ze
sacharosy, ma vSak delsi fetézce fruktosy a terminalnim sacharidem mize byt i fruktosa. FOS
z inulinu extrahovaného z ¢ekanky vyrabi fy Orafti (vyrobky pod nédzvem Raftilose® a
Raftiline ®). Podobny produkt vyrabi fy Cosucra, jejiz Fibruline se pouziva jako nahrazka

tuku (Tomomatsu, 1994).
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FOS se ziskavaji ze sacharosy 2 zptsoby:
L. transfruktosylaci (tj. mikrobidlni a rostlinné pisobeni fruktosyltransferasy).

II. vyuzitim transfruktosylasové aktivity B-D- fruktofuranosidasy .

FOS spole¢né s inulinem jsou polymery D-fruktosy spojené vazbou B-2-1. Na konci
molekuly je vétSinou pomoci a-1-2 vazby napojena glukosa. FOS maji bifidogenni G¢inky

(Ebringer, 2002)

CH,0H
0 HOCH; o OH
OH ) HO
HO CH,
OH OH
0 (
HOtHLg HOCH,
HO HO
CH, .
o " T4 . (|7H~ "
HOCH 0. 0 2
HOCH, o O
HO
CH,0H HO
o CH,OH
OH
B-o-Fruf-(2— 1 )-[B-o-Fruf-(2—31)],.2-B-0-Fruf- 2 1)- . o
00-Glep p / b Bro-Fruf B-o-Fruf-(2—1)-[ B-o-Fruf~(2—1)],,. -B-o-Fruf
Obrazek €. 2 Obrazek ¢. 3
Fruktooligosacharidy typu GF, Fruktooligosacharidy typu F,
(Velisek, 1999) (Velisek, 1999)

35



FOS jsou v tlustém stievé fermenovany anaerobnimi bakteriemi za vzniku nizSich
mastnych kyselin, L- mlécné kyseliny a plynti jako je oxid uhli¢ity, metan a vodik. (Velisek,

2002).

Prebiotika inulinového typu

Inulin obsahuje fruktanty inulinového typu. Fruktanty jsou kategorii vyzivujicich
sloucenin, které obklopuji pfirozené rostouci oligosacharidy a polysacharidy, v kterych jeden
nebo vice vazeb fruktysol-fruktosy obsahuje vétSinu glykosidovych vazeb.
Aby se fruktant stal inulinovym typem, musi mit  (2-1) fruktosyl-fruktosu glykosidové
vazby. Prebiotika inulinového typu zahrnuji (FOS), oligofruktosu (OF) a inulin. Komer¢éné
dostupnd prebiotika inulinového typu mohou byt extrahovana zjidla (typickd je Cervena
fepa), nebo syntetizovana z vice zakladnich molekul (typickd je sacharosa). Prebiotika
inulinového typu mohou byt produkovana s velmi odliSnymi chemickymi sloZenimi (zalezi na
pocateCnim zdroji a v jaké fazi procesu se nachdzi). Ne¢kterd prebiotika inulinového typu maji
SCFA navéazané na jednoduchych cukrech (v monosacharidech fruktosy a glukosy a
disacharidové sacharosy). Zatimco ostatni prebiotika maji vétSinu nebo vSechny jednoduché

cukry odstranéné (Greg Kelly, 2008).

Inulin byl pouzit u kojenci a déti, protoze jeho prebiotické schopnosti, jako je modulace
sttevni mikroflory a vliv vrozenych a adaptivnich imunitnich odpovédi, plsobi pfiznive. Smés
inulinu s dlouhym fetézcem (s 5- 60 monomery) v kombinaci s GOS (s 2- 7 monomery) byla
pfidana do kojenecké vyzivy v Evropé s 10- 90 % podilem na vice nez 5 let. Klinické studie
prokézaly, ze tyto prebiotické vzorce maji vyznamny vliv na slozeni mikroflory, zlepSeni
konzistence stolice, sniZzeni stfevni propustnosti a snizeni vyskytu gastrointestindlnich a
respiracnich infekei a atopické dermatitidy. Oligofruktosa ve vyzivé kojenct zvySuje fekalni
bifidobakterie a snizuje pocty fekalnich klostridii béhem konzumu, coz vede k mek¢éi stolici,

mensSim horeckam a k dal§im gastrointestinalnim symptomim (Gigi a Veereman, 2007).
Inulin indukuje ucinky na stfevni funkei, jako je sniZeni stievniho pH, uvolnéni zacpy,

zvySeni hmotnosti stolice a jeji frekvence. Stfevni pfijatelnost - osmoticky efekt - vede ke

zvySenému vyskytu vody v tlustém stfevé. Druhy efekt je zpisoben kvasenim produktt. U
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inulinu bylo prokdzéno, ze snizuje postprandidlni glykémii a insulin, coz je vhodné pro

diabetiky (Sokii¢ et al., 2009).

Inulin se pouzivd jako substrdt v primyslovych fermentacnich procesech a v
potravinaiském primyslu kvali jeho relativné levnym a bohatym zdrojim pro
mikrobiologickou vyrobu vysokofruktosovych sirupl, etanolu a aceton-butanolu

(Vijayaraghavan et al., 2009).

Inulin a OF jsou rozpustné a fermentované latky, 1 kdyz je jejich viskozita za
fyziologickych podminek pravdépodobné nizkd. Svymi Gcinky se velmi podobaji rozpustnym

viskdznim fermentovatelnym vldkninam (Roberfroid, 1993).

Obsah inulinu v n¢kterych rostlinach (g/ 100 g):
(Ebringer, 2002)

Rostlina mnozstvi inulinu v g/100g
Cibule 2-17
Cesnek 9-16

Cekanka (koten) 3547
Topinambur (hliza) 16 —20
Chrest 4-18
Banan 0,3-0,7
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3.3.4. Galaktooligosacharidy (GOS)

Jsou oligosacharidy vyrabéné z laktosy. Komeréné se vyrabi z laktosy pomoci f-
galaktosidasy. Konkrétné pomoci trans-galaktosylasové aktivity [-galaktosidasy (TOS):

syntéza ze sacharosy, tj. transfruktosylasa, GF,, kde n=2- 4 (Tomomatsu, 1994).

GOS jsou vyznamné OS, které se skladaji z D — galaktosy, D — glukosy, D — fruktosy,
ptipadné i z dalSich monosacharidii (Velisek, 2002). Hlavni vyrobci jsou Yakult Honsha,
Nissin Sugar Manufacturing Company, Snow Brand Milk Products a Borculo Whey Products
(Tomomatsu, 1994).

Obecny vzorec GOS je: a-D-Glu (1—4)-[B-D-Gal (1— 6)] », kde n= 2 - 5 zastoupeni GOS
klesa v potadi: disacharidy > trisacharidy > tetrasacharidy > vyssi oligosacharidy

B (1—-6) > B (1—3) > B (1—2) uvadi Mahoney (1998).

GOS mohou mit vyznamny piinos pro zdravi, zejména ve vztahu k jeho
protinadorovym vlastnostem, vlivu na mineralni absorpci, metabolismus lipidl, a dalSim
imunitnim U¢inkGim, jako atopické choroby (Macfarlane et al., 2008).

Studie podle Depeinta et al. (2008) ukéazala, Ze GOS smési vyrobené s riznymi B-
galaktosidasami vykazuji rtizné prebiotické vlastnosti a pomoci enzymii pochézejicich z
bifidobakterialnich druhti, je zvySeni bifidogennich vlastnosti prebiotickych produkta
dosazitelné.

GOS stimuluji rast bifidobakterii u mladSich osob, méné znamo je o jejich ucincich u
starSich osob a jejich imunomodula¢nich schopnostech. Podle Vulevice (2008) mélo podani
GOS u zdravych starSich osob za nasledek pozitivni G€inky jak na slozeni mikroflory, tak na
imunitnich reakcich. Proto mohou byt GOS uzitecné, jako dietni kandidati na posileni
gastrointestinalniho zdravi a imunitni funkce u starSich osob.

Podle Fanara et al. (2009) GOS vytvaii mekei stolici, ale nema Zzadny vliv na frekvenci
stolice. Ptidavek GOS (5 g / 1) nasledujici formule pozitivné ovlivituje floru bifidobakterii a

konzistenci stolice u kojencti béhem suplementace, tj. dopliiovani stravy v obdobi odstavu.
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GOS vyvolaly znacny zdjem (Tzortzis et al., 2005) ¢astecné proto, Ze jsou to piirodni

latky a byly nalezeny v matetském mléce, a bylo prokazéno, ze jsou spojeny s lepSim zdravim

tlustého stfeva u kojence (Sako et al., 1999; Boehm et al., 2004; Coppa et al., 2004).
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3.3.5. Sojové oligosacharidy (SOS)

Zahrnuji oligosacharidy vyrabéné ze soji. V porovnani s ostatnimi oligosacharidy se
SOS extrahuji pfimo z upravené suroviny a nevyzaduji enzymovou vyrobu. Sojova syrovatka-
vedlej$i produkt zvyroby sdjovych bilkovinnych izolati a koncentrati — obsahuje
oligosacharidy rafinosu, stachyosu, verbaskosu a dale sacharosu, glukosu a fruktosu. Rafinosa
a stachyosa pusobi jako prebiotika, stimuluji rast bifidobakterii v tlustém stfeveé. (Tomomatsu,

1994),

Spotteba sojovych produktl byla limitovana pfitomnosti nestravitelnych oligosacharidi,
jako jsou alfa-galaktooligosacharidi rafinosa a stachyosa. VétSina savct, vcéetné ¢lovéka, ma
nedostatek pankreatickych alfa-galaktosidas (alfa-Gal), které jsou nezbytné pro hydrolyzu
téchto cukrti. Nicméné nestravitelné oligosacharidy mohou byt fermentované plynotvornymi
mikroorganismy pfitomné v slepém a tlustém stievé, coz mize zplsobit nadymani a dalsi

gastrointestinalni poruchy u citlivych jedincii (LeBlanc et al., 2004).

Podle Nishizawa-Yokoi et al. (2008) pusobi rafinosa nejen jako osmoprotektant, ale také jako

antioxidant v listech rostlin Arabidopsis.

Obsah stachyosy a rafinosy ve vybranych luSténinach (% v suSin¢)

(Velisek, 1999).

Lusténina Rafinosa Stachyosa
Fazol obecny 03-1,1 3,5-5,6
Hrach sety 0,6-1,0 1,9-2,7
Cocka jedla 0,3-0,5 1,9-3,1
Soja Stetinata 0,2-1,8 0,02 - 4,8
Cizrna berani 0,7-0,9 1,5-2,4
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3.2.6. Oligosacharidy materského mléka (OMM)

Vyvoj stfevni mikrofléry u novorozenct piimo souvisi se zplisobem vyzivy. Kojené
déti na rozdil od t&ch, kterym je poddvana umela vyziva maji sttevni ekosystém vyznacujici
se silnym vyskytem bifidobakterii a laktobacilt. Udaje dostupné v literatufe tak ukazuji, Ze
mezi mnoha latkami pfitomnych v matefském mléce, maji oligosacharidy jednoznacné
prebiotické ucinky. Jsou kvantitativné jednou z hlavnich slozek matetfského mléka a jsou jen
castecné straveny v tenkém stiev€, a tak se dostanou do tlustého stfeva, kde stimuluji
selektivné rozvoj bifidogenni flory. Studie stfevni mikroflory potvrdily, ze oligosacharidy

matefského mléka jsou prvnimi prebiotiky pro novorozence (Coppa et al., 2004).

Lidské mléko je Casto jedinym zdrojem vyzZivy po dobu prvnich nékolika mésicii v
zivoté. Obsahuje vSechny ziviny potfebné pro prospéch ditéte, ale také ptisady, které mohou
poskytovat zdravotni vyhody kromé tradi¢nich Zivin. Oligosacharidy matetfského mléka tvori
soucast téchto funkc¢nich slozek. 1 litr zralého matefského mléka obsahuje 5- 10 g nevazanych
oligosacharidu a bylo zjisténo vice jak 130 riznych OMM. Pouze stopové mnozstvi téchto
oligosacharidu je pfitomno ve vyspélém kravském mléce a v disledku toho je kravské mléko
pouzivano v kojenecké vyzive. Potencialni zdravotni pfinosy OMM, které byly odkryty v

pribéhu let, mohou ovlivnit vyzivu kojence jak lokalné, tak i systémové (Bode, 2006).

Lidské mléko obsahuje vysoké koncentrace rtznych rozpustnych oligosacharidi,
sacharidd polymera vytvofenych z malého poctu monosacharidii. Role mléka je slouzit jako
jediny zdroj Zivin pro kojence (mlad’ata) savcil, oligosacharidy mléka nejsou pro kojence
stravitelné. Tento zdanlivy paradox vyvolava otazky ohledné funkce téchto oligosacharidu a
jak jejich rozdilné molekuldrni struktury ovlivni jejich funkci. OMM se vétSinou pfipisuje
z nutriéniho hlediska, Ze maji slouzit jako prebiotika - forma nestravitelnych sacharidd, ktera
je selektivné vyuzivana pomoci zadouci stfevni mikroflory (German et al., 2008).

Oligosacharidy kojenecké vyzivy (GOS, FOS nebo inulin) maji jiné u¢inky nez OMM.
Oligosacharidy matetského mléka maji vysoce specifickou strukturu. GOS, FOS, inulin
pfedstavuji levny a dobry zpiisob, jak nahradit OMM prebiotickymi oligosacharidy
v kojenecké vyziveé (Bode, 2009).
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Koncentrace OMM v matefském mléce je podobnd koncentraci bilkoviny mléka a
dokonce vétsi nez koncentrace lipidi mléka. Zatim je ale biosyntetickd drdha matetského
mléka nezndmi. OMM snizuji adhezy leukocitl, extravazaci a snizuji infekéni choroby
(Bode, 2009).

OMM jsou castecné absorbovany ve stfevech kojencti a objevuji se 1 moci kojenct, ale
ne vSak v umélé vyzivé kojenct (Rudloff et al., 1996; Obermeier et al., 1999). Asi 90 % vsech
OMM se nachéazeji neporuSené a nemetabolizované ve stolici kojencl. To naznaluje, Ze
OMM mohou mit dalsi u¢inky nez jen slouzit jako prebiotikum (Sharon, 1996).

Oligosacharidy matefského mléka jsou komplexnimi cukry, které jsou v matetském
mléce hodné zastoupeny, blokuji viry a bakterie, které ptisedaji na stievni epitel kojenct a
snizuji riziko infekcei (Jantscher-Krenn et al., 2012).

Nedavno bylo prokazano, ze oligosacharidy matefského mléka jsou odolné vici
enzymatickému traveni v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu (Engfer et al., 2000).

Oligosacharidy v matetfském mléce predstavuji po laktose a lipidech tfeti nejvétsi

komponentu (14 g /1) MM (Sykora, 2011).

Ve vyzivé kojencli od matek Casto prevladaji ve stfevni mikrofloie bifidobakterie na
rozdil od umélé vyzivy kojenci. Podle Wada (2008) se zjistilo, Ze n&kolik kmenii uvolni
Lacto-N-biosu I (Galbetal, 3GIcNAc, typ 1 fetézce) z Lacto-N-tetraosy (Galbetal,
3GIcNAcbetal, 3Galbetal, 4Glc), ktera je vyznamnou slozkou matefského mléka

oligosacharidl a nasledné je izolovan gen JCM1254.

Jeden litr zralého matefského mléka obsahuje ~ 5-10 g volnych oligosacharidd, coz je
podobné mnozstvi bilkovin a pfekracuje mnozstvi lipidii. Stavebnimi kameny oligosacharida
mléka u lidi je 5 monosacharida D- glukosa (Glc), 3 D- galaktosa (Gal), N- acetylglukosamin
(GleNAc), L- fukosa (FUC) a kyselina sialova (N-acetyl neuraminic kyselina (NeuSAc )).
Bylo zjisténo na vice jak 130 riiznych oligosacharidi matefského mléka. Kojenecka vyziva

obsahuje pouze stopové mnozstvi méné slozitych oligosacharidli (Bode, 2006).

V matetském mléce jsou kromé laktosy obsazeny jesté dalsi oligosacharidy odvozené
od laktosy. Obsahuji kromé D- glukosy a D- galaktosy dale N- acetyl- D- glukosamin, N-
acetyl- D- galaktosamin, L- fukosu a N -acetyl- neuraminovou kyselinu. V matefském mléce
jich bylo charakterizovano vice jak 130. Nékteré z nich, jako naptiklad lakto- N- tetraosa,

lakto- N- fukopentaosa 1. a lakto- N- fukopentaosa II., se vyskytuji ve velkém mnoZzstvi. Tyto
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aminocukry mléka jsou rtstovym faktorem mikroorganismi Bifidobacterittm bifidum. OMM
inhibuji patogenni bakterie, a proto jsou dilezité¢ v imunologické ochrané kojenct (Velisek,
2002).

Bylo prokazano, ze OMM mohou zpusobovat zvySeni poctu bifidobakterii tlustého
stteva flory kojence potravou (kojenim) spolu s vyznamnym snizenim poctu potencialnich

patogennich bakterii vzhledem k jejich bifidogenni ¢innosti (Rivero-Urgéll, 2001).

Podle Gonzaleze et al. (2008) je bifidogenni ucinek mateiského mléka zavisly do
znacné miry na zéklad¢ jeho oligosacharida. Oligosacharidy matetského mléka jsou zapojeny
do mnoha funk¢nich u¢inkt jak na lokalni, tak systémové trovni. Myslenka je stimulovat rast
podporujicich zdravi mikrobil jako jsou bifidobakterie a mize mit v konecném dusledku vliv
na imunitni systém. V souladu s touto aktualni pracovni hypotézou dietni modulace stievni
mikroflory ziskat "bifidofloru" také v umélé vyzivé kojence miize byt uzitenym zptsobem,
jak stimulovat imunitni funkce a biologické bariéry proti patogentim. V nékolika klinickych
studiich byly prebiotické oligosacharidy pouzity k napodobeni prospéSnych ucinki
oligosacharidii matetského mléka. Smés oligosacharidi ukéazala jeho ucinnost pii stimulaci
zavedeni "bifidoflory" se stolici blizici se sloZenim jako nalezené ve vyZivé kojence. Nékolik
experimentalnich udaji také ukazuje, Ze oligosacharidy mohou modulovat imunitni systém a

pfispivaji ke zlepSeni ochrannych vlastnosti kojenecké vyzivy (Fanaro a Vigi, 2008).

MM obsahuje 7- 12 g OS/ 1. OS jsou majoritni slozkou matetského mléka. MM od
riznych matek = kvalitativni 1 kvantitativni rozdil v OS. Slozeni OMM se béhem laktace
méni. OMM se lisi ve struktuie, velikosti a slozeni, coz vyplyvd ze sekvence po sobé
nasledujicich monosacharidii. Nejmensi oligosacharidy jsou vytvoiené ptidanim fukosy k
laktose tak, Ze se vytvoii trisacharid oznacovany jako fukosylaktosa (2FL'; Fucal- 2 Galf1-
4Glc a 3FL; GalBl- 4[Fucal- 3]Glc, ptfidanim kyselého monosacharidu NeuAc k laktose,
vytvofenim sialyllaktosy (3'SLNeuAcal- 3Galfl- 4Glc a 6'SL; NeuAcal- 6 GalBl- 4Glc).
S nékolika vyjimkami vSechna jadra molekul obsahuji laktosu a na jejich redukujici konce
jsou piipojeny dalsi cukry. Elongace probihd enzymatickym piipojenim zbytkii GlcNac
vazbou B 1- 3 nebo B 1- 6 se zbytky Gal a dalSim pfidanim Gal  1- 3 nebo B 1- 4. Velké
mnozstvi zdkladnich struktur je tvofeno timto zplsobem a ty jsou dale modifikovany
pripojenim laktosaminu, Fuc, a/nebo Neu Ac zbytki v fetézci v riznych pozicich (Rockova,

2010).
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(02-3/6) (02-6) (@2-3/6)

Obrazek ¢. 6
Zakladni struktura oligosacharidi matetského mléka
Sipky ozna¢uji mozné umisténi glykosidické vazby fukosy a zbytki kyseliny sialové

(Rotkové, 2010)



4. Material a metody

4.1. Pouzité kultury

Seznam vSech pouzitych kment je v tabulce €. 1.

Byly izolovany ctyfi kmeny klostridii z RCM media (Oxoid) ze stolice kojencli a 2 kmeny
bifidobakterii.

Klostridie byly izolovany ze stolice kojenci a identifikovany na tGroven rodu pomoci FISH
s vyuzitim kitu RiboTechnology (Holandsko) pro Clostridium butyricum. Na uroven druhu
byly identifikovany pomoci ANAEROtestu23 (Lachema). Bifidobakterie byly izolovany z
probiotického lyofilizovaného prasku (Biopron).

Bacteroides spp. byly sbirkové kmeny obdrZené lyofilizované na bakteriologickych klickach
(Oxoid). Byly to druhy Bacteroides fragilis a Bacteroides thetaiotaomicron. Kmeny
bifidobakterii byly izolovany z kojenct a identifikovany na troven rodu pomoci API a druhu
pomoci PCR jako Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium

breve.

Izolace kmenti : TPY agar s mupirocinem 100mg/ I a kyselinou octovou 1ml/ 1 (Rada a Petr,

2000).
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Tabulka ¢. 1

Ptehled pouzitych kmenti

Kmeny oznaceni
Bifidobacterium bifidum JKM
Bifidobacterium longum BV
Clostridium butyricum A TO1
Clostridium butyricum B KA
Clostridium butyricum C T2
Clostridium butyricum D FW2
Clostridium butyricum E CM 11
Bacteroides fragilis ATCC 25285
Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29741
Bifidobacterium adolescentis H1
Bifidobacterium bifidum Ja8
Bifidobacterium bifidum A3
Bifidobacterium bifidum OD
Bifidobacterium breve FE1
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4.2. lIdentifikace bifidobakterii na uroven rodu

Kmeny byly izolovany pomoci modifikovaného TPY agaru (MTPY; Sharlau,

Spanélsko) s pfidavkem mupirocinu (100 mg/ 1). Kultury izolované z piipravku Biopron byly

identifikovany na uroven rodu pomoci F6PPK testu. Principem FO6PPK metody je detekce

enzymu fruktoso- 6- fosfat fosfoketolasy, ktery se uc€astni metabolismu cukra a ktery je pro

tento rod bakterii specificky. Je tedy hlavnim znakem jejich odliSeni od ostatnich rodi

bakterii. Pro detekci enzymu FO6PPK je nutné nejprve rozbit bakterialni buiiky, aby se vylily

vnitrobunééné enzymy do roztoku. Tento roztok obsahuje Cinidla, kterd zpiisobi barevnou

reakci. Pokud dojde k fialovému zabareni roztoku, jedna se o pozitivni reakci, zluté zabarveni

roztoku symbolizuje negativni reakci.

Cinidla pro F6PPK test:

l.

(O8]

N e

Postup:

wok »w N

0,36 g KoHPO4, 0,10 g KH,PO4, 0,15 g cysteinu, 300 ml destilované vody,
pH 6,5

120 mg NaF, 200 mg Na- iodoacetatu, 20 ml destilované vody

4,17 g hydroxylaminu, 30 ml destilovan¢ vody, pH wupravit na 6 pomoci
40 % NaOH

3 g TCA (kyselina trichloroctova), 20 ml destilované vody

2,48 ml HCl, 17,52 ml destilované vody

1 g FeCls, 62 pl HCI, 20 ml destilované vody

290 mg fruktoso- 6- fosfatu, 5,5 ml destilované vody

Zkumavku s20 ml TPY bujonu, kterd obsahuje kulturu klostridii narostlych
za 24 hodin, slit do zkumavky.

Odsttedit na centrifuze pii 6000 ot. / 10 min.

Slit a proplachnout pufrem - dvakrat (¢inidlo 1.).

Znovu odstredit, slit supernatant a sediment rozpustit v 1 ml téhoZz pufru.

K rozbiti bunék pouzit misto sonikace detergent cetridium bromid (CTAB, Sigma),
ktery zpisobi rozbiti bunécné stény, v mnozstvi 0,4 ml roztoku o koncentraci

0,45 mg/ ml destilované vody. Nechat inkubovat 5 min. pii pokojové teploté.
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6. Do zkumavky s rozbitymi bunkami ptidat 0,25 ml ¢inidla ¢. 2 a 7 a nechat inkubovat
ve vodni 1azni o teploté 37 °C po dobu 30 minut.

7. Pro zastaveni enzymatické reakce piidat 1,5 ml Cinidla €. 3 a nechat inkubovat
pii pokojové teploté 10 minut.

8. Poté pridat 1 ml ¢inidel €. 4 a 5 pro okyseleni a 1 ml ¢inidla €. 6 pro vytvoieni barevné

reakce.

4.3. Identifikace bifidobakterii na uroven druhu

Bifidobakterie izolované z preparatu Biopron byly po identifikaci na urovein rodu
identifikovany dale na urovent druhu pomoci ANAEROtest 23 (Lachema). Tento test je urcen
pro rutinni identifikaci anaerobnich bakterii vyskytujicich se nejcastéji v klinickém materidlu
a v potravinach. Souprava umoznuje provést identifikaci Ctyficeti kment pomoci 23
biochemickych testli. Testy jsou umistény v jamkach mikrotitra¢ni desticky, vzdy tfi fady po

osmi jamkach obsahuji testy pro identifikaci jednoho kmene.

Cinidla a pomiicky pro ANAEROtest
1. Suspenzni médium pro ANAEROtest 23 (kat. ¢. 10003367 — 20 stanoveni)
Cinidlo pro test INDOL (kat. &. 10003372 — 360 stanoven)
Cinidlo pro test NITRATY (KAT. C. 10003373 — 360 stanovent)
Parafinovy olej sterilizovany (kat. ¢. 10003371 — 270 stanoveni)
Petriho misky s kultivacnim médiem
Ptistroj Densi-La-Meter II, kat. ¢: 50001529
Automaticka mikropipeta 0,15 ml, sterilni Spicky

Zatizeni pro kultivaci v anaerobni atosféte (anerostat)

W ® N 0Nk v

Indikator anaerobni atmosféry
10. Termostat 35 — 37 °C

11. BéZné laboratorni mikrobiologické vybaveni (klicky, popisovace, kahan)

Postup:
Z cisté 48 h kultury pfipravit Suspenzni médium pro ANAEROtest 23 suspense, suspenzi

homogenizovat.
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10.

11.

12

13.

14.

15.

. Zakal suspenze musi odpovidat 3. stupni Mc Farlandovy zékalové stupnice.

Pii homogenizaci suspenze drzet ampulku se suspenznim médiem kolmo a klickou
pohybovat podél vnitini strany ampulky, aby se snizilo pronikdni vzduchu na

minimum.

. Ze suspenze provést roztér k posouzeni Cistoty a rastovych vlastnosti.

Inokulace — inokulovat 0,15 ml suspenze do vSech jamek v piislusnych tfech fadach
desticky.
Test ind (jamka H v prvni fad€) zakapat 2 kapkami parafinového oleje.
Je nutné pracovat co nejrychleji, aby byla maximaln¢ zkracena doba, po kterou je
kultura vystavena ptisobeni O,
Inkubace- vlozit ramecek desti¢ky s nao¢kovanymi fadami do inkuba¢niho PE sacku,
sacek zahnout pod desticku, aby nedoslo k vysychani inokula.
Inkubaci provést v anerobni atmosféte (80 % Ny, 10 % Hj, 10 % CO,).
Hodnoceni provést po 48 hodinach inkubace.
Na desti¢ce ANAEROtest 23 zakapat Cinidly jamky:
1. fada, jamka H (test indol) — 2 kapky ¢inidla pro IND
2. fada, jamka H (test nitraty) — 1 kapka ¢inidla por NIT.
Odecist barevné reakce vSech testii a vysledky zaznamenat pomoci symboll + a — pro

pozitivni a negativni reakce do formuléfe pro zdznam vysledki.

. Pro hodnoceni barevnych reakci pouzit tabulku s barevnou srovnavaci stupnici pro

soupravu ANAEROtest 23.
Identifikace — dle mikroskopie zatradit nejprve identifikovanou anaerobni bakterii do
jedné ze 4 skupin:
i. G-—tycky

ii. G + sporulyjici tycky

iii. G + nesporulujici tycky

iv. K koky
Identifikace v pfislusné skupin€ provést pomoci Identifikacni tabulky nebo pomoci
Diagnostického seznamu pro soupravu ANAEROtest 23.
Pii identifikaci posuzovat kulturu komplexné s pfihlédnutim k morfologickym
znaklim, informacim o zdroji izolace, vysledkiim dopliikovych test, vysledkim

zkousky patogenity, zkousky toxicity apod.
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4.4. Testovani rustu v mléce

Matetské mléko bylo pied testovanim pasterovano pii 62,5 °C/ 30 min, kravské mléko
bylo sterilovano pifi 110 °C/ h. Mléka byla rozplnéna po 100 pl do sterilnich mikrotitra¢nich
desti¢ek s 96 jamkami (Gama Group, Trhové Sviny, CR). Kultury klostridii a bifidobakterii
(2ml) narostlé ve Wilkins-Chalger bujonu (Oxoid, UK) byly odstfedény pii 10 000 g/ 5 min,
proplachnuty fosfatovym pufrem (pH= 6,5) a resuspendovany ve stejném objemu fosfatového
pufru. Z takto pfipravené suspenze bylo ockovano 10 pl do jamek mikrotitrani desticky.
Kazdy kmen byl ockovan ve ctyfech opakovanich. Po kultivaci v anaerostatech (Anaerobic
Plus System, Oxoid, UK) pii 37 °C/ 24 h bylo kultiva¢né stanoveno mnozstvi klostridii a
bifidobakterii podle Vlkova et al. (2005) a bylo zméteno pH pomoci pristroje Reflektoquant®
(Merck, Germany). Pro kultivaci klostridii a bifidobakterii byl pouzit TPY agar
s mupirocinem (100 mg/ 1). Inkubace probihala pii 37 °C po dobu 48 h.

Pti testovani ristu na laktose a fukose bylo pouzito suspenzni médim na ANAEROtest 23
(coz je komplexni médium, které obsahuje vSechny ziviny krom¢ cukra). Ptislusné cukry
(laktosa, fukosa) byly pridany v koncentraci 2 g/ 1. OMM byly vyizolovany v laboratofi
experimentélni botaniky VURV Praha Ruzyné.

4.5. Pouzity material

1. Pouzité cukry byly izolovany podle Rockova et al. (2011a).

2. Vzorky matetského mléka byly ziskany z Ustavu pro Pé¢i o matku a dité (Praha,
Ceska republika).

3. Kravské mléko (plemeno Holstein) bylo ziskéno z experimentalni staje Ceské

zeméedelské univerzity prirodnich véd v Praze.
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5. Vysledky

Vsechny kmeny klostridii byly uréeny jako Clostridium butyricum. VSechny
bifidobakterie mély pozitivni test na F6PPK, coz znamena, Ze se jedna o rod Bifidobacterium.
Podle ANAEROtestu 23 byly kmeny identifikovany jako Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis a Bifidobacterium breve. Kmeny
Bacteroides spp. byly identifikovany pomoci PCR jako Bacteroides fragilis a Bacteroides
thetaiotaomicron.

Rast jsme sledovali tim, Ze jsme stanovili poCty zivych bakterii (jako pocty kolonii
tvoticich jednotek) po 24 hodinéach kultivace a déle bylo zméteno pH.

Z vysledkt bakaléiské prace v roce 2010 byl vyjimkou kmen Clostridium butyricum C - T2,
u kterého doslo v MM jak k rlstu, tak k produkci kyseliny. Naopak oba kmeny bifidobakterii
rostly a produkovaly kyselinu velmi dobfte, pH bylo okolo 4,0.

Vysledky v tabulce €. 2 ukazuji, ze oba kmeny bifidobakterii vyuzivaly OMM velice dobfe,
také produkovaly kyselinu, coz se projevilo snizenim pH stejn€ jako v MM. Naopak u vSech
klostridii evidentn¢ nedoslo k vyuzivani OMM, nebot’ pH bylo i po 24 hodinach kultivace
rovno cca 6,0.

Na druhé stran¢ klostridie za ptitomnostti OMM prezivaly, coz znamend, Zze OMM sice
nepodporuji rast klostridii, ale nemaji inhibicni ucinek na tyto bakterie. Z uvedenych
vysledkti vyplyva, Ze kmen T2, ktery rostl na MM, ale ne na OMM, pravdépodobné tedy

vyuziva laktosu a nevyuziva oligosacharidy.
Rast bifidobakterii a klostridii na laktose, fukose, kravském a mateiském mléce je zobrazen
v tabulce €. 3 a jejich pH v tabulce €. 4.

Oba kmeny bifidobakterii dobie rostly jak v matefském, tak kravském mléce. Jejich pH

bylo po 24 hodinov¢ kultivaci pod 5. Riist na laktose byl vétsi nez na fukose. pH na fukose se

blizilo 6.
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U kment klostridii byl rast odliSny. Kmen Clostridium butyricum A a Clostridium
butyricum B v matetském mléce rostl minimalné, mél vysoké pH. V kravském mléce rostl
1épe, ale pH bylo i tak lehce vyssi. Nejlepé rostl na laktose s pH pod 5 a na fukose s pH nad 5.
Kmen Clostridium butyricum C vyuzival dobie jak laktosu, fukosu, kravské tak i matetské
mléko s nizkym pH. Vyjimkou byla fukosa — pH na fukose je vysoké u vSech kmenii. Presto
vSak dochdzi k ristu. U klostridii vice nez bifidobakterii. Kmen Clostridium butyricum D
rostl nejvice na fukose i pti vysokém pH. Vyuzival vSak i dobfe kravské, matetské mléko a

laktosu.

Rist ostatnich stfevnich bakterii v matefském mléce je zobrazen v tabulce €. 5 a jejich pH

v tabulce €. 6.

V mateiském mléce rostl nejlépe kmen Bifidobacterium bifidum, ktery mél v jednom
ptipadé vyssi pH a tim niz$i pocty, avSak ne tak rapidné. Dale kmen Bacteroides fragilis a
Bacteroides thetaiotaomicron s pH pod 5 a Lactobacillus se stejnym ristem a mirné vysS$im

pH. Nejméné ze vSech v matefském mléce rostl kmen Bifidobacterium breve.
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Tabulka ¢. 2

Rust bifidobakterii a klostridii na laktose, KM, MM a OMM

Kmeny hodnota inokula¢ni ddvky  koncentrace bunék po 24 hodinach kultivace (pH)

(pocet KTJ/ ml) Laktosa Kravské mléko Matefské mléko OMM
Bifidobacterium bifidum 2 7,04 6,86 (4,0) 8,72 (NT) 8,30 (3,9) 8,73 (4,0)
Bifidibacterium longum 2 6,48 5,28 (4,0) 8,90 (NT) 7,58 (4,3) 7,79 (4,2)
Clostridium butyricum A 6,49 6,54 (4,5) 8,79 (5,5) 3,00 (6,0) 7,43 (6,3)
Clostridium butyricum B 6,94 8,19 (4,5) 7,58 (4,7) 3,43 (6,0) 7,17 (5,9)
Clostridium butyricum C 7,44 8,28 (4,2) 8,69 (4,8) 8,36 (4,5) 8,76 (5,8)
Clostridium butyricum E 6,02 6,80 (4,2) 7,45(5,4) 3,00 (5,9) 7,32 (5,8)
Vysvétlivky:

KTJ (CFU) = kolonie tvofici jednotka
KM= kravské mléko

MM= matetské mléko

OMM = oligosacharidy matetského mléka
pH < 5,5 =>roste

pH> 5,5 => neroste

NT= netestovano
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Tabulka ¢. 3

Rust bifidobakteriii a klostridii na laktose, fukose, kravském mléce a mateiském mléce

Kmeny Laktosa Fukosa Kravské mléko ~ Matetské mléko 1 Mateiské mléko 2
) ) ) b a de e d
Bifidobacterium bifidum 2 7,85 + 0,006 6,48 £0,10 8,72+ 0,01 7,89 £0,01 8,30 £ 0,01
s . e a e d c
Bifidibacterium longum 2 8,77 + 0,025 6,63 £0,06 8,90+ 0,03 7,34 +£0,03 7,58 £0,03
o ) c b a a a
Clostridium butyricum A 8,23 £0,010 7,55 +1,09 6,66 £0,15 3,30 £ 0,00 3,00+ 0,00
. g . f b be b a
Clostridium butyricum B 8,95 + 0,050 7,58 £0,02 7,58 £0,20 5,78 £0,51 3,43 £0,05
o . d b d e d
Clostridium butyricum C 8,30 £ 0,010 8,22+0,11 8,69+0,17 8,25+ 0,06 8,36 £ 0,05
o ) a c c c b
Clostridium butyricum D 7,73 £ 0,045 9,10 £ 0,02 7,73 £ 0,06 6,74 £0,33 7,00 £0,16

Hodnoty jsou priméry (v log CFU/ g) ze tii méfeni + SD
—f .. .. .
: Hodnoty ve sloupcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1isi (P < 0, 05)

Rozdily rtstu byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu (Multiple range tests)
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Tabulka ¢. 4

pH bifidobakteriii a klostridii na laktose, fukose, v kravském a matetském mléce

Kmeny Laktosa Fukosa Kravské mléko  Mateiské mléko 1 Mateiské mléko 2
Bifidobacterium bifidum2 454020  583+£0,65 445+0,15 4,10+0,10" 4,15+0,15"
b
Bifidibacterium longum 2 4,26 £ 1,04 546 +0,75 445 + 0,05a 4,75+ 0,25 420+ 0,2061
d
Clostridium butyricum A~ 4,76+0,15  5,1£0,56  547+0,15 6,40+ 0,26 6,00 + 0,00
b c d
Clostridium butyricum B 4,75 + 0,07 5,6 £0,00 4,85 £0,15 6,37 + 0,06 6,00 + 0,00
b b b
Clostridium butyricum C 4,96 + 0,65 5,86+025 490+0,10 4,57+0,15 4,40 £ 0,00
bc b b
Clostridium butyricum D 4,43 £ 0,86 5,93+0,28 5,15+0,45 4,45+ 0,05 4,45+ 0,05

Hodnoty jsou priméry (v log CFU/ g) ze tfi méfeni = SD

a

Rozdily pH byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu (Multiple range tests)

- dHodnoty ve sloupcich s riznymi indexy se statisticky vyznamné 1isi (P < 0, 05)
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Tabulka ¢. 5

Rust ostatnich stfevnich bakterii v matefském mléce

Kmeny Matetské mléko IV.
Bacteroides fragilis 8,3+0,01%
Bacteroides thetaiotaomicron 7,94 +£0,01°¢
Bifidobacterium adolescentis 7,92 +0,04°
Bifidobacterium bifidum 8,22 +0,10%
Bifidobacterium bifidum 7,43 +0,02°
Bifidobacterium bifidum 8,48 +0,57°
Bifidobacterium breve 6,12 +0,20*

Hodnoty jsou priméry (v log CFU/ g) ze tii méfeni = SD
-d . .. . .
: Hodnoty ve sloupci s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi (P <0, 05)

Rozdily rtistu byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu (Multiple range tests)
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Tabulka ¢. 6

pH ostatnich stievnich bakterii v matefském mléce

Kmeny Mateiské mléko I'V.
Bacteroides fragilit 4,85+ 0,07ab
Bacteroides thetaiotasmicron 4,85+ 0,21ab
Bifidobacterium adolescentis 5,35+ 0,07bC
Bifidobacterium bifidum 4,35+0,35"
Bifidobacterium bifidum 5,80+ 0,42°
Bifidobacterium bifidum 4,30 +0,14"
Bifidobacterium breve 4.45+0,07"

Hodnoty jsou priméry (v log CFU/ g) ze tfi méfeni = SD
e Hodnoty ve sloupci s riznymi indexy se statisticky vyznamné lisi (P < 0,05)

Rozdily pH byly hodnoceny pomoci analyzy rozptylu (Multiple range tests)
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6. Diskuse

Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda klostridie a bifidobakterie rostou v matetském
mléce a zda vyuzivaji OMM. Z vysledkll plyne, Ze klostridie jsou vétSinou mateiskym

mlékem inhibovany a nejsou schopny $tépit OMM za tvorby kyselin.

K podobnym vysledkiim dospéla Rockova et al. (2011b). Cilem jeji prace bylo zjistit,
zda jsou bifidobakterie a klostridie schopny riist na oligosacharidech matefského mléka a
dalSich zdrojich uhliku - laktose, kravském mléce a matefském mléce. Tt1 z péti kmenl
klostridii nebyly schopny ristu v matefském mléce. Kmeny Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium longum a kmen Clostridium butyricum C byly na lysozym rezistentni.
Kmeny klostridii nevyuzivaly ani oligosacharidy matetského mléka a ctyii z péti kment
klostridii byly citlivé na lysozym. Zda se, Ze oligosacharidy matefského mléka spolu s

lysozymem mohou plisobit jako prebiotikum inhibujici rtst klostridii.

Odolnost proti lysozymu se zda byt slibnym kritériem pro vybér novych probiotickych
kmenii. Vroce 2010 byla rezistence nebo citlivost bifidobakterii k lysozymu a rist
bifidobakterii v matetském mléce testovana Radou et al. Po pifidani lysozymu (400 pg/ ml) se
u citlivych kment zastavil jejich rst témef okamzité, u stfedné citlivych kment doslo k
snizené rychlosti ristu a rezistentni kmeny nebyly témét vibec zasazeny. Kmeny lidského
puvodu byly vii¢i lysozymu odolnéjsi vice nez zivo¢isné kmeny. Zatimco kmeny B. bifidum
rostly i ve vzorcich matetského mléka, rast kmenti B. animalis byl inhibovan po inokulaci do

matefského mléka.

Vyuzivani laktosy, fukosy, mléénych cukri a OMM se musi také projevit tvorbou
kyselin, coz mé za nasledek snizeni pH. Za rlst je povaZzovano snizeni pH pod 5,5, hodnoty
nad 5,5 znamenaji, Ze mikrob pfisluSny cukr nevyuziva. Inhibi¢ni latkou mulze byt
pravdépodobné lysozym.

Laktosa je univerzalnim zdrojem uhliku pro bifidobakterie i klostridie, tudiz podporuje
rust obou. Matefské mléko podporuje rust bifidobakterii, ale ne klostridii. Klostridie jsou

schopny ristu v MM.
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Vsechny kmeny bifidobakterii vyuzivaly laktosu a rostly v matefském 1 kravském
mléce.

Podle vysledki vétsina Clostridum butyricum nerostla v matetském mléce. pH u vSech
kmeni bylo vyss$i. Vyjimkou byl kmen Clostridium butyricum C (T2), ktery byl schopen rust
jak v matefském a kravském mléce, tak i1 na laktose. Fukosa nebyla pravdépodobné
testovanymi bakteriemi vyuZivana, nebot nedochazelo k vyznamnému sniZzeni pH. Pouze
Bifidobacterium longum 2 a Clostridium butyricum A produkovaly malé mnoZstvi kyselin

z fukosy a pH po kultivaci bylo tak lehce pod hodnotou 5,5.

V mateiském mléce se rovnéz vyskytuji kmeny Bacteroides sp. Jejich rast je podobny
rustu Dbifidobakterii. Z bifidobakterii se v matefském mléce vyskytuje méné kmen
Bifidobacterium breve. Nejvice je zde =zastoupen kmen Bifidobacterium bifidum a

Bifidobacterium longum. Coz odpovida i studii podle Rockové et al. (2011a).
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Tato studie byla zamétena na riist bifidobakterii, klostridii a ostatnich sttevnich bakterii.
Zaveérem lze fici, ze se bifidobakterie obecné vyskytuji v matetském 1 kravském mléce a
vyuzivaji vSechny pfislusné cukry. Bifidobakterie se pfirozené¢ vyskytuji ve stfevni
mikroflére. Jejich vyskyt a riist je pozitivni.

Klostridie vyuzivaji laktosu, ale nevyuzivaji OMM. Nerostou ani ve vé&tSi mife
v matefském mléce. V mléce kravském rostou podobné¢ jako v matetském. Matetské ml¢ko
ma na klostridie selektivni u¢inek — nepodporuje jejich rist, vétSina klostridii byla inhibovana
pravdépodobné lysozymem.

Probiotické bakterie pouzivané v umélych kojeneckych vyzivach by tudiz mély

vyuzivat OMM a mély by byt rezistentni na lysozym.

61



8. Seznam literatury

Adlerberth, I., Lindberg, E., Aberg, N., Hesselmar, B., Saalman, R., Strannegérd, I. L.,
Wold, A. E. 2006. Reduced enterobacterial and increased staphylococcal colonization of

the infantile bowel: an effect of hygienic lifestyle?. Pediatr Res. 59 (1). p. 96- 101.

Almeida, M. B., Almeida, J. A., Moreira, M. E., Novak, F. R. 2011. Adequacy of human
milk viscosity to respond to infants with dysphagia: experimental study. Appl Oral Sci.
19 (6). p. 554- 9.

Al-Saleh, A. A., Zahran, A. S., Abu-Tarboush, H. M. 1998. Growth of Bifidobacteria:
environmental conditions and adherence to epithelial cells. Milchwissenschaft 53. p.

187-90.

Ananthakrishnan, A. N., Issa, M., Binion, D. G. 2009. Clostridium difficile and
inflammatory bowel disease. Gastroenterol Clin North Am. 38 (4). p. 711- 28.

Arnon, S. S. In: Blasser, M. J., Smith, P. D., Radvin, J. 1., Greemberg, H. B., Guerrant,
R. L. 1995. Botulism as an intestinal toxemia. Infections of the gastrointestinal tract.

New York: Raven Press. p. 257- 71.

Bager, P., Melbye, M., Rostgaard, K., Benn, C. S., Westergaard, T. 2003. Mode of
delivery and risk of allergic rhinitis and asthma. J Allergy Clin Immunol. 111 (1). p. 51-
6.

Balmer, S. E., Wharton, B. A. 1989. Diet and faecal flora in the newborn: breast milk
and infant formula. Arch Dis Child 64. p. 1672— 7.

Bennet, R., Nord, C. E. 1987. Development of the faecal anaerobic microflora after
caesarean section and treatment with antibiotics in newborn infants. Infection. 15 (5). p.

332-6.

62



Bianco, M. 1., Luquez, C., De Jong, L. 1., Fernandez, R. A. 2009. Linden flower (Tilia
spp.) as potential vehicle of Clostridium botulinum spores in the transmission of infant

botulism. Rev Argent Microbiol. 41 (4). p. 232- 6.

Bode, L. 2006. Recent advances on structure, metabolism, and function of human milk

oligosaccharides. J Nutr. 136 (8). p. 2127- 30.

Bode, L. 2009. Human milk oligosaccharides: prebiotics and beyond. International Life

Sciences Institute. Nutrition Reviews® Vol. 67 (Suppl. 2). p. 183—91.

Boehm, G., Chierici, R., Corrazola, B. 2000. Fecal flora measurements of breast fed

infants using an integrated transport and culturing system. Prenat Neonatal Med 5 (suppl

2).p. 76.

Boehm, G., Lidestri, M., Casetta, P., Jelinek, J., Negretti, F., Stahl, B., Marini, A. 2002.
Supplementation of a bovine milk formula with an oligosaccharide mixture increases
counts of faecal bifidobacteria in preterm infants. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed. 86.
p. 178-81.

Boehm, G., Stahl, B., In: Mattila-Sandholm, T. 2003. Oligosaccharides. Functional Dairy
products. Woodhead Publ Limited. p. 203— 43.

Boehm, G., Jelinek, J., Stahl, B., van Laere, K., Knol, J., Fanaro, S., Moro, G., Vigi, V.
2004. Prebiotics in infant formulas. J Clin Gastroenterol 38. p. 76— 79.

Bouhnik, Y., Flourié, B., D'Agay-Abensour, L., Pochart, P., Gramet, G., Durand, M.,
Rambaud, J. C. 1997. Administration of transgalacto-oligosaccharides increases fecal
bifidobacteria and modifies colonic fermentation metabolism in healthy humans. J Nutr.

127. p. 444-8.

Brassart, D., Schiffrin, E., Rochat, F., Offord, E. A., Mace, C., Neeser, J. R. 1998. The
furute of functional foods: scientific basis and furute requirements. Lebensmittel-

Technologie 31. No. 7- 8. p. 258- 266.

63



Bronsky, J. 2011. Matetské mlé¢ko jako zdroj bakterii s potenciondln¢ probiotickymi

ucinky. Pediatricka klinika UK 2. LF a FN Motol, Praha. Pediatr. Praxe 12 (2). s. 94— 96.

Bullen, C. L., Tearle, P. V., Stewart, M. G. 1977. The effect of “humanised* milks and
supplemented breastfeeding on the faecal flora of infants. Journal of Medical

Microbiology 10. p. 403- 413.

Burns, D. A., Heeg, D., Cartman, S. T., Minton, N. P. 2011. Reconsidering the
sporulation characteristics of hypervirulent Clostridium difficile BI/NAP1/027. PLoS
One. 6 (9). €2489%4.

Coppa, G. V., Bruni, S., Morelli, L., Soldi, S., Gabrielli, O. 2004. The first prebiotics in

humans: human milk oligosaccharides. J Clin Gastroenterol 38. p. 80— 83.

Cummings, J.H., Macfarlane, G.T. 1991. The control and consequences of bacterial

fermentation in the human colon. J Appl Bacteriol 70. p. 443— 59.

Cummings, J.H., Macfarlane, G.T. 1997. Role of intestinal bacteria in nutrient

metabolism. JPEN J Parenter Enteral Nutr 21. p. 357— 65.

Dai, D., Walker, W.A. 1999. Protective nutrients and bacterial colonization in the

immature human gut. Adv Pediatr 46. p. 353— §2.

Depeint, F., Tzortzis, G., Vulevic, J., I'anson, K., Gibson, G. R. 2008. Prebiotic
evaluation of a novel galactooligosaccharide mixture produced by the enzymatic activity
of Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 in healthy humans: a randomized, double-
blind, crossover, placebo-controlled intervention study. Am J Clin Nutr. 87 (3). p. 785-
91.

Diplock, A. T., Aggett, P. J., Ashwell, M., Bornet, F., Fern, E. B., Roberfroid, M. B.
1999. Scientific concepts of functional foods in Europe. Consensus document. Br. J.

Nutr. 81 (Suppl 1). p. 1-27.

Ebringer, L. 2002. Probiotika, prebiotika a synbiotika. Ceskoslovenskd spole¢nost

mikrobiologickd. Komise potravinaiské mikrobiologie. s. 65.

64



Edwards, C. A., Parrett, A. M., Balmer, S. E., Wharton, B. A. 1994, Faecal short chain
fatty acids in breast-fed and formula-fed babies. Acta Paediatr 83. p. 459— 62.

Engfer, M. B., Stahl, B., Finke, B., Sawatzki, G., Daniel H. 2000. Human milk
oligosaccharides are resistant to enzymatic hydrolysis in the upper gastrointestinal tract.

Am J Clin Nutr 71. p. 1589— 96.

Fanaro, S., Chierici, R., Guerrini, P., Vigi, V. 2003. Intestinal microflora in early

infancy: composition and development. Acta Paediatr Suppl. 91 (441). p. 48- 55.

Fanaro, S., Marten, B., Bagna, R., Vigi, V., Fabris, C., Pefia-Quintana, L., Argiielles, F.,
Scholz-Ahrens, K. E., Sawatzki, G., Zelenka, R., Schrezenmeir, J., de Vrese, M.,
Bertino, E. 2009. Galacto-oligosaccharides are bifidogenic and safe at weaning: a
double-blind randomized multicenter study. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 48 (1). p. 82-
8.

Fanaro, S., Vigi, V. 2008. Infant formulas supplemented with prebiotics: intestinal

microbiota and immune responses. Minerva Pediatr. 60 (3). p. 327- 35.
Fenicia, L., Anniballi, F. 2009. Infant botulism. Ann Ist Super Sanita. 45 (2). p. 134- 46.

Ferraris, L., Butel, M. J., Aires, J. 2010. Antimicrobial susceptibility and resistance
determinants of Clostridium butyricum isolates from preterm infants. Int J Antimicrob

Agents. 36 (5). p. 420- 3.

Franciosa, G., Scalfaro, C., Di Bonito, P., Vitale, M., Aureli, P. 2011. Identification of
novel linear megaplasmids carrying a B-lactamase gene in neurotoxigenic Clostridium

butyricum type E strains. PLoS One. 6 (6). €21706.
Franck, A. 2002. Technological functionality of inulin and oligofructose. Br J Nutr. 87
Suppl 2. p. 287-91.

Fuller, R., In: Heird, W. C. 1991. Factors affecting the composition of the intestinal
microflora of the human infant. Nutritional needs of the 6—12 month infant. New York,

NY: Raven Press. p. 121- 30.

65



German, J. B., Freeman, S. L., Lebrilla, C. B., Mills, D. A. 2008. Human milk
oligosaccharides: evolution, structures and bioselectivity as substrates for intestinal
bacteria. Nestle Nutr Workshop Ser Pediatr Program. 62 p. 205- 18. Discussion p. 218-
22.

Gewolb, 1. H., Schwalbe, R. S., Taciak, V. L., Harrison, T. S., Panigrahi, P. 1999. Stool
microflora in extremely low birthweight infants. Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 80. p.
167—173.

Gibson, G. R., Wang, X. 1994. Regulatory effects of bifidobacteria on the growth of
other colonic bacteria. J Appl Bacteriol. 77. p. 412— 20.

Gibson, G. R., Roberfroid, M. B. 1995. Dietary modulation of the human colonic
microbiota: introducing the concept of prebiotics. MRC Dunn Clinical Nutrition Centre,

Cambridge, United Kingdom. J Nutr. 125 (6). p. 1401- 12.

Gibson, G. R., Beatty, E. R., Wang, X., Cummings, J. H. 1995. Selective stimulation of
Bifidobacteria in the human colon by oligofructose and inulin. Gastroenterology 108. p.

975-82.

Gibson, G. R., Probert, H. M., Van Loo, J. A. E., Roberfroid, M. B. 2004. Dietary
modulation of the human colonic microbiota: Updating the concept of prebiotics. Nutr

Res Rev. 17. p. 257-9.

Gonzilez, R., Klaassens, E. S., Malinen, E., de Vos, W. M., Vaughan, E. E. 2008.
Differential transcriptional response of Bifidobacterium longum to human milk, formula

milk, and galactooligosaccharide. Appl Environ Microbiol. 74 (15). p. 4686- 94.

Gronlund, M. M., Arvilommi, H., Kero, P., Lehtonen, O. P., Isolauri, E. 2000.
Importance of intestinal colonisation in the maturation of humoral immunity in early

infancy: a prospective follow up study of healthy infants aged 0—6 months. Arch Dis
Child Fetal Neonatal Ed 83. p. 186- 92.

66



Hanson, L. A., Telemo, E., Wiedermann, U., Dahlman-Hoglund, A., Lundin, S., Friman,
V., Dahlgren, U. 1995. Immunological mechanisms of the gut. Pediatr Allergy Immunol
6 (suppl 8). p. 7—12.

Harmsen, H. J., Wildeboer-Veloo, A. C., Raangs, G. C., Wagendorp, A. A., Klijn, N.,
Bindels, J. G., Welling, G. W. 2000. Analysis of intestinal flora development in breast-
fed and formula-fed infants by using molecular identification and detection methods. J

Pediatr Gastroenterol Nutr 30. p. 61— 7.

Heavey, P., Rowland, 1. 1999. The gut microflora of the developing infant microbiology
and metabolism. Microbial Ecology in Health and Disease 11. p. 75— 83.

Hill, K. K., Xie, G., Foley, B. T., Smith, T. J., Munk, A. C., Bruce, D., Smith, L. A.,
Brettin, T. S., Detter, J. C. 2009. Recombination and insertion events involving the
botulinum neurotoxin complex genes in Clostridium botulinum types A, B, E and F and

Clostridium butyricum type E strains. BMC Biol. 5; 7. p. 66.

Hoarau, G., Pelloux, 1., Gayot, A., Wroblewski, 1., Popoff, M. R., Mazuet, C., Maurin,
M., Croizé¢, J. 2011. Two cases of type A infant botulism in Grenoble, France: no honey

for infants. Eur J Pediatr. 171 (3). p. 589- 91.

Hopkins, M. J., Macfarlane, G. T. 2003. Nondigestible oligosaccharides enhance
bacterial colonization resistance against Clostridium difficile in vitro. Appl Environ

Microbiol. 69 (4). p. 1920- 7.

Cherbut, C. 2002. Inulin and oligofructose in the dietary fibre concept. Br J Nutr. 87:
Suppl 2. p. 159- 62.

Ito, M., Deguchi, Y., Miyamori, A., Kikuchi, H., Matsumoto, K., Koyabashi, Y., Yajima,
T., Kan, T. 1990. Effect of administration of galacto-oligosaccharides on the human
faecal flora, stool weight and abdominal sensation. Microb Ecol Health Dis. 3. p. 285—
92.

Ito, M., Kimura, M., Deguchi, Y., Miyamori-Watabe, A., Yajima, T., Kan, T. 1993.
Effects of transgalactosylated disaccharides on the human intestinal microflora and their

metabolism. J Nutr Sci Vitaminol (Tokyo) 39. p. 279 88.

67



Jantscher-Krenn, E., Lauwaet, T., Bliss, L. A., Reed, S. L., Gillin, F. D., Bode, L. 2012.
Human milk oligosaccharides reduce Entamoeba histolytica attachment and cytotoxicity

in vitro. Br J Nutr. p. 1- 8.

Jiang, T., Savaiano, D. A. 1997. Modification of colonic fermentation by bifidobacteria
and pH in vitro. Impact on lactose metabolism, short-chain fatty acid, and lactate

production. Dig Dis Sci 42. p. 2370- 7.

Kadlec, P. 2002. Technologie potravin I. VSCHT Praha, FPBT.

Kelly, D., Begbie, R., King, T. 1994. Nutritional influences on interactions between

bacteria and the small intestinal mucosa. Nutrition Research Reviews 7. p. 233- 257.

Kelly, G. 2008. Inulin — Type Prebiotics — A Review : Part 1. Alternativ Medicine
Review Volume 13. p. 315 —316.

Killer, J., Trojanova, 1., Vlkova E., Rada, V. 2006. Mikrobiologickd charakteristika a
obsah prebiotik ve vybranych zahrani¢nich a tuzemskych probiotickych a synbiotickych
preparatech. Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Ceska zemé&délskd univerzita v

Praze. Celostatni ptehlidky syrt - wl.vscht.cz.

Klaban, V. 2001. Svét mikrobi. Ilustrovany lexikon mikrobiologie Zivotniho prostredi.

Gaudeamus Univerzita Hradec Kralové. s. 88- 90, 198- 200.

Kleessen, B., Bunke, H., Tovar, K., Noack, J., Sawatzki, G. 1995. Influence of two
infant formulas and human milk on the development of the faecal flora in newborn

infants. Acta Paediatr 84. p. 1347— 56.
Klen, R., Blattna, J., Fiedlerova, V., Strbak, V. 1987. Lidské mléko, jeho slozeni a
konzervace. Halkova sbirka 38 pedatrickych praci. Avicenum zdravotnické

nakladatelstvi. s. 9.

Knol, J., Scholtens, P., Kafka, C., Steenbakkers, J., Gro, S., Helm, K., Klarczyk, M.,
Schopfer, H., Bockler, H. M., Wells, J. 2005. Colon Microflora in Infants Fed Formula

68



with Galacto- and Fructo-Oligosaccharides: More Like Breast-Fed Infants. Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 40 (1). p. 36- 42.

Kunz, C., Rudloff, S. 1993. Biological functions of oligosaccharides in human milk.

Acta Paediatr 82. p. 903— 12.

Langhendries, J. P, Detry, J., Van Hees, J., Lamboray, J. M., Darimont, J., Mozin, M. J.,
Secretin, M. C., Senterre, J. 1995. Effect of a fermented infant formula containing viable
bifidobacteria on the fecal flora composition and pH of healthy full-term infants. J
Pediatr Gastroenterol Nutr 21. p. 177— 81.

LeBlanc, J. G., Silvestroni, A., Connes, C., Juillard, V., de Giori, G. S., Piard, J. C.,
Sesma, F. 2004. Reduction of non-digestible oligosaccharides in soymilk: application of

engineered lactic acid bacteria that produce alpha-galactosidase. Genet Mol Res. 3 (3). p.
432- 40.

Lifschitz, C. H., Wolin, M. J., Reeds, P. J. 1990. Characterization of carbohydrate

fermentation in feces of formula-fed and breast-fed infants. Pediatr Res 27. p. 165-9.

Macfarlane, G. T., Steed, H., Macfarlane, S. 2008. Bacterial metabolism and health-
related effects of galacto-oligosaccharides and other prebiotics. J Appl Microbiol. 104 (2).
305- 44,

Mackie, R. 1., Sghir, A., Gaskins, H. R. 1999. Developmental microbial ecology on the
neonatal gastrointestinal tract. Am J Clin Nutr 69 (suppl). p. 1035 — 45.

Marcobal, A., Barboza, M., Froehlich, J. W., Block, D. E., German, J. B., Lebrilla, C. B.,
Mills, D. A. 2010. Consumption of human milk oligosaccharides by gut-related
microbes. J Agric Food Chem. 12; 58 (9). p. 5334- 40.

Mitto, J., Maukonen, J., Alakomi, H. L., Suithko, M. L., Saarela, M. 2008. Influence of

oral doxycycline therapy on the diversity and antibiotic susceptibility of human intestinal

bifidobacterial population. J Appl Microbiol. 105 (1). p. 279- 89.

69



Meile, L. 1998. Mikroorganismen in Lebensmitteln: Umsetzung des probiotischen

Koncepts. Lebensmittel — Technologie 31. No. 3. p. 68- 72.

Midtvedt, A. C., Carlstedt-Duke, B., Norin, K. E., Saxerholt, H., Midtvedt, T. 1988.
Development of five metabolic activities associated with the intestinal microflora of

healthy infants. J Pediatr Gastroenterol Nutr 7. p. 559— 67.

Midtvedt, A. C., Midtvedt, T. 1992. Production of short chain fatty acids by the intestinal
microflora during the first 2 years of human life. J Pediatr Gastroenterol Nutr 15. p. 395—
403.

Moro, G., Minoli, I., Mosca, M., Fanaro, S., Jelinek, J., Stahl, B., Boehm, G. 2002.
Dosage-related bifidogenic effects of galacto- and fructooligosaccharides in formula-fed

term infants. J Pediatr Gastroenterol Nutr 34. p. 291-5.

Morris, W. E., Fernandez-Miyakawa, M. E. 2009. Toxins of Clostridium perfringens.
Rev Argent Microbiol. 41 (4). p. 251- 60.

Mortensen, P. B., Clausen, M. R. 1996. Short-chain fatty acids in the human colon:

relation to gastrointestinal health and disease. Scand J Gastroenterol Suppl 216. p. 132—
48.

Mountzouris, K. C., McCartney, A. L. , Gibson, G. R. 2002. Intestinal microflora of
human infants and current trends for its nutritional modulation. Br J Nutr 87 (5). p. 405—

20.

Newburg, D. S. 2000. Oligosaccharides in human milk and bacterial colonisation. J

Pediatr Gastroenterol Nutr 30. p. 8—17.
Nishizawa-Yokoi, A., Yabuta, Y., Shigeoka, S. 2008. The contribution of carbohydrates

including raffinose family oligosaccharides and sugar alcohols to protection of plant

cells from oxidative damage. Plant Signal Behav. 3 (11). p. 1016- 8.

70



Obermeier, S., Rudloff, S., Pohlentz, G., Lentze, M. J., Kunz, C. 1999. Secretion of 13C-
labelled oligosaccharides into human milk and infant’s urine after an oral [13C]

galactose load. Isotopes Environ Health Stud. 35. p. 119— 125.

Ogawa, K., Ben, R. A., Pons, S., de Paolo, M. I., Bustos Fernandez, L. 1992. Volatile
fatty acids, lactic acid, and pH in the stools of breast-fed and bottle-fed infants. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 15. p. 248— 52.

Oku, T. 1994. Special physiological functions of newly developer mono- and
oligosaccharides. In: Goldberg, 1. : Functional foods. New York, Chapman & Hall. p.
202- 218.

Orrhage, K., Nord, C. E. 1999. Factors controlling the bacterial colonization of the
intestine in breastfed infants. Acta Paediatr Suppl 88. p. 47— 57.

Park, Y. H., Kim, K. W., Choi, B. S., Jee, H. M., Sohn, M. H., Kim, K. E. 2010.
Relationship between mode of delivery in childbirth and prevalence of allergic diseases

in Korean children. Allergy Asthma Immunol Res. 2 (1). p. 28- 33.

Parracho, H., McCartney, A. L., Gibson, G. R. 2007. Probiotics and prebiotics in infant
nutrition. Proc Nutr Soc. 66 (3). p. 405- 11.

Parrett, A. M., Edwards, C. A. 1997. In vitro fermentation of carbohydrate by breast fed
and formula fed infants. Arch Dis Child 76. p. 249— 53.

Popoff, M. R., Bouvet, P. 2009. Clostridial toxins. Future Microbiol. 4. p. 1021- 64.
Quinlan, P. T., Lockton, S., Irwin, J., Lucas, A. L. 1995. The relationship between stool
hardness and stool composition in breast- and formula-fed infants. J Pediatr
Gastroenterol Nutr 20. p. 81— 90.

Rada, V., Petr, J. 2000. A new selective medium for the isolation of glucose

nonfermenting bifidobacteria from hen caeca. Journal of Microbiological Methods 43. s.

127-132.

71



Rada, V., 2008. Probiotika, prebiotika a synbiotika, Potravinarské revue €. 2. s. 15- 16.
ISSN: 1801-9102.

Rada, V., Splichal, 1., Rockova, S., Grmanova, M., Vlkova, E. 2010. Susceptibility of
bifidobacteria to lysozyme as a possible selection criterion for probiotic bifidobacterial

strains. Biotechnol Lett 32. s. 451- 455.

Rivero-Urgéll, M., Santamaria-Orleans, A. 2001. Oligosaccharides: application in infant

food. Early Hum Dev. 65 Suppl. p. 43- 52.

Roberfroid, M. 1993. Dietary fiber, inulin, and oligofructose: a review comparing their

physiological effects. CR in Food Science and Nutrition 33. No. 2. p. 103- 148.

Roberfroid, M. B., Bornet, F., Bouley, C., Cummings, J. H. 1995. Colonic Microflora:
nutrition and health. Summary and conclusions of an International Life Sciences
Institute. (ILSI) [Europe] workshop held in Barcelona, Spain. Nutrition Reviews 53. p.
127 - 130.

Roberfroid M. 2007. Prebiotics: the concept revisited. 2. J Nutr 137 (3 Suppl 2). p. 830-
837.

Rockova, Sarka. 2010. Prezentace Prebiotika. s. 32.

Rockova, S., Nevoral, J., Rada, V., Marsik, P., Sklenar J., Hinkova, A., Vlkova, E.,
Marounek, M. 2011a. Factorsaffecting the growth of bifidobacteria in human milk.
International Dairy Journal 21, Issue 7. p. 504— 508.

Rockova, S., Rada, V., Marsik, P., Vlkova, E., Bunesova, V., Sklenar, J., Splichal, I.
2011b. Growth of bifidobacteria and clostridia on human and cow milk saccharides.

Anaerobe 17.s. 223- 5.
Rowland, I. R., Tanaka, R. 1993. The effects of transgalactosylated oligosaccharides on

gut flora metabolism in rats associated with a human faecal microflora. J Appl Bacteriol.

74.p. 667-74.

72



Rudloff, S., Pohlentz, G., Diekmann, L., Egge, H., Kunz, C. 1996. Urinary excretion of
lactose and oligosaccharides in preterm infants fedhumanmilk or infant formula. Acta

Paediatr. 85. p. 598— 603.

Sabater-Molina, M., Larqué, E., Torrella, F., Zamora, S. 2009. Dietary
fructooligosaccharides and potential benefits on health. J Physiol Biochem. 65 (3). p.
315-28.

Sakata, H., Yoshioka, H., Fujita, K. 1985. Development of the intestinal flora in very
low birth weight infants compared to normal full-term newborns. Eur J Pediatr 144. p.

186—90.

Sako, T., Matsumoto, K., Tanaka, R. 1999. Recent progress on research and applications

of non-digestible galacto-oligosaccharides. Int Dairy J 9. p. 69— 80.

Salminen, S., Bouley, C., Boutron-Ruault, M. C., Cummings, J. H., Franck, A., Gibson,
G. R., Isolauri, E., Moreau, M. C., Roberfroid, M., Rowland, I. 1998. Functional food
science and gastrointestinal physiology and function. Br J Nutr 80 (Suppl 1). p. 147-71.

Sharon, N. 1996. Carbohydrate-lectin interactions in infectious disease. Adv Exp Med
Biol. 408. p. 1-8.

Schmelzle, H., Wirth, S., Skopnik, H., Radke, M., Knol, J., Bockler, H. M., Bronstrup,
A., Wells, J., Fusch, C. 2003. Randomized Double-Blind Study of the Nutritional
Efficacy and Bifidogenicity of a New Infant Formula Containing Partially Hydrolyzed
Protein, a High beta-Palmitic Acid Level, and Nondigestible Oligosaccharides. J Pediatr
Gastroenterol 36. p. 343— 51.

Siigur, U., Ormisson, A., Tamm, A. 1993. Faecal short-chain fatty acids in breast-fed
and bottle-fed infants. Acta Paediatr 82. p. 536 8.

Simon, G. L., Gorbach, S. L. 1984. Intestinal flora in health and disease.
Gastroenterology 86. p. 174- 193.

73



Smehilova, M., Vlkova, E., Nevoral, J., Flajsmanova, K., Killer, J., Rada, V. 2008.
Comparison of intestinal microflora in healthy infants and infants with allergic colitis.

Folia Microbiol (Praha) 53 (3). p. 255- 8.

Sokii¢, Z. B., Knezevi¢, J., Vrvi¢, M. M. 2009. [Inulin--potential prebiotic] Med Pregl.
62 (3-4).p. 153- 6.

Stark, P. L., Lee, A. 1982. The microbial ecology of the large bowel of breast-fed and
formula-fed infants during the first year of life. ] Med Microbiol 15. p. 189—203.

Stephen, A. M., Wiggins, H. S., Cummings, J. H. 1987. Effect of changing transit time

on colonic microbial metabolism in man. Gut 28. p. 601- 609.

Sykora, J. 2011. Prebiotika a kojeneckd vyziva. Univerzita Karlova v Praze, Lékaiska
fakulta v Plzni, Détska klinika, Fakultni nemocnice Plzen. Prakt. lekaren. 7 (4). s. 187—
190.

Silhankova, L. 2002. Mikrobiologie pro potravinaie a biotechnology, Academia. s. 151,
169, 272.

Tanaka, R., Takayama, H., Morotomi, M., Kuroshima, T., Ueyama, S., Matsumoto, K.,
Kuroda, A., Mutai, M. 1983. Effects of administration of TOS and Bifidobacterium
breve 4006 on the human fecal flora. Bifdobacteria Microflora 2. p. 17— 24.

Tancrede, C. 1992. Role of human microflora in health and disease. Eur J Clin Microbiol

Infect Dis 11. p. 1012-5.

Thurl, S., Miller-Werner, B., Sawatzki, G. 1996. Quantification of individual
oligosaccharide compounds from human milk using high pH anion-exchange

chromatography. Anal Biochem 235. p. 202— 6.
Tijerina-Saenz, A., Innis, S. M., Kitts, D. D. 2009. Antioxidant capacity of human milk

and its association with vitamins A and E and fatty acid composition. Acta Paediatr. 98

(11). p. 1793- 8.

74



Topping, D. L. 1996. Short-chain fatty acids produced by intestinal bacteria. Asia Pacific
J Clin Nutr 5. p. 15— 19.

Tzortzis, G., Goulas, A. K., Gee, J. M., Gibson, G. R. (2005). A novel
galactooligosaccharide mixture increases the bifidobacterial population numbers in a

continuous in vitro fermentation system and in the proximal colonic contents of pigs in

vivo. J Nutr 135. p. 1726— 1731.

Van der Waaij, D., Berghuis-de Vries, J. M., Lekkerkerk Lekkerkerk, V. 1971.
Colonization resistance of the digestive tract in conventional and antibiotic-treated mice.

J Hyg (Lond) 69 (3). p. 405- 11.

Veereman, G. 2007. Inulin and Oligofructose: Health Benefits and Claims-A Critical
Review. Pediatric Applications of Inulin and Oligofructose. J. Nutr. 137. p. 2585- 2589.

Velisek, J. 1999. Chemie potravin 1. OSSIS. Tébor. s. 352. ISBN: 80- 902391-3- 7.

Velisek, J., HajSlova, J. 2009. Chemie potravin 1. OSSIS, 3. vydani. Tébor. s. 620.
ISBN: 978-80-86659-15-2.

Vijayaraghavan, K., Yamini, D., Ambika, V., Sowdamini, N. S. 2009. Trends in

inulinase production- a review. Crit Rev Biotechnol. 29 (1). p. 67- 77.

Vlkova, E., Nevoral, J., Jencikova, B., Kopecny, J., Godefrooij, J., Trojanova, 1., Rada,
V. 2005. Detection of infant faecal bifidobacteria by enzymatic methods. Journal of

Microbiological Methods 60. s. 365- 373.

Vulevic, J., Drakoularakou, A., Yaqoob, P., Tzortzis, G., Gibson, G. R. 2008.
Modulation of the fecal microflora profile and immune function by a novel trans-
galactooligosaccharide mixture (B- GOS) in healthy elderly volunteers. Am J Clin Nutr.
88 (5). p. 1438- 46.

Wada, J., Ando, T., Kiyohara, M., Ashida, H., Kitaoka, M., Yamaguchi, M., Kumagai,
H., Katayama, T., Yamamoto, K. 2008. Bifidobacterium bifidum lacto-N-biosidase, a

critical enzyme for the degradation of human milk oligosaccharides with a type 1

structure. Appl Environ Microbiol. 74 (13). p. 3996- 4004.

75



Weese, J. S. 2010. Clostridium difficile in food- innocent bystander or serious threat?

Clin Microbiol Infect. 16 (1). p. 3- 10.

Wells, C. L., Wilkins, T. D. 1996. Clostridia: Sporeforming Anaerobic Bacilli. In: Baron,
S. editor. SourceMedical Microbiology. 4th edition. Galveston (TX): University of Texas
Medical Branch at Galveston; Chapter 18.

Wharton, B. A., Balmer, S. E., Scott, P. H. 1994. Faecal flora in the newborn. Effect of
lactoferrin and related nutrients. Adv Exp Med Biol. 357. p. 91- 8.

Zahradnicky, J. a kolektiv. 1987. Mikrobiologie a epidemiologie. Avicenum,
zdravotnické nakladatelstvi. Praha. s. 432, 447.

Zaki, S. A., Mondkar, J., Shanbag, P., Verma, R. 2012. Hypernatremic dehydration due
to lactation failure in an exclusively breastfed neonate. Saudi J Kidney Dis Transpl. 23

(1). p. 125- 8.

Zetterstrom, R., Bennet, R., Nord, K. E. 1994. Early infant feeding and microecology of
the gut. Acta Paediatr Jpn 36. p. 562— 71.

76



9. Seznam pouzitych zkratek a symbolii:

AC = antioxidacni kapacita

FOS = fruktooligosacharidy

Fy = firma

GOS = galaktooligosacharidy

KM = kravské mléko

MM = matefské mléko

OF= oligofruktosa

OMM = oligosacharidy matefského mléka
OS = oligosacharidy

SCFA= mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids)
SOS = s6jové oligosacharidy

TOS = transgalaktosylované gaaktooligosacharidy
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10.Samostatné prilohy

Obrazek ¢. 7

Clostridium butyricum TO1

Rozpadajici se buniky klostridii pii inkubaci v MM (x1000), barveno metylenovou modii
(Foto: Rada, 2010)
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Obrazek ¢. 8
Clostridium butyricum T2
Klostridie rostouci v MM(x1000), barveno metylenovou modfi.

(Foto: Rada, 2010)
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Obrazek ¢. 9

Klostridie ve stolici kojencti
barvené FISH sondou specifickou pro Clostridium butyricum

(Foto: Rada 2004)
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Obrazek ¢. 10
Cisté kultura klostridif

barvené FISH sondou specifickou pro Clostridium butyricum

(Foto: Rada, 2004)
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