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Vyskyt a vyznam sporulujicich bakterii v mikrobioté
kojenect

Souhrn

Nemalou ¢ast sttevni mikrobioty ¢loveéka tvofi sporulujici bakterie, které se pro svou
schopnost tvofit stresu odolné endospory snadno §ifi v prostfedi a mezi populaci. V kojeneckém
véku dochazi ke kolonizaci stfevniho prostfedi sporulujicimi bakteriemi, pfedevSim
klostridiemi, které jsou znamé spise pro sviij negativni vliv na zdravi.

Cilem této prace bylo vytvofit komplexni piehled o vyskytu a vyznamu sporulujicich
bakterii ve sttevni mikrobioté kojence. Praktickd ¢ast prace byla zaméfena na vyuziti riznych
kultivaénich metod vedoucich k oziveni endospor bakterii pfitomnych ve stolici kojence.
Vzorky stolice kojence byly tepeln€ ¢i chemicky oSeteny (60 °C, 80 °C, etanol) a anaerobn¢
kultivovany na neselektivnich médiich uréenych pro anaeroby s krokem subkultivace nebo bez.
Identifikace izolatd byla provedena pomoci metody MALDI TOF MS.

Vzorky stolice byly od ditéte odebirany v mési¢nich intervalech po dobu jeho prvnich
dvanacti mésica zivota. Dité¢ bylo porozeno vagindln¢€ v fadném terminu, béhem prvniho roku
zivota bylo kojeno matefskym mlékem a ¢astecné¢ dokrmovano kojeneckou stravou a od 4.
meésice byla do jeho jidelnicku zahrnuta rovnéz pevna strava. Ve veku Sesti mésicli zacal
kojenec ptichazet do pravidelného kontaktu se psem a také 1ézt, ¢imz se dostaval do CastéjsSiho
kontaktu s cizimi pfedméty.

Ve vzorcich stolice odebranych béhem prvniho mésice Zivota kojence byly
identifikovany bakterie druhu Clostridium butyricum a C. perfringens. Béhem nasledujicich
mésicl dochazelo k nariistu diverzity sporulujicich bakterii, kdy do 3. mésice byly ve stolici
identifikovany klostridialni druhy bakterii C. paraputrificum, C. difficile, C. tertium a C.
jeddahense a od 6. mésice zivota kojenece byla ve vzorcich detekovéna bakterie C. ramosum.
Mezi ostatni sporulujici bakterie, které se podafilo identifikovat, se fadily Enterocloster
aldensis, Paeniclostridium sordellii, Bacillus cereus ¢i B. licheniformis. Diky riznym metodam
oSetfeni se podafilo izolovat variabilni druhy klostridii a jinych taxoni. Nicméné jako
nejvhodnéjsi postup hodnotime oSetieni etanolem a metodu piimé kultivace. VétSinu ziskanych
izolath 1ze oznacit jako patobionty stievni mikrobioty kojence, jejichZ pfitomnost predstavuje
mozné riziko v ptipad¢ dysbidzy, ale zaroven je jejich prezence dilezita pro formovani slizni¢ni
imunity a produkci butyratu.

Kli¢ova slova: kojenec, klostridie, kultivace, sporulace, butyréat



Occurrence and importance of spore forming bacteria in
the microbiota of infants

Summary

A large part of human intestinal microbiota is made up of sporulating bacteria, which are
easily spread in the environment and among the population due to their ability to form resistent
endospore forms. In infancy, the intestinal environment is colonized by sporulating bacteria,
especially clostridia, which are rather infamous in terms of their health effects.

The aim of this work was to create a comprehensive overview of the occurrence and
importance of sporulating bacteria in the infant gut microbiota. The practical part of the work
was focused on the use of various cultivation methods leading to the revitalization of
endospores of bacteria present in the stool of an infant. Infant stool samples were heated or
chemically treated (60 ° C, 80 ° C, ethanol) and anaerobically cultured on non-selective media
for anaerobics with or without a subculture step. Isolates were identified using the MALDI TOF
MS method.

Stool samples were taken from the child at monthly intervals for the first twelve months
of life. The baby was born vaginally in full time, breastfed and partially fed infant formula
during the first year of life, and from the 4th month a solid food was also included in his diet.
At the age of six months, the infant began to come into regular contact with a dog and also
began to crawl, thus coming into frequent contact with foreign objects.

C. butyricum and C. perfringens bacteria were identified in samples taken during the first
month of the infant's life. During the following months there was an increase in the diversity of
sporulating bacteria, when by the 3rd month the clostridial species of C. paraputrificum, C.
difficile, C. tertium and C. jeddahense were identified in the stool and from the 6th month of
the infant's life C. ramosum were detected in the samples. Other sporulating bacteria that were
identified included Enterocloster aldensis, Paeniclostridium sordellii, Bacillus cereus and B.
licheniformis. Thanks to various treatment methods, it was possible to isolate variable species
of clostridia and other taxa. However, we consider ethanol treatment and direct cultivation to
be the most appropriate procedure. Most of the isolates obtained can be classified as patobionts
of the infant gut microbiota. While their presence represents a possible risk in case of dysbiosis,
it is, on the other hand, important for the formation of mucosal immunity and butyrate

production.

Keywords: infant, clostridia, cultivation, sporulation, butyrate
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1 Uvod

Lidsky organismus je kolonizovan biliony mikrobidlnich bun¢k, které pfimo i neptfimo
ovliviiyji jeho fungovani, a to v negativnim i pozitivnim slova smyslu. Stfevni mikrobialni
komunita pFinasi pti uréitém slozeni, které je pro kazdého ¢loveka individualni, svému hostiteli
nemalo zdravotnich benefitli, pfedevsim skrze své produkty metabolismu ¢i svou schopnosti
konkurovat patogennim mikroorganismim. Nicméné pii dysbalanci tohoto idedlniho slozeni
mohou mikroorganismy naopak vykazovat negativni vliv na zdravi jedince, coz mize vyustit
az ve vznik fady akutnich ¢i chronickych onemocnéni.

Ptedpoklada se, ze k procesu kolonizace lidského organismu mikroorganismy by mohlo
dochazet jiz béhem prenatilniho vyvoje jedince, nicméné sttizliveéjsi studie usuzuji, Ze tento
proces osidlovani zac¢ina az béhem samotného porodu. Kromé zptisobu porodu mé na vyvoj
sttevni mikrobioty vliv také gestatni veék ditéte pii narozeni. Postnatdlni vyvoj stievni
mikrobioty je ovlivnén mnoha faktory, mezi které se fadi naptiklad zptsob vyzivy kojence, zda
je kojen matetskym mlékem ¢i krmen kojeneckou vyzivou. Slozeni stfevni mikrobioty mize
byt rovnéz ovlivnéno rodinou a blizkymi pfibuznymi ¢i geografickymi faktory.

S postupnym vyvojem pohybovych schopnosti ditéte a jeho zvySujicim se zdjmem
objevovat svét kolem sebe ptichdzi kojenec do pfimého kontaktu nejen s novymi piedméty a
prostiedim, ale zdroven 1 s rozmanitym mnoZstvim mikroorganismi, mezi které¢ se rovnéz radi
sporulujici bakterie. Tento druh bakterii ma schopnost vytvaret tzv. endospory, coz jsou
metabolicky utlumené a vysoce odolné formy umoziujici bakteriim pteckat neptiznivé zivotni
podminky. Schopnosti sporulace disponuje fada bakteridlnich druhti napti¢ mnoha ¢eledémi,
pfiCemz vyznamnou ¢ast z nich tvoii bakterie druhu Clostridium spp.. Nékteti zastupci
klostridii, predevsim piedstavitel¢ klostrididlnich klastrti XIVa a IV, vykazuji pozitivni vliv na
zdravi Cloveéka, at’ uz bezprostiedné, tedy drazdénim bunék imunitniho systému, anebo skrze
své produkty metabolismu, predev§im butyratem. Je vSak znama i fada patogennich druhi
klostridii, jez maji za nasledek riizna zavazna onemocnéni.



2 Hypotéza a cil prace
2.1 Hypotéza
Ocekavame, ze zdrojem bakterii tvoficich endospory, jako jsou klostridie, je hlavné

prostiedi, ve kterém dité Zije, a vyskyt klostridii se bude liSit s ohledem na vék, dietu, zvyky,
kontakty a frekvenci odbéru vzorkd.



2.2 Cil préace

Teoretickym cilem prace bylo vytvofit uceleny piehled o vyskytu avyznamu
sporulujicich bakterii v mikrobioté kojenct. Cilem experimentalni prace bylo podilet se na
projektu zaméfeném na sledovani vyskytu kultivovatelnych klostridii ve vzorcich stolice ditéte
odebranych béhem jeho prvnich 12 mésict Zivota. Vysledky byly analyzovany spolu se
zaznamy o stravé, kontaktu s domacimi zvitaty a pokroku ve vyvoji vedouciho ke kontaktu
S cizimi predméty a materidly v prostiedi.
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3 Literarni reSerse
3.1 Strevni mikrobiota

3.1.1 Charakteristika stfevni mikrobioty

Termin mikrobiota mizeme definovat jako uskupeni mikroorganismii zijicich v urc¢itém
biotopu (Ishiguro et al. 2018). Jedna se 0 komunity komenzalnich mikroorganismi osidlujicich
predevsim sliznice lidského téla, mezi které se fadi zastupci bakterii, hub, vira, protozoi a archei
(Ignacio et al. 2019), jenz koexistuji se svym hostitelem v mutualistickém vztahu (Parker et al.
2020). Seznam jejich gent je oznacovan vyrazem mikrobiom (Ursell et al. 2012). Odhaduje se,
7ze pouze samostatna doména bakterii prevySuje svym poctem pocet bunck Cloveéka jako
individua (Mathe et al. 2012). Celkovy pocet bakterialnich bunék v lidském téle byl odhadnut
na 3,8 x 10%3, zatimco pfedpokladany pocet bunék télu vlastnich je 3,0 x 10 (Sender et al.
2016).

Mikroorganismy kolonizuji témét vSechny povrchy lidského téla, které jsou vystaveny
vnéjSimu okoli. Okupuji nejen nasi kiazi, moCopohlavni a dychaci systém, ale pfedevSim
gastrointestinalni trakt (GIT) (Serikov et al. 2010). Osidleni GITu mikroorganismy zac¢ina
v duting tstni, kde se podty bakterii pohybuiji kolem 108-10%° KJT/g slin, pokraduje v zaludku,
v némyz je jejich mnozstvi redukovano na 10° KTJ/g zaludeénich §t4av, nasleduje duodenum a
jejunum s rozmezim 10%-10* KTJ/g obsahu a kon¢i v ileu nasledovaného tlustym stievem, kde
podet bakterii vzroste na hodnoty 10'°-10'? KTJ/g obsahu (Hakansson & Molin 2011). Vice
nez 70 % mikroorganismii obyvajicich lidské télo se nachazi v tlustém stievé (Serikov et al.
2010). Plocha povrchu sliznice tlustého stieva se v praméru odhaduje na 1,9 m?, coz z n&j &ini
prostiedi s nejvyssi zaznamenanou mikrobialni akumulaci (Loo et al. 2020).

Souziti clovéka s mikroorganismy vyustilo v tlustém stfevé ve vznik vztaht
komenzalnich (vztah ve kterém ani jeden z partnert neni znevyhodnén) a symbiotickych (vztah
prospésny pro oba partnery), které plynou predevsim z jejich metabolickych aktivit (Ventura et
al. 2009). Mikrobiota hraje zasadni roli ve fungovani imunitniho systému, rovnéz ma vyznamny
vliv na traveni a metabolismus zivin, ovliviiuje komunikacni spoj mezi mozkem a stievy jedince
a je zasadni pro normalni fyziologii a zdravi stfev (Aziz et al. 2013). Jednd se pfevazné o
nepatogenni mikroorganismy Zijici spole¢né s enterocyty v symbiotickém vztahu, ve kterém
pfevazné vypomahaji s metabolismem zivin a 1€kl, zabraiuji kolonizaci patogennimi
mikroorganismy a také podporuji spravné fungovani sttevni bariéry (Jandhyala et al. 2015). Na
druhou stranu maji mikroorganismy Vv ramci naSich stiev zajistén volny pfistup k Zivinam
spole¢né s kontrolovanou teplotou (Ignacio et al. 2019). Stievni homeostaza muze byt narusena
kvantitativnimi ¢i kvalitativnimi zménami ve slozeni mikrobioty, neboli dysbidzou, coz miize
Vést k rozvoji rozli¢nych nemoci, jimiz jsou naptiklad obezita, diabetes, alergie ¢i onemocnéni
autoimunitniho sytému, neurologické poruchy a zanétlivé ¢i infekéni choroby (Bibbo et al.
2016; Wang & Roy 2017).
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3.1.2 SlozZeni stfrevni mikrobioty

V lidské stievni mikrobioté pievazuje doména bakterie (Chen 2020) v ramci které, je
odhadnuto na vice nez 35000 bakterialnich druhi (Jandhyala et al. 2015). Pies 99 % ptitomnych
bakterii jsou anaerobové, coz je v souladu s nizkym obsahem kysliku ve stfevnim prostiedi.
Z&stupci sttevni mikrobioty se nachazi nejen v lumenu, ale rovnéZ na hlenové vrstvé a
epitelarnich bunkach stfev. Nejvice informaci ohledné slozeni sttevni mikrobioty pochézi ze
vzorki stolice, které reflektuji pfedev§im slozeni mikrobialniho spoleéenstvi lumenu distalni
casti tlustého stieva. K posouzeni druhové diverzity bakteridlnich spolecenstev v ramci stieva
jako stanovisté se pouziva alfa diverzita hodnotici druhovou bohatost kazdého vzorku a beta
diverzita udavajici rozdily ve slozeni mezi odliSnymi vzorky (Chen 2020).

Zdrava stievni mikrobiota je pfevazné tvofena kmenem Firmincutes, Bacteroides,
zatimco kmeny Actinobacteria, Proteobacteria a Verrucomicrobia jsou zastoupeny v men$im
poc¢tu (Flint et al. 2012). Slozeni stfevni mikrobioty se dynamicky méni. Kompozice
mikrobialni komunity u sledovaného jedince bude ve dvou rozdilnych casovych bodech
odli$na. Je ovlivilovana mnoha endogennimi a exogennimi faktory mezi které se fadi naptiklad
zpusob porodu, starnuti, geografie a také dietetika. Vzhledem k dulezitosti a sloZitosti stftevniho
ekosystému vzrostl zdjem o identifikaci kompozi¢nich vzorci a jejich zékladnich pravidel, ve
snaze hloubgji porozumét lidskému zdravi a chorobnym staviim, které by mohly byt feseny
personalizovanou 1é¢bou prostfednictvim nutri¢nich, mikrobialnich a farmaceutickych zasahua
(Costea et al. 2018).

V ramci stfevni mikrobioty dospélého Clovéka byly identifikovany tfi hlavni enterotypy
(Arumugam et al. 2011), které jsou rozliSovany dle relativni Cetnosti rodt Bacteroidetes
(enterotyp 1), Prevotella (enterotyp 2) a Ruminococcus (enterotyp 3), jenz byva spojovan
s enterotypem 1. Dané klastry vznikaji na zdkladé¢ dlouhodobého dodrzovani specifickych
dietetickych vzorcu. Enterotyp 1 je spojovan s piijmem zivociSnych bilkovin, fadou
aminokyselin a nasycenych tuki, coz odpovida vysokému zastoupeni masa v potraveé, které je
typické pro tzv. zapadni stravovani. Naopak tomu je u enterotypu 2, ktery je spojovan s piijmem
rostlinné stavy bohaté na karbohydraty a jednoduché cukry (Wu et al. 2011). Ukazuje se, ze
enterotypy maji tendenci obnovovat se a vracet se do pivodniho stavu v disledku vnéjSiho
zasahu, jimz je naptiklad zména diety (Fan et al. 2020).

3.1.3 Strevni mikrobiota kojence

Definice slozeni ,,normalni“ ¢i ,,zdravé™ stievni mikrobioty kojenct je obtizna kvuli jeji
znacné nestabilité, vysoké intraindividudlni variabilité a rovnéz z diivodu mnoha faktort, které
vyvoj stievni mikrobioty ovliviiuji. Jednd se naptiklad o zplsob porodu, gestani vék pii
narozeni, vyZiva kojence, vyzivovy stav matky béhem té€hotenstvi, vliv prostiedi a genetické
predispozice jedince. Nekone¢né kombinace téchto faktorti davaji vzniknout unikatnim
bakterialnim populacim ukryvajicich se v prostiedi stiev kazdého jedince (Milani et al. 2017).

V prvnich mésicich zivota je pro stfevni mikrobiotu kojence charakteristickd nizka
diverzita a zna¢na dominance kment Proteobacteria a Actinobacteria (Rodriguez et al. 2015).
Zejména u kojenych jedincti dominuji bakterie rodu Bifidobacterium (Turroni et al. 2012).
Bé&hem zaclenovani pevné stravy do jidelni¢ku kojence, dochazi k postupné dominanci bakterii
rodd Firmincutes a Bacteroidetec, které byvaji typické pro stfevni mikrobiotu dospélého
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Cloveéka (Koenig et al. 2011). Podrobny popis vyvoje stfevni mikrobioty a faktory, které jej
ovliviiuji, jsou popsany v nasledujicich podkapitolach. Na obrazku €. 1 je piechledné vyzobrazen
postupny vyvoj stievni mikrobioty ¢loveéka od narozeni az do véku 2-3 let.
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Obrazek ¢. 1 — Vyvoj stievni mikrobioty ¢lovéka od narozeni do véku 2-3 let (Arrieta et al.
2014) — pozn.: volné pielozeno z anglictiny.

3.2 Vyvoj stifevni mikrobioty kojence

3.2.1 Prenatalni vyvoj kojence

Tvrzeni, Zze déloha matky pfedstavuje za normalnich podminek sterilni prostredi, je dnes
Jiz zpochybiiovdno. Byla zaznamenana pfitomnost mikroorganismil v plodové vodé, pupecni
Sntife, placenté, mekoniu ¢i plodovych obalech u zdravé gravidni Zeny. Tyto objevy naznacuji,
ze k prvnimu kontaktu jedince s mikroorganismy by mohlo dochazet jiz v nitrodéloznim
prostiedi (Hu et al. 2013). Pfitomnost mikroorganismi v amniové dutin€ je rovnéz spojovana s
patologickymi stavy. Jednim z nich je napiiklad pfed¢asny odtok plodové vody pted terminem
porodu (PPROM, preterm premature rupture of membranes), v nasledku ¢ehoz nastava
pfedc¢asny porod s velmi vysokou pravdépodobnosti umrtnosti novorozence. U pacientek
s PPROM jsou nejcastéji identifikované bakterie rodu Sneathia a druht Ureaplasma parvum a
Ureaplasma urealyticum (Romero et al. 2015; Tchirikov et al. 2018).

Zasadni roli pfi prenatalni kolonizaci stfev by méla hrat plodova voda, ktera je plodem
konstantné polykana, ¢imz se dostava do jeho traviciho traktu (Yang et al. 2021). Hypotézu
potvrzuje zjisténi, Ze mikrobiota mekonia sdili vice spoleénych znakt s mikrobiotou plodoveé
vody neZ s vaginalni ¢i stfevni mikrobiotou matky (He et al. 2020). Je nicméné pfedmétem
sporu, zda je plodova voda u nekomplikovaného téhotenstvi piirozené sterilni, pficemz
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k mikrobidlni kolonizaci dochazi az po stazich d¢lohy a prasknuti plodovych obali béhem
porodu (Rehbinder et al. 2018), zda se naopak bakterie ptirozené nachazi v plodové vodé a
placenté i béhem téhotenstvi probihajiciho bez zdravotnich komplikaci, pticemz kolonizace
stiev plodu nastava jiz in utero (Collado et al. 2016).

V ramci placentarni mikrobioty byla identifikovana nizka pocetnost nepatogennich
komenzalnich bakterii spadajicich do kmeni Firmincutes, Tenericutes, Proteobacteria,
Bacteroidetes a Fusobacteria. Byla pozorovana podobnost mezi placentarnim a oralnim
mikrobiomem, avSak mechanismus, ktery by umozioval bakteridlni transport mezi dvéma
zminénymi ¢astmi, nebyl objasnén. Zaroven by pii kolonizaci placenty mohl hrat roli specificky
ptrenos stfevnich mikroorganismti matky, pfi kterém rovnéz dochazi k jejich transportu do
mlécné Zlazy (Aagaard et al. 2014; Collado et al. 2016).

3.2.2 Vliv materské mikrobioty

Béhem téhotenstvi dochdzi k zdsadnim zméndm ve sloZeni sttevni mikrobioty matky,
které probihaji pfedev§im v pribéhu tietiho trimestru, kdy dochdzi ke zvysSeni pocetnosti
zastupcit kmene Proteobacteria a Actinobacteria. Zarovenl dochazi ke snizeni pocetnosti
probiotickych bakterii, mezi které se fadi naptiklad Faecalibacterium prausnitzii produkujici
butyrat. VySe popsané zmény uGsti ve vznik metabolického syndromu, se kterym se poji
metabolické zmény, jeZ maji pozitivni vliv na prabéh téhotenstvi a zaroven ptispivaji ke
spravnému vyvoji plodu (Koren et al. 2012). Slozeni mateiské stfevni mikrobioty je rovnéz
ovliviiovano metabolickym stavem a hmotnostni matky, uzivanim antibiotik ¢i probiotik,
vyzivou a také fyzickym a psychickym stavem. Uvedené faktory mohou mit rovnéz vliv na
pienos mikroorganismti matky na dité (Yang et al. 2021).

3.2.3 Gestacni vék ditéte

Svétova zdravotnicka organizace (WHO, World Health Organization) definuje predcasny
porod jako porod uskutecnény pred ukonfenym 37. tydnem téhotenstvi (Walani 2020).
Pied¢asné narozené déti maji nevyzralé stievo s nevyvinutou peristaltikou, bariérovou funkci a
imunitou, ¢imz se stava nachylIng;jsi k potencionalnim infekcim a zanétiim. Novorozenci ¢asto
podstupuji 1é¢bu antibiotiky a zlstavaji del$i dobu hospitalizovani na nemocni¢ni jednotce.
Zaroven bylo u pfedCasné narozenych déti pozorovano rozdilné sloZzeni stfevni mikrobioty a
jeji nizsi diverzita do veku 4 let neZ u déti narozenych v fadném terminu (Fouhy et al. 2019).

PiedCasné narozeni kojenci prokazovali niz8$i =zastoupeni rodu Bacteriodes a
Bifidobacterium, které jsou typické pro déti narozené bez komplikaci v fadném terminu, u nichz
neni potieba hospitalizace. Stfevni mikrobiota u pfed€asné narozenych déti prochazi n€kolika
fazemi vyvoje, jez zacinaji dominanci rodu Staphylococcus a pokracuji dominancemi rodu
Enterococcus, Enterobacter a kone¢né Bifidobacterium. Faze, pti které dochazi k pfemnozeni
Enterococcus spp. a ktera vede k naruSeni vyvoje stievni mikrobioty, se vyskytuje pouze u
extrémné pred¢asné narozenych déti (gestaéni vék 28 tydni a méné). Zdravy vyvoj mikrobioty
miiZze byt podporovan podadvanim mateiského mléka u stiedné pfedcasné narozenych jedinci
(gestacni vek 32 az 34 tydntl) ¢i suplementaci prebiotik s bifidogennim ucinkem u extrémné
predcasné narozenych jedinct (Fouhy et al. 2019; Korpela et al. 2018; Walani 2020).
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Gestacni v€k pfi narozeni vykazuje vliv na modulaci stfevni mikrobioty az do Ctyr let
véku ditéte. U déti narozenych v fadném terminu je charakteristicka prevaha Bacteroidetes
v prvnim, Parabacteroides ve druhém a Christensenellacea ve ¢tvrtém roce. Pro déti pied¢asné
narozeneé je naopak typicka dominance rodt Lactobacillus, Streptococcus a Carnobacterium ve
stejném poradi rokt (Fouhy et al. 2019).

3.2.4 Zpusob porodu

Béhem porodu i bezprosttedné¢ po ném dochazi ke kolonizaci GITu novorozence
mikroorganismy pochézejicimi pfimo od matky ¢i z okoli, kterym je obklopovan. Po¢ate¢ni
proces kolonizace sttev je siln€ ovlivnén zplisobem porodu (Munyaka et al. 2014). V ptipadée
Cisafského fezu neni novorozenec piimo vystaven fekalni a poSevni mikrobioté matky, jak je
tomu v ptipadé vaginalniho porodu, ale ptichazi do kontaktu s mikroorganismy ktize matky,
nemocni¢niho prostiedi a persondlu (Milani et al 2017). V ptipadé zakroku Cisaiského fezu se
mezi prvotni kolonizatory stievniho prostiedi novorozence fadi bakterie rodu Staphylococcus,
Corynebacterium, a Propionibacterium, které jsou pfirozenou soucéasti kozni mikrobioty
¢loveéka. Rovnéz byla u téchto jedinch pozorovana nizsi bakterialni diverzita do dvou let véku
a zaroven meéng Casta kolonizace zastupci kmene Bacteroidetes. Oproti tomu u déti narozenych
vaginalng ptevladaji zpocatku bakterie, jez jsou typické pro poSevni mikrobiotu matky, pficemz
prevazné dominuji rody Lactobacillus ¢i Prevotella (Dominguez-Bello et al. 2010; Jakobsson
et al. 2014).

Zpusob porodu, jak vyplyva z piedesl¢ho odstavce, miize mit vliv na proces kolonizace
sttevni mikrobioty v raném obdobi zivota a nasledném vzniku dysbiézy. Dlouhotrvajici stav
dysbidzy miize vyustit v fadu metabolickych onemocnéni ¢i onemocnéni imunitniho systemu,
mezi které se fadi naptiklad potravinova alergie, astma, diabetes ¢i obezita (Zhang et al. 2021).

3.2.5 Vyziva

Mezi sloZzenim stfevni mikrobioty kojencti kojenych mateiskym mlékem a témi
krmenymi umélou kojeneckou vyzivou panuji zna¢né rozdily. Kojeni jedinci prokazuji v ramci
sttevni mikrobioty nizkou druhovou diverzitu a vysokou nestabilitu béhem prvniho roku zZivota.
Zaroven vykazuji vyrazné vyssi relativni pocetnost bifidobakterii a bakterii mlééného kvaSeni
véetné laktobacilit a Enterococcus spp. oproti jedincim ptijimajicim vyhradné kojeneckou
formuli, u kterych byla pozorovana vyssi pocetnost ¢eledé¢ Bacteroidaceae (Bergstorm et al.
2014; Lemaire et al. 2018).

3.2.5.1 Mateiské mléko

Matetské mléko je komplexni tekutina obsahujici fadu bioaktivnich slozek vcetné
imunoglobulind, mastnych kyselin, hormonti a cytokini, ktera kromé kompletni vyZivy kojence
zajiStuje rovnéZ vyvoj a rist jeho traviciho a imunitniho systému. Pifjem matefského mléka
kojencem jako vyhradni stravy je standardni do 6 mésicti véku, s moznosti pokracovat v kojeni
do doby stafi 1 roku az 2 let ¢i déle (Ballard & Morrow 2013).

Jedna se soucasné o ptirozené prebiotikum a probiotikum diky svému obsahu
oligosacharidii a prospéSnych bakterii. Modulace kojenecké stfevni mikrobioty matetskym

15



mlékem probiha nepiimo skrze podporou rustu specifickych bakterii probiotiky a zaroven také
ptimo vertikalnim pfenosem, jenz zajistuje piitomnost klicovych bakterii (Kim et al. 2019).
Slozeni matefského mléka se lisi dle stadia laktace a dle gestacniho veéku ditéte pfi narozeni
(Smilowitz et al. 2014).

Dulezitou a vyznamné zastoupenou bioaktivni slozkou matetského mléka jsou
oligosacharidy. Jednad se o komplex rozpustnych glykanti s vysokou strukturalni diverzitou,
ktera je uréena genetikou matky. Oligosacharidy, které jsou pro kojence nestravitelné, prechazi
do tlustého stfeva, kde slouzi jako zdroj uhliku pro bakterie stfevni mikrobioty, pfispivaji k
rozvoji imunitniho systému a zlepsuji funkci stfevni bariéry (Smilowitz et al. 2014).

Oligosacharidy matefského mléka (HMO, human milk oligosacharid) podporuji rist
predevsim nékterych specifickych zastupcti kmene Bacteroidetes a rodu Bifidobacterium,
predevsim vsak druhu Bifidobacterium longum subsp. infantis (Donovan & Comstock 2016).
Produktem metabolismu HMO Bifidobacterium infantilis jsou kratkeé mastné kyseliny (SCFA,
short chain fatty acids), kdy se jedna pfedevsim o acetat, ktery hraje dulezitou roli ve vyvoji
bakterie produkujici butyrat, jenz kolonocyty preferuji jako zdroj energie (Chichlowski et al.
2020) a spole¢né s ostatnimi produkty fermentace snizuje pH ve stfevech kojenct (Henrick et
al. 2018).

HMO zéaroven piisobi preventivné proti bakteridlnim infekcim diky své funkei tzv.
,havnadovych receptori®, kdy je struktura glykant mateiského mléka shodna se strukturou
receptort bun€k stievniho epitelu, v nasledku ¢ehoz se na né vazou patogeny namisto jejich
adheze na povrch sliznice. Zaroven mohou glykany ptlisobit vii¢i patogeniim konkurencné svym
navazanim na receptory bun¢k namisto nich (Morrow et al. 2005; Smilowitz et al. 2014).

Mikrobiota matetského mléka zahrnuje rozmanitou Skalu bakteridlnich druht, které svou
koncentraci odpovidaji pfiblizn¢ 1000 KTJ/ml. Jedna se o dalSi vyznamny zdroj bakteridlni
kontaminace, které je novorozenec po porodu vystaven a ktera ptimo pfispiva k vytvofeni jeho
stievni mikrobioty (Le Doare et al. 2018). Dominantni bakterie kultivované z lidského mléka
se fadi predev§im mezi rody Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium a
Propionibacterim. Bifidobakterie a bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou zastoupeny v men$i mife.
Puvod mikrobioty matetského mléka je stale pfedmétem zkoumani a debat. V potaz je brana
moznost enteromamarni cesty, kdy dochazi k migraci stfevnich bakterii matky za pomoci
mononuklearnich bun¢k do jeji mlééné zlazy béhem pozdniho téhotenstvi a laktace (Fernandez
& Rodriguez 2020).

Velka ¢ast stfevni mikrobioty kojence nachazi v prvnim roce Zzivota pivod pravé
v mikrobioté matefského mléka matky. Bylo zjisténo, ze kompozice stievni miktobioty kojence
se vice podoba mlé¢né a koZni mikrobioté matky oproti mikrobioté pattici neptibuzné Zen¢.
MnozZstvi sdilenych mikroorganismi se zvySuje s rostoucti frekvenci pfijmu matefského mléka
a s velikosti jeho davky. Bakterie, jeZ jsou nejéastéji shodné izolované z matetského miéka a
stolice kojence, se fadi mezi rody Bifidobacterium, Lactobacillus a Staphylococcus (Wang et
al. 2020). Mikroorganismy matetského mléka rovnéz ovliviiuji ostatni stievni bakterie, nebot’
se ucCastni procesu boje o ziviny a 0 vazebna mista na stievni sliznici. Zarovei mohou mit ptimy
inhibi¢ni vliv ¢i mohou pfispivat do trofickych fetézcti. Témito vztahy mlécna mikrobiota
nepiimo prispiva k utvafeni kojenecké stfevni mikrobioty (Boudry et al. 2021).
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3.2.5.2 Kojenecka vyziva

V piipadé, ze vyziva kojence matefskym mlékem neni ze zdravotnich ¢i jinych divoda
moznd, stava se kojenecka formula zékladni slozkou stravy novorozence. Mlzeme se setkat
s kojeneckou vyzivou odvozenou od kravského ¢i koziho mléka, ptipadné se sdjovou variantou
a dalS$imi specialnimi formulami (napf. hypoalergenni), které obsahuji vSechny dilezité
zivinové slozky potiebné ke spravnému vyvoji kojence (Lyons et al. 2020).

Z divodu ptiznivych zdravotnich u¢inkd, které jsou prisuzovany HMO (viz podkapitola
Prebioticky ~ vliv  matefského mléka), jsou kojenecké formule obohacovany
galaktooligosacharidy (GOSs, galactooligosaccharides), fruktooligosacharidy (FOSs,
fructooligosaccharides), polydextrozou, laktulézou a rovné€z inzulinem, jemuz je piikladan
bifidogenni Gc¢inek. Tyto slozky mohou svym plisobenim na stievni mikrobiotu zastupovat
prebiotika obsazena v mateifském mléce (Wicinski et al. 2020). Neexistuje vSak garance
zdravotniho benefitu z uzivani kojenecké formuly obohacené o jakékoliv oligosacharidy
udélena Evropskym tfadem pro bezpe¢nost potravin (EFSA, The European Food Safety
Authority) (Salminem et al. 2020).

Nejcastéji  pouzivanymi probiotiky v kojenecké vyzivé jsou bakterie rodu
Bibidobacterium a Lactobacillus, které jsou obsazeny bud’ samostatné nebo v kombinované
formé a jez byly izolované z GITu cloveka, matetského mléka nebo mléénych vyrobki.
Normalizace narusené stievni mikrobioty nebo produkce SCFAs patii mezi Siroce rozsifené
ucinky probiotik, nicméné konkrétni zmény v mikrobiadlnim slozeni jsou zavislé na pouzitém
bakteridlnim druhu a rovnéz na obdobi Zivota, ve kterém jsou kojenci podavana. Uginnost
specifickych probiotik byla prokazana v piipadé lécby akutni gastroenteritidy, v prevenci
nekrotizujici enterokolitidy, pii 16¢bé prajmu souvisejicich s 1écbou antibiotiky a rovnéz
u nozokomialnich prijma u kojencu a déti (Bertelsen et al. 2016; Lemaire et al. 2018).

Nahradni kojenecka strava obsahujici samostatn¢ prebiotika ¢i probiotika sama o sobé
pIn€ nenahrazuje komplexni vyzivu matefskym mlékem, a proto se nabizi moznost kombinace
téchto dvou slozek v tzv. symbiotikum, kdy dochazi k jejich synergickému ptisobeni na stéevni
mikrobiotu. Nicméné Evropska spole¢nost pro détskou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu
(ESPGHAN, The European Society for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition)
Vv soucasnosti nedoporucuje pouzivani kojenecké vyzivy obsahujici symbiotika z divodu
prozatimniho nedostatku informaci ohledné jejich fyziologickych a metabolickych ucinkl na
uzivatele (Lemaire et al. 2018).

3.2.5.3 Prechod na pevnou stravu

Jidelnicek kojence by mél byt dle doporu¢eni WHO obohacovéan o pevnou stravu od 6.
mésice Zivota, nicméné mnoho matek ji zahrnuje do stravy ditéte i pted dovrSenim tohoto véku
(Rogers & Blissett 2019). Sezndmeni kojence s potravinami bézného jidelnicku ¢lovéka je
spojené s vyznamnou populaéni zménou v ramci stievni mikrobioty, kdy se jedinec dostava do
kontaktu s fadou dosud nepoznanych nestravitelnych polysacharidi, které po vstupu do tlustého
stteva funguji jako nové Zivinové substraty, jez mohou podporovat pieziti a naslednou
dominanci nékterych bakterialnich druht, které neprospivaly z diive pfijimanych karbohydratt
matetského mléka ¢i kojenecké vyzivy (Fallani et al. 2011). Dochazi k nartstu populace kmene
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Bacteroidetes, jehoz zastupci dokdzou rozkladat rostlinné polysacharidy a svou metabolickou
aktivitou pfimo ¢i nepfimo zvySovat produkci SCFAs ve stfevech. Zaroven dochdzi
k obohaceni genti spojenych s utilizaci karbohydratl, biosyntézou vitamini a degradaci
xenobiotik (Koenig et al. 2011). Vybrani zastupci kmenu Firmicutes a Actinobacteria vlastni
nékteré geny umoziujici sndze se vyrovnat S piechodem na stravu obsahujici nestravitelné
rostlinné polysacharidy (Matamoros et al. 2013). Zaroven dochazi v ramci stievni mikrobioty
novorozence k obohaceni bakterialnich druhii produkujicich butyrat, jimiz jsou napiiklad
Clostridium leptum, Eubacterium halli a Roseburia spp., které jsou z velké ¢asti zodpovédné
za utilizaci vlakniny a rezistentniho Skrobu (Voreades et al. 2014).

3.2.6 Vlivy vnéjsiho prostiedi

Mezi popsané vnéjsi faktory ovliviujici mikrobialni kolonizaci stfev kojence se fadi
rodina a blizci pfibuzni, zejména vSak pfitomnost ¢i absence sourozenct. Byl zaznamenan vyssi
pomér bifidobakterii u déti majicich sourozence oproti détem jedinacktm (Penders et al. 2006).
Zaroven byla pozorovana pozitivni korelace mezi poétem starSich sourozenct a bakterialni
diverzitou stfevni mikrobioty kojence (Laursen et al. 2015).

Geograficka poloha mize rovnéz vykazovat vliv na utvareni rané stfevni mikrobioty
¢loveéka, ptedevsim z divodi rozdilnych stravovacich zvyklosti, odliSného zptsobu Zivota a
variabilnich kulturnich a naboZenskych zvyklosti charakteristickych pro dané oblasti (Milani et
al. 2017). Roli hraje rovnéz rozvinutost dané zemé ¢i regionu, kdy pro populaci chudych oblasti
je typiCtéjsi strava slozena z lokalné vyprodukovanych potravin a plodin s vyS$§im obsahem
vlakniny, pficemz tato strava byva podavana kojenciim soucasn¢ s matefskym mlékem jiz
v brzkém veéku. Chudé staty se zaroven potykaji s problémem malnutrice u vétsiny obyvatel.
Pro rozvinuté staty, ve kterych lidé netrpi nedostateCnym piijmem potravy, je naopak
charakteristicky Casty vyskyt zanétlivych onemocnéni u kojencti. U kojencti pochazejicich
Z téchto dvou rozdilnych svétl byl vypozorovan rozdil ve slozeni stievni mikrobioty, kdy u déti
z jihovychodni Afriky byl zaznamenan vyssi pomér rodu Bifidobacterium, zatimco u déti
puvodem ze severni Evropy byl tento pomér niz§i. Zaroven byla u téchto kojenct detekovana
piitomnost bakterii druhu Bifidobacterium adolescentis, Clostridium
perfringens a Staphylococcus aureus, jejichz piitomnost muze reflektovat zvySené riziko
autoimunitnich onemocnéni (Grzeskowiak et al. 2012).

3.3 Stievni sporobiota

Bakterie mohou byt vystaveny fad¢ stresori Z vnéjsiho prostiedi, jimiz jsou napiiklad
extrémni teploty, voda, nedostatek zivin, nizké pH, kyslik, antibiotika a UV zafeni. U vybrané
Casti bakterii dochdzi vlivem plsobeni nepfiznivych podminek k tvorbé metabolicky
utlumenych a vysoce odolnych forem zvanych endospory, které jim umoznuji tyto nehostinné
podminky pfezit. Germinace je ndvrat do vegetativniho stadia bakteridlni buiky, ktera je
indukovana ptitomnosti germinantii v prostiedi, jimiZ jsou naptiklad Ziviny (Egan et al. 2021).
Sporulujici bakterie se diky své odolnosti snadno §ifi v prostiedi, kdy dochdzi k pfenosu mezi
rozdilnymi ekologickymi nikami a ¢asté vyméné mezi organismy, v¢etné ¢lovéka (Tetz & Tetz
2017).
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Bylo zjisténo, ze schopnosti tvofit endospory je vybaveno 50-60 % stfevnich
bakterialnich rodt (Appert et al. 2020), coz reprezentuje zhruba 30 % celkové stievni
mikrobioty. Schopnost sporulace vramci lidské stfevni mikrobioty byla zjisténa napfiic
celedémi Clostridiaceae, Lachnospiraceae a Bacilaceae (Egan et al. 2021).

3.3.1 Celed’ Lachnospiraceae

Celed’ Lachnospiraceae je fylogeneticky a morfologicky heterogenni taxon fadici se do
kmene Firmincutes, konkrétné do klostrididlni skupiny Cluster XIVa. Clenové této &eledé jsou
bez vyjimky anaerobni, fermentativni a chemoorganotrofni mikroorganismy, které v nékterych
piipadech rovnéz vykazuji silnou hydrolytickou aktivitu. Celed’ Lachnospiraceae, mezi jejiz
hlavni rody detekované v lidském stfevé patii Blautia, Coprococcus, Dorea, Lachnospira,
Oribacterium, Roseburia a L-Ruminococcus (rod Ruminococcus piidéleny k této celedi), je
pritomna jizZ u novorozenct a v jejich sttevni smolce a jejiz zvySujici se pocetnost je spojena se
starnutim jedince (Vacca et al. 2020). Schopnost vytvaiet endospory je napii¢ Celedi dana
specifickym stanovistém vyskytu bakterie, kdy pouze zastupci spojeni s GIT ¢loveéka vlastni
kompletni sadu genti pro sporulaci (Meehan & Beiko 2014).

Hlavni zdravotni pfinos Celedi Lachnospiraceae pro ¢loveéka spociva piedevSim ve
schopnosti nékterych jejich zéastupcti fermentovat ve stfevé nestravené karbohydraty za
produkce SCFA, ptfedevSim butyratu, ktery je dulezitym energetickym substratem a
regulatorem zanétlivych reakci. Mezi bakterialni druhy majici tuto schopnost se fadi Roseburia
spp., Eubacterium rectale, Eubacterium jalli a Anaerostipes spp (O Sheridan et al. 2016).
Nicméné zvySena pocetnost bakterii Celedi Lachnospiraceae byva rovnéz spojovana
s nékterymi patologickymi stavy, naptiklad s obezitou ¢i diabetem 2. typu (Zeng et al. 2016).

3.3.2 Celed Bacilaceae

Zastupci ¢eledi Bacilaceae jsou aerobni endosporulujici bakterie, jez se nej¢astéji nalézaji
Vv pude a jejichz spory maji vysokou schopnost §ifit se do okolniho prostiedi pomoci vétru, vody
a prachovych ¢astic. Pritomnost Bacilaceae v GIT ¢lovéka a zvitat byla vysvétlovana pravé
jejich zna¢nym rozsitenim v okoli, ze kterého mohou byt jako soucast stravy ¢i vody snadno
spolknuty. Nicméné bylo zjisténo, ze se tyto bakterie mohou adaptovat na Zivot ve stievnim
prostiedi a zaroven jsou schopné navazovat symbioticky vztah se svym hostitelem (Fakhry et
al. 2008).

Druhy Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans a Bacillis
licheniformis jsou zkoumany a vyuzivany jako tzv. probiotické spory, které jsou vysoce odolné
vuci nizkému pH zalude€nich §t'av a jsou proto vhodné jako doplnék stravy ¢loveka i zvifat.
Studie ukazaly, Ze proces germinace vyvolava reakci imunitniho systému, coz muze byt
podstata probiotického u¢inku. Zajimavé bylo rovnéz zjisténi, Zze B. substilis podporuje vyvoj
lymfoidni tkdn€ asociované se sttevem. Spekuluje se v§ak o bezpec¢nosti tohoto typu probiotik
z divodu moZné patogenity n€kterych pouzitych druhti bakterii (Cutting 2011). Mezi patogenni
druhy se tadi naptiklad Bacillus cereus, ktery zpiisobuje alimentarni onemocnéni u lidi a je
spojovan se syndromem drazdivého tracniku a n€kterymi negastrointestinalnimi infekcemi
(Kotiranta et al. 2000).
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3.3.3 Celed Clostridiaceae

Celed” Clostridiaceae se dle klasifikaéniho systému fadi pod kmen Firmincutes, t¥idu
Clostridia a tad Clostridiales, pticemz sama zahrnuje né€kolik rodd vcetné rodu Clostridium,
ktery se svym poctem bakterialnich druhti fadi mezi jeden z nejvétSich. Klostridie jsou
ty¢inkovité, Gram pozitivni, anaerobni, sporulujici bakterie, neschopné disimilaéni redukce
siranu. Na zaklad¢ uvedenych kritérii doslo k zatazeni ptislusnych bakterii do rodu Clostridium,
avSak diky analyze sekvence genu 16S rRNA byla zavedena sofistikovanéjsi klasifikace
taxonu, kterd uspotadava rod do 19 klastrii, z nichz jsou nékteré nadale rozdéleny do dalSich
podskupin. Nové se mezi klostridialni skupiny fadi i druhy nesporulujici, naptiklad Roseburia
cecicola ¢i Coprococcus eutatus. Druhy klostridialniho klastru XIVa a IV patii mezi
nejpocetngjsi bakterie v lidském stieve, kdy zahrnuji 10-40 % vSech pritomnych bakterii (Durre
2007; Guo et al. 2020). Piehled klastrit XIVa a IV je znazornén na obrazku ¢. 2. Druhy
Clostridium budou v ramci prace nadale rozebirany na zakladé této nové klasifikace.

C. leptum
( C. aerotolerans Clostridium | C. sporosphaeroides

C am/nophllum cluster IV C. cellulosi
C. aminovalericum F. prausnitzii
C. celerecrescens
C. clostridiiforme ¢ C. absonum DSM599
C cocgmdes C. difficile strain 630

7~ Spore-forming < C. nexile » C. hiranonis DSM 13275
C. oroticum Clostridium spp. | p/jemonae DSM 15053
C. polysaccharolyticum 2;%‘::;‘:,:; < C perfringens strain SM101
C. populeti 3lucové kyseliny | C. perfringens strain type A
C. symbiosum C. scindens VP| 12708

Clostridium C. sphenoides C. sordelli VP19048
cluster XIVa K C. xylanolyticum \. C sordellil ATCC 9714

Clostridium sp DSM 6877
Acetitomaculum ruminis ( g 20m£/.2u:, E
Coprococcus eutatus C c:g; ‘: elrj’ Wpe
Eubacterium cellulosolvens Patogenni C h =

\. Asporulate Peptostreptococcus productus — Clostridium § ™ v ;;uvoe/
Roseburia cecicola ik Gionan

C. paraputrificum
C. perfringens type A/B/C/D/E
\ C tertium

Ruminococcus torques
Streptococcus hansenii

Obrazek ¢. 2 — Piehled bakterialnich druht fadicich se do klostrididlniho klastru XIVa a IV.
Druhy Clostridium produkujici sekundarni Zlu¢ové kyseliny a patogenni druhy Clostridium
(Guo et al. 2020) — pozn.: volné pielozeno z angli¢tiny.

3.3.4 Clostridium spp.

Jak jiz bylo feéeno diive, bakterie druhu Clostridium, pfedevsim z klastra XIVaa IV, se
fadi mezi nejpocetnéjsi mikroorganismy stfevni mikrobioty ¢loveéka. Klostridie produkuji
enzymy, diky kterym jsou schopné rozkladat nestravené polysacharidy a oligosacharidy za
produkce SCFAs, jejichz ptitomnost je ve stievech dileZita k udrzeni homeostazy. Cast druhti
Clostridium je schopna produkovat toxiny a byt patogenni, nicméné vétsina klostridii Zije se
svym hostitelem v komenzalnim vztahu. Bakterie Clostridium spp. nejsou ve stievech nahodné
rozptyleny, nybrz jsou prevazné koncentrovany v oblastech mezi zahyby sliznice vzestupného
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tlustého stfeva, zatimco lumen stfev je pocetné bohaty na celed¢ Bacteroidaceae,
Enterococcaceae a Lactobacillaceae (Nagano et al. 2012).

3.3.5 Kolonizace Clostridium spp.

Klostridie se fadi mezi prvotni bakteridlni kolonizatory stfeva novorozence, jejich
pritomnost ve stolici miizeme detekovat jiz béhem prvniho tydne Zivota, kdy se jedna predev§im
0 Clostridium butyricum, Clostridium paraputrificum a Clostridium difficile (Guo et al 2020).
VEtsi mnozstvi a Cast€jsi vyskyt jmenovanych druhti, spole¢né s Clostridium tetrium, byl
pozorovan prvni mésic po narozeni u déti krmenych kojeneckou vyZzivou oproti détem kojenym
matefskym mlékem (Tonooka et al. 2005). Kojeni jedinci prokazuji celkové nizsi stupen
kolonizace klostridiemi v porovnani s t¢émi krmenymi kojeneckou formulou (Albenberg & Wu
2014). Znatelny vliv ma rovnéz zptisob porodu, kdy u déti narozenych pomoci Cisaiského fezu
byl zaznamenam b&hem prvnich Sesti mésict zvyseny vyskyt Clostridium g4 a C. difficile (Lee
et al. 2016). Béhem prvniho tydne zivota dochdzi k postupnému vycerpani kysliku ve stfevech
novorozence, coz umoziuje osidleni anaerobnimi bakteriemi, mezi které rovnéZz patii
Clostridium spp. (Alipour et al. 2018).

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

3.3.6  Pozitivni vliv Clostridium spp. na zdravi

Komenzalni druhy klostridii interaguji s dal§imi mikroorganismy stievniho prostiedi a
poskytuji specifické a esencialni funkce, kterymi pfispivaji k udrzeni stievni homeostazy.
Stalost prostfedi ovlivituji pfimo plisobenim na bunky imunitniho systému a nepiimo skrze
produkty metabolismu (Guo et al. 2020).

3.3.6.1 Pfimy vliv na bunky imunitniho systému

Stfevni epitelialni bunky pfedstavuji prvni linii styku mezi hostem a sttevni mikrobiotou.
Tato jednovrstvd bunétnd sténa pokrytd hlenovou vrstvou vykondva dilezitou preventivni
bariérovou funkci zabrafujici adhezi a invazi stfevnich bakterii a zaroven podporuje
koexistenci mezi stfevni mikrobiotou a hostem. Fyziologicky stav stfevnich epitelialnich
bungk, spolecné s celistvosti a vyvojem celé stievni bariéry, se odviji od tohoto vztahu. Spravné
regulovand odpovéd’ na ptitomnost stfevnich mikroorganismil a jejich metabolitl je dilezitym
aspektem ve zdravi Cloveéka (Korecka et al. 2013). Intraepitelidlni lymfocyty a buiky
produkujici imunoglobulin A hraji v tlustém stfevé dualezitou roli pfi utvareni odpovidajici
imunologické odpovédi vyvolané pozienymi antigeny ¢i patogeny. Klostridie podporuji rozvoj
téchto bunek skrze produkci SCFAs a sekundarnich Zlucovych kyselin, jejichz hladinu nasledné
zaznamenavaji epitelové bunky, které v ndvaznosti na danou koncentraci zahajuji
imunologickou signalizaci (Lopetuso et al. 2013).

Regula¢ni T buniky patii mezi nejvyznamngjsi regulacni buniky v lidském téle, které
sehravaji roli vudrzovani stfevni homeostazy, kontrole zanétlivych reakci a zachovani
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tolerance vici stievni mikrobioté. V ramci lidského téla jich je nejvice zastoupeno ve stievni
bariéte, konkrétné ve vrstvé lamina propria. Toto usporddani naznacuje, ze stievni mikrobiota
ma vliv na jejich akumulaci a funkci. Vyzkumy naznacuji, ze pravé bakteridlni druhy
Klostridialnich klastra XIVa a IV vykazuji vyznamny vliv na hromadéni T bunék. U pacientti
s diagnostikovanou Crohnovou nemoci byl zaznamendm vyrazné niz§i pocet bakterii
klostridialnich klastri XIVa a IV, kde se jednalo ptedevsim o F. prausnitzii. Naopak tomu bylo
u experimentalnich modeld se zvySenym mnozstvim bakteridlnich druhii jmenovanych klastrt,
u kterych doslo k resistenci vii¢i alergiim a stfevnim zanétim (Atarashi et al. 2011; Lopetuso
et al. 2013).

3.3.6.2 Vliv produktti metabolismu

Klostrididlni druhy jsou chemoorganotrofni bakterie, které v lidském stfevé fermentuji
pfedevsim nestravené polysacharidy za produkce SCFAs a dalSich latek, ze kterych ma vétSina
pozitivni vliv na zdravi stiev (Guo et al. 2020). Vyprodukované metabolity slouzi jako dilezity
zdroj energie pro epitelidlni buiiky, rovnéZ maji rozmanité regulacni schopnosti a vykazuji vliv
na fyziologii hosta a jeho imunitu. Jedna se pfedevSim o acetat, propionat a butyrat, ktery
zastava nejvyznamnéjsi funkci (Appert et al. 2020).

Butyrat je hlavnim produktem fermentace u mnoha klostridii (Durre 2014). Vétsina
butyratu vznika z karbohydratti skrze glukozu, po které nasleduje preména acetylu-CoA na
butyryl-CoA. Tvorba butyratu z butyryl-CoA je mozna dvéma cestami, které se odliSuji
zuCastnénymi enzymy a vstupnimi latkami. Prvni cesta pottebuje pro tvorbu butyratu exogenni
acetat a probiha za ucasti enzymu butyryl CoA:acetat CoA-transferazy. Tato cesta je vyuzivana
85 % butyrat produkujicimi bakteriemi stfevni mikrobioty dospélého €lovéka, mezi které se
fadi napiiklad F. praustnizii nebo Roseburia spp.. Druha cesta produkce butyratu zahrnuje
enzymy fosfotransbutyrylazu a butyrat kinazu a je vyuZzivana endosporulujicimi bakteriemi
Clostridium sensu stricto, jimiz se mysli naptiklad C. butyricum a C. paraputrificum, a také
bakteriemi z ¢eled¢ Peptostreptococcaceae, zahrnujici napiiklad C. difficile (Appert et al.
2020). Pro prosperitu butyrat produkujicich bakterii jsou rovnéz diilezité ostatni produkty
fermentace, zejména jiz zminény acetat, jenz je produkovan vétsinou sttevnich bakterii, ale také
laktat, ktery je metabolitem probiotickych bifidobakterii a bakterii mlé¢ného kvaseni. Oba tyto
metabolity mohou byt vyuzity jako substrat pro tvorbu butyratu a podporovat rlst butyrat
produkujici populace (Fu et al 2019).

Bakterie schopné produkovat butyrdt jsou rozeseté napii¢ nckolika klostrididlnimi
zahrnujici Roseburia spp.. Butyrat je hlavnim zdrojem energie pro kolonocyty, ktery pfimo
ovliviiyje jejich riist a diferenciaci. Zaroven ptispiva k udrZeni sttevni homeostazy, kdy presny
mechanismus akce neni zcela objasnén, nicméné ma se za to, Ze butyrat ovliviiuje funkci bunék
skrze regulaci exprese gent. Ukdzalo se, Ze zastava diilezitou roli pii modulaci imunitni a
zangtlivé reakce. Mezi nejlépe prostudované protizanétlivé mechanismy se fadi proces, kdy
butyrét inhibuje nuklearni faktor kappa B (NF-xB), ktery kontroluje expresi gent kodujicich
informaci pro prozanétlivé cytokiny, enzymy indukujici zanét, adhezni molekuly, ristové
faktory, proteiny teplotniho Soku a imunitni receptory. Ochranou funkci stfevni bariéry
podporuje butyrat stimulaci produkce hlenu, jehoz vrstva chrani stfevni epitel proti sttevnim
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patogenim. Navic moduluje expresi proteind té€snych spoji, ¢imz se minimalizuje mezibunééna
propustnost. Podpora funkce sttevni bariéry butyratem je znazornéna na obrazku ¢. 3. Butyréat
ma funkci jako antioxidant, redukuje oxidativni stres vyvolany zanétem tlustého stieva, ktery
miliZze souviset s naruSenim stfevni bariéry nebo muize byt pfiznakem rakoviny. Nékolik studii
poukazalo na spojitost mezi prevenci kolorektalniho karcinomu a butyratem, jenz je schopen
indukovat bunéénou apoptdzu a zastavit bunécny cyklus. Dle poslednich vyzkumu by se mohl
butyrat navic podilet na snizovani nadvahy ¢lovéka a zvySeni senzitivity k inzulinu (Fu et al.
2019; Leonel & Alavarez-Leite 2012).

Nerozpustna, fermentovatelna dietni
vlaknina, cilici na butyrogenni bakterie
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Obrazek ¢. 3 — Podpora funkce stievni bariéry skrze butyrat produkujici bakterie (Cantu-Junges
et al. 2019), Pouzité zkratky: EEC — enteroendokrinni burika (enteroendocrice cell), GLP-1 —
glukagonu podobny peptid-1 (glucagon-like peptide-1), GPCR — receptor spiazeny s G
proteinem (G protein-coupled with receptor), HDAC - histon deacetylaza (histone
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3.3.7 Patogenni Klostridie

Bakterie druhu Clostridium spp. maji bezesporu mnoho pozitivnich u¢ink na zdravi
¢loveka, avsak nékteré druhy vykazuji zna¢nou patogenitu. Jedna se predevsim o C. difficile,
C. perfringens a Clostridium botulinum (Guo et al. 2020).

C. difficile je celosvétové jednim z nejéastéjSich ptivodcli nozokomialniho prijmového
onemocnéni. Nachylnost k infekcim zptsobenych C. difficile se zvySuje hospitalizaci,
dlouhodobym pobytem ve zdravotnim zafizeni, ale pifedev§im uzivanim Sirokospektralnich
antibiotik, ktera narusuji slozeni a fungovani sttevni mikrobioty, coz ma za nasledek sniZzeni
schopnosti pacienta branit se kolonizaci raznymi patogeny (Kochan et al. 2018). Vegetativni
forma C. difficile produkuje dva toxiny, toxin A a toxin B. Toxin A pisobi pfedevsim na stievni
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epitel a zplsobuje sekreci tekutin, zanét a nekrozu tkéné, zatimco toxin B ucinkuje jako
potencionalni cytotoxin (Heinlen & Ballard 2010).

C. perfringens je bakterie vyskytujici se pfedev§im v pud¢ v travicim traktu lidi a zvifat.
C. perfringens produkuje ¢tyfi druhy toxind (o, B, €, 1) a n€které enterotoxiny, na zakladé
jejichz tvorby se C. perfringen déli do péti skupin (A az E), z nichz nejéastéji se vyskytujicim
patogenem u Clovéka je typ A (Ohtani & Shimizu 2016). U lidi i zvifat zpusobuje fadu
zavaznych systémovych a sttevnich chorob, mezi které se fadi plynova gangréna (klostrididIni
myonekrdza), otrava jidlem, prujem a enterokolitida (Kiu & Hall 2018).

C. botulinum vytvafti vysoce silny neurotoxicky jed botulotoxin zptisobujici onemocnéni
potravinovy, kojenecky a ranny botulismus. Potravinovy botulismus je zptisoben pozienim jiz
vzniklého toxinu v potraving, ¢imz se 1i$i od kojeneckého a ranného botulismu, v jejichz
ptipadé vznika toxin in situ. Symptomy botulismu jsou piedev§im neurologické a mizou vést
az k paralyze dychaciho a srdecniho svalu (Peck et al. 2011).

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

3.3.8 Zpusoby identifikace sporulujicich bakterii

Sporulujici bakterie tvofi podstatnou ¢ast stitevni mikrobioty clovéka, avSak studium této
Casti populace je limitovano obtiznou kultivaci, mnoha nezndmymi faktory germinace a
slozitou extrakci DNA z endospor. Proto je pravdépodobné, Ze velka ¢ast sporulujicich bakterii
sttevni mikrobioty nebyla dosud identifikovana (Avershina et al. 2020). Nové pfistupy
kultivace ,,nekultivovatelnych® bakterii sttevni mikrobioty ¢lovéka byly v minulych letech a
doposud stale jsou predmétem zkoumani.

V roce 2016 Brown et al. popsali novy pracovni postup, kdy charakterizovali sporulujici
bakterie ze vzorku stolice odebranych od zdravych dospélych lidi. Vzorky byly podrobeny
kultivaci zahrnujici oSetfeni ethanolem s naslednym piidanim smési zluCovych kyselin
(Browne et al. 2016). V roce 2018 navrhl Kearney et al. postup bez kultivace, obohacujici
vzorek lidské stolice 0o DNA endospor a dalSich stresu odolnych bunéénych forem, které prosly
sérii oSetfeni zpusobujicich jejich lyzu. Navrzeny postup umoziuje charakterizaci DNA spor,
pti kterém dochdzi k inaktivaci DNA bakterii ve vegetativni fazi a souasnym zachovanim
neporusené DNA spor (Kearney et al. 2018). V roce 2020 byla aplikovana dle Avershina et al.
nova metoda charakterizujici endospory obsazené ve vzorcich stolice bez potieby kultivace.
Vzorky byly vramci vyzkumu vystaveny dvoustupnovému purifikaénimu procesu, ktery
zahrnoval o$etfeni ethanolem a ethidium monoazidem, kdy nejprve doslo k zabiti vegetativnich
forem bunék a nasledné eliminaci jejich DNA ze vzorku (Avershina et al. 2020).
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4 Metodika

4.1 Cil metodiky

Cilem experimentalni casti prace bylo provedeni kvalitativni analyzy populace
sporulujicich bakterii ve stievni mikrobioté kojence. Vzorky stolice byly vystaveny
laboratornim metoddm vedoucim k potlaceni vegetativnich forem mikroorganismt pomoci tii
riznych na sobé nezavislych metod zahrnujici oSetfeni teplotami 60 °C, 80 °C a 70%
ethanolem. Takto oSetfené vzorky byly poté zpracovany bud’ s krokem subkultivace anebo bez.
Vlastni kvantifikace a izolace pfitomnych sporulujicich bakterii byla provedena na 2 typech
kultiva¢nich medii. K identifikaci izolovanych bakterii byla pouZzita metoda hmotnostni
spektrometrie MALDI TOF.

Pro experiment byly pouzity vzorky stolice odebrané v mésiCnich intervalech béhem
prvniho roku Zivota od zdravého kojence. Celkem bylo tedy analyzovano 12 vzorkl ve 3
variantach, bez a se subkultivaci.

4.2 Metodika odbéru vzorki a informace 0 kojenci

Cerstvé vzorky stolice (zhruba 1 g) byly sterilné odebirany v pravidelnych intervalech
matkou ditéte do pfedem pfipravenych a zvazenych zkumavek s médiem obsahujici glycerol a
sklenéné perly (urcené pro budouci homogenizaci). Odebrané vzorky byly ihned zamrazeny.
Nasledna manipulace a transport byly provadény na ledu. VSechny uvedené analyzy vzorki
stolice ditéte byly provedeny s informovanym souhlasem zdkonnych zastupct ditéte.

Vzorky stolice ur¢ené k analyze pochazely od chlapce, ktery byl porozen vaginalné
V terminu, mé&l normalni porodni hmotnost a nevyskytovaly se u néj zaddné zdravotni
komplikace, krom kolik vyskytujicich se v prvnich dvou mésicich po narozeni. Chlapec byl do
svého 1. roku Zivota ¢astecné kojen a zaroven dokrmovan kojeneckym mlékem s naslednym
zaClenovanim pevné stravy do jidelnicku od 4. mésice véku. Od 6. mésice zivota piichazel
pravidelné do kontaktu se psem a zacal 1ézt, v nasledku ¢ehoz piichazel ¢astéji do kontaktu s
cizimi predméty.

4.3 Priprava vzorki

Vzorky stolice byly uchovavany zmraZzené (pii teploté¢ -20 °C) Vv odbérovych
zkumavkach. Uchovavany vzorek pfedstavoval ,,1. fedéni®, ze kterého bylo pro zamysleny
experiment nutné vytvofit fedici fadu (pro vzorky bez sub kultivace od 1 x 102 do 1 x 107, se
subkultivaciod 1 x 10 do 1 x 10°®°). Pied vlastni analyzou byly vzorky rozmraZeny za pokojové
teploty. V momentég, kdy byl obsah zkumavek tekuty, byly promichany pomoci vortexu, aby
doSlo k rovnomérnému rozptyleni slozek. Injekéni stfikackou bylo odebrano ptredem
kvantifikované mnozstvi stolice vypocitané dle vztahu uvedeného nize. Ziskanym mnozstvim
vzorku bylo inokulovano 2. fedéni. Nadchazejici fedéni byla inokulovdna vzdy 1 ml (,,1 g%).

Vzorky byly nezavisle na sob¢ oSetfeny tfemi druhy metod. OSetiené vzorky urcené pro
subkultivaci byly nasledné vlozeny do termostatu na 37 °C po dobu 24 hodin.
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Vzorecek pro vypocet odebraného mnozstvi vzorku stolice:

Kde plati:

my;. — odebrané mnozstvi vzorku

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

4.3.1 Tepelné osetieni (60 °C, 80 °C)

Vzorky urcené pro tepelné oSetieni byly zahiaty na danou teplotu ve vodni lazni.
Doba tepelného oSetieni se odvijela od stanovené teploty pro danou metodu. Deélky
oSetfeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

4.3.2 Chemické oSetieni (70% ethanol)

Vzorek homogenizované stolice byl umistén do 9 ml 70% ethanolu po dobu 4
hodin. Po uplynuti dané doby byl vzorek odsttedén (12000 rpm, 5 minut), ethanol slit a
sediment nafedén 9 ml peptonové vody. Nasledné byl postup odstiedéni opakovan.
Vznikla peleta byla pomoci vortexu ve stejném objemu peptonové vody
resuspendovana.

Tabulka €. 1 — druh oSettujici metody a doba jeji aplikace.

Metoda Cas [min|
60 °C 60
80 °C 20
Ethanol 70 % 240

4.4 Kultiva¢ni média

Pro kultivaci bakterii byly pouzity dva druhy kultivaénich médii — modifikovany Wilkins-
Chalgren Anaerobe Agar (WSP) a Brain Heart Infusion Agar (BHI). Podle pozadovaného
objemu bylo vypocteno potiebné mnoZzstvi ingredienci pro piipravu piisluSného agaru.
Jednotlivé slozky byly odvazeny na automatické vaze a nasledné smichany s pozadovanym
objemem destilované vody. Piesné sloZeni uvedenych kultivacnich medii je uvedeno
Vv tabulkach €. 2 a ¢. 3. Po dostate¢ném rozvareni vSech sloZzek ptipravené smési a ndsledné
sterilaci v tlakovém hrnci po dobu 50 minut, byla hotova média umisténa do vodni lazné
predehtaté na 50 °C. Média byla pouzita po vyrovnani jejich teploty s teplotou v lazni.
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Tabulka ¢ 2. - potfebné ingredience a jejich mnozstvi pro ptipravu 1000 ml modifikovaného
Wilkins-Chalgren Anaerobe agaru (vSe Oxoid).

_ Wilkins L -
SloZeni Chalgren Sojovy pepton L — cystein Tween
MnoZstvi 43¢ 5¢0 0549 1ml

Tabulka ¢ 3. - potfebné ingredience a jejich mnozstvi pro ptipravu 1000 ml Brain Heart
Infusion agaru (Oxoid).

SloZeni BHI médium/ bujon Technicky agar
MnoZstvi 379 1,29

Uvedené komponenty jsou po promichani a rozvateni v destilované vodé rozdavkovany
do zkumavek pro anaerobni kultivaci ,,Hungate zkumavek®, které jsou zahtivany v lazni na 100
°C s cilem redukce kysliku a nasledné probublavany CO., uzavieny a sterilovany.

4.5 Plotnova kultivaéni metoda

Nejprve byly oSetiené vzorky nafedény na pozadovanou koncentraci. Pouzita fedéni pro
naslednou inokulaci jsou vyznacena v tabulce €. 4. Pro metodu plotnové kultivace byly pouzity
Petriho misky, na jejichz vicko byla poznamenana metoda oSetfeni vzorku, ¢islo fedéni a typ
kultivaéniho média. Do misek bylo nandSeno pomoci injekéni stfikacky 0,5 ml vzorku.
Inokula¢ni davky byly nasledné zality danym kultiva¢nim médiem do zhruba 1/3 vysky Petriho
misky a jemnymi krouzivymi pohyby do obou stran opatrné promiseny. Po ztuhnuti agaru byly
Petriho misky vlozeny do anaerostatu spole¢né s vyvijeCem anaerobni atmosféry (AnaeroGen,
Biomérieux) a umistény do termostatu na 37 °C po dobu 48 hodin.

Tabulka €. 4 — fedéni pouzita ke kultivaci na vybranych médiich.

Redéni 107 107 10 10° 106 107 108 10°
Bez WSP X X X X
subkultivace | BHI X X X X
: WSP X X X X
Subkultivace
BHI X X X X

4.6 lzolace kolonii

K izolaci jednotlivych kolonii z agarovych ploten byly pouzity jednorazové
bakteriologické klicky o objemu 1 pl. Pomoci kli¢ky byly kolonie separovany a pfemistény do
uzaviratelné zkumavky s neselektivnim kultivatnim médiem pfipravovanym anaerobné.
Jednalo se 0 modifikovany Wilkins Chalgren bujon. Vybér izolovanych kolonii byl provadén
na zakladé rozdilnych charakteristik. RozliSovana byla naptiklad barva, tvar, velikost a rovnéz
zapach. Izolaty byly umistény do termostatu na 37 °C po dobu 24 hodin.
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4.7 Vyhodnoceni plotnové kultiva¢ni metody

Pocet kolonii na jednotlivych plotnach byl stanoven pomoci manuélni poc¢itacky kolonii.
Vysledny pocet kolonii byl vyndsoben ¢islem 2 (plotny byly ockovany 0,5 ml inokula). Celkovy
pocet mikroorganismt v 1 g vzorku byl vypoc¢itan dle nasledujiciho vztahu (viz nize).

Vzorecek pro vypocet KJT/g:

P1 + P2
P=———xF(KJT/g)
11
Kde plati:
P1, P2 — pocet kolonii po dvou sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracend hodnota nejvyssiho fedéni

4.8 Kontrola ¢istoty a popis morfologie

Po uplynuti doby kultivace bylo ptistoupeno ke kontrole Cistoty izolovanych kolonii a k
nasledné piipravé izolath pro identifikaéni metodu MALDI TOF. Nejdfive byly pfipraveny
kontrolni vzorky, které byly zkoumany pomoci svételného mikroskopu s metodou fazoveho
rozliSeni. Na podlozni sklicko byla injekéni stfikackou nanesena kapka homogenizovaného
izolatu narostlého v bujonu, kterd byla nasledné piikryta krycim sklickem. U ptipravené¢ho
vzorku byla pozorovana morfologie, na jejimz zakladn¢ byla urcena Cistota narostlé kolonie.
Morfologické rysy mikroorganismi byly ndsledné zaznamenavany a u vybranych izolatt byly
rovnéz potizeny fotografie. Ve bylo pozorovano se zvétSenim 400x.

4.9 Priprava vzorki pro MALDI TOF MS identifikaci

Z izolath, které byly vyhodnoceny jako Cisté, byl pomoci injek¢ni stfikacky odebran
objem 1ml a pfemistén do 1,5 ml mikrozkumavky typu Eppendorf. Ozna¢ené mikrozkumavky
se vzorky byly odstfedény pii 14500 otdckach po dobu 5 minut. Z odsttedénych vzorkl byl
opatrné slit supernatant tak, aby na dn¢ zustala peleta, ktera byla nasledné rozpusténa v 500 pul
70 % ethanolu, doslo tak k fixaci vzorku. Vzorky byly znovu odstfedény na stejny pocet otacek,
po stejnou dobu. Ethanol byl slit a jeho zbytek dikladné odsan pomoci automatické pipety
(objem 20-200 ul). Zkumavky s peletami byly ponechany 10 minut oteviené, aby doslo
k vytékani zbytku ethanolu. K peleté bylo ptidano 15 pl 70 % mravenci kyseliny a 15 pl
acetonitrilu (oboji Sigma-Aldrich). Obsah byl diikladné zhomogenizovan pomoci automatické
pipety a nasledné byl vzorek odstfedén. Na MALDI desticku (MTP 384, leSténa ocel) bylo
nanaseno po 1 pl supernatantu vzorku ve dvou kopiich. Po zaschnuti naneseného roztoku bylo
na v8echny zapInéné teréiky ptidano po 1 ul HCCA matrice (Sigma-Aldrich), kterou bylo nutné
nechat pfi pokojové teploté uschnout. VSechny obsazené pozice na desticce byly zaznamenany
do ptipravené tabulky. Poté byly vzorky zméteny a identifikovany (Bruker Daltonik GmbH).
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4.10 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit STATISTICA software (StatSoft, Prague,
Czechia) a Microsoft Office Professional Plus 2016.
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5 Vysledky

Celkem bylo kultivaéné analyzovano 12 vzorku stolice, které byly odebirany ptiblizné
s m&sicnim odstupem od 1. mésice do 12. mésice narozeni kojence. Prvni vzorek zatazeny
k analyze byl odebram 32. den po narozeni a posledni byl vzorek odejmut 365. den véku ditéte.

Kultiva¢ni analyza byla zaméfena na sporulujici bakterie, které byly zastoupeny
predevsim druhem Clostridium spp..

5.1 Pocty detekovanych mikroorganismi v zavislosti na metodé oSeti‘eni,
aplikaci primé kultivace ¢i subkultivace a pouZitém médiu

Pocty mikroorganismi ve vzorku stolice se liSily v zavislosti na metod¢ oSetieni, aplikaci
piimé kultivace Ci subkultivace a rovnéz pouzitém druhu média, i kdyz se jednalo o elektivni
média. Zptsob, jakym byl vzorek oSetfen, nemél na celkovy pocet mikroorganismti vyrazny
vliv.

Nejvétsi rozdil v celkovém mnozstvi mikroorganismil byl znatelny mezi vzorky s ptimou
kultivaci a subkultivaci. U vzorkil s pfimou kultivaci se pocty mikroorganismii pohybovaly
v pruméru kolem 6,95+2,83 log KTJ na g stolice, zatimco u vzorku, kde byla navic zahrnuta
subkultivace, se mnoZstvi napocitanych mikroorganismii pohybovalo v priméru kolem
11,28+4,31 log KTJ na g stolice.

Celkem u sedmnécti oSetienych vzorka nedoslo béhem kultivace provedené deskovou
metodou K nartstu kolonii. Ve ¢trnacti piipadech se jednalo o vzorky, u kterych byla aplikovana
metoda oSetieni 80 °C a subkultivace. U vzorkl odebranych v 3., 4., 6., 7. a 12. mésici nebyl
bakteridlni rist detekovan soucasné na WSP 1 BHI médiu a u vzorku z 8. mésice nedoslo k
detekci pouze na BHI médiu. Dale se jednalo se o dva vzorky ze 4. a 9. mésice, jez byly
podrobeny subkultivaci, oSetieni ethanolem a jez byly kultivovany na BHI médiu. V poslednich
dvou ptipadech nedoslo k nariistu kolonii u vzorki s ptimou kultivaci a s metodou osetieni 80
°C. Jednalo se o vzorek odebrany v 8. mésici, ktery byl kultivovan na WSP a vzorek z 10.
mésice, ktery byl kultivovan na BHI. Detekované po¢ty mikroorganismti prezentované jako log
KTlJ/g stolice osetiené vyse uvedenymi metodami u vSech 12 vzorka jsou uvedeny v ptiloze ¢.
1, priimérné pocty jsou uvedeny nize v tabulce €. 5.

Primérny pocet detekovanych mikroorganismi (log KTJ/g)

Pouzité médium WSP BHI
60 °C/60 min 6,77+2,98 | 7,08+1,09

80 °C/20 min 6,49+2,37 | 7,49+1,28

Osetiujici metoda a EtOH/240 min 6,85+1,61 | 7,06+1,92
zpisob Kkultivace SUB 60 °C/60 min 12,13+1,46| 11,66+1,47
SUB 80 °C/20 min 11,2242,07| 11,28+1,72

SUB EtOH/240 min 10,5045,84 | 10,74+3,77

Tabulka ¢. 5 — Primérny pocet detekovanych mikroorganismii v zavislosti na zplsobu
kultivace, oSetiujici metod¢ a pouzitém médiu.
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5.2 ldentifikované bakterialni druhy a jejich vyskyt ve vzorcich

Ze vzorkl stolice, odebranych od kojence béhem prvnich 12 meésicti Zzivota, bylo
identifikovano celkem 21 bakteridlnich druhi, z ¢ehoz bylo 6 druhti zafazeno mezi klostridie.
Z celkového poctu 483 izolatt bylo metodou MALDI TOF MS identifikovano jako Clostridium
spp. dohromady 364 izolatd, dalSich 72 izolatl bylo identifikovano jako jiné bakteridlni druhy
a zbylych 47 izolatd se nepodafilo identifikovat.

Identifikované druhy klostriii spole¢né s ¢etnosti identifikaci zaznamenanych od 1. do 12.
mésice stafi kojence jsou uvedeny Vv tabulce ¢. 6. Data v tabulce jsou rozdélena na zakladé
zpusobu kultivace z divovu zna¢nych pocetnich rozdilti v mnozstvi identifikaci mezi pfimou
kultivaci a subkultivaci. Nasledné je na grafu ¢. 1 zndzornén vyvoj v poctu identifikaci
klostridii, ostatnich bakteridlnich druhd a neidentifikovatelnych bakterii v zavislosti na véku

ditéte.

Identifikované
druhy klostridii

Vék kojence (mésice)

C. butyricum

C. difficile

C. jeddahense

Prima . paraputrificum

kultivace -
. perfringens

. ramosum

. tertium

. butyricum

difficile

. jeddahense

Sub- —
. paraputrificum

kultivace -
. perfringens

. ramosum

elielielielielielielielielielie

. tertium

Celkem

Tabulka ¢. 6 — Identifikované druhy klostridii a jejich Cetnost v zavislosti na stafi kojence.
Cetnost identifikaci jednotlivych druhii klostridii je rozdélena na zakladé typu kultivace.
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Clostridium spp. Neklostridialni druhy NRI
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Pocet identifikovanych druhi bakterii

o

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.
Meésic odebrani vzorku

Graf ¢. 1 — Pocet identifikovanych druhti bakterii v zavislosti na mésici, ve kterém byl vzorek
stolice odebran od ditéte. Bakterie jsou rozliSeny na klostridie, neklostridialni druhy a bakterie,
které se nepodafilo identifikovat.

Prvni analyzovany vzorek stolice se vyznacoval nizkou bakterialni diverzitou, kdy byly
identifikovany pouze dva druhy klostridii. Jednou z nich, a zaroven jednou z nejfrekventovanéji
identifikovanych klostridii béhem prvnich dvou mésict Zivota kojence, byla Clostridium
perfringens. C. perfringens byla nadale zaznamenavana i u ostatnich analyzovanych vzorkd,
nicméné v nizsich poctech. Druhou identifikovanou bakterii v tomto mésici byla Clostridium
butyricum, jejiz pfitomnost byla zaznamenavana az do 6. mésice Zivota kojence.

Zvyseni bakteridlni diverzity bylo znatelné jiz 2. mésic po porodu, kdy byly
identifikovany ¢tyfi klostridialni druhy. Vedle C. perfringens byly identifikovany druhy
Clostridium jeddahense, Clostridium difficile a Clostridium tertium. Pfitomnost C. tertium byla
Ve Vvyssich poctech zaznamenavana az do 9. mésice. C. difficile bylo mozné pozorovat jesté ve
vzorcich z 3., 7. a 8. mésice Zivota kojence. Identifikace C. jeddanhense se podafila pouze u
vzorku z 2. mésice po narozeni kojnce.

Ze vzorku odebraného v obdobi 3. mésice zivota kojence byl prvné identifikovan druh
Clostridium paraputrificum. Tento druh Klostridie byl zaznamenan celkem v 9 vzorcich stolice,
¢imz se stal nejcastéji identifikovanou klostridii v ramci celé analyzy vzorki stolice
odebiranych do 12 mésici po narozeni kojence. Nejpocetnéji byl druh C. paraputrificum
zastoupen ve vzorcich ze 6. az 9. mésice Zivota.

Mezi dalsi identifikované klostridie se fadi druh Clostridium ramosum, jenz byl
identifikovan ve vzorku charakterizujicim stéevni mikrobiotu 6. mésice véku ditéte. P¥itomnost
této bakterie byla rovné€z zaznamendna v 8. az 11. mésici véku.

Od 10. mésice byl znatelny pokles poctu identifikovanych klostridii a zaroven v této dobé
jiz nedoslo k identifikaci novych klostridialnich druhti. V 10. mésici byl zachycen vyssi vyskyt
C. ramosum a v 11. mésici doslo k identifikaci pfedevsim bakterie C. perfringens, ktera byla
rovnéz identifikovana ve 12. mésici, avSak pouze v jediném piipadé.
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Ve vzorcich byly rovnéz identifikovany sporulujicici bakterie, které se nefadi mezi
klostridie. Ve vzorku z 5. mésice byla identifikovana bakterie Paeniclostridium sordellii, ktera
byla diive klasifikovana jako Clostridium sordellii. Dale byly jako sporulujici bakterie
identifikovany Bacillus licheniformis, Bacillus animalis a Coprobacillus cateniformis.

Mezi nesporulujicimi  bakteriemi byly identifikovany Flavonifactor plautii,
Sphingomonas sp. spoleéné¢ s dalsimi druhy enterokokt, ruminokokt, streptokoktl a
stafylokokd.

Do 10. mésice bylo ve vzorcich stolice mozné pozorovat zna¢nou prevahu v mnozstvi
identifikaci klostrididlnich druhti bakterii nad ostatnimi neklostridialnimi druhy, nicméné tento
trend se v 11. mésici zménil, kdy pocet identifikovanych klostridii vyrazné¢ poklesl, a naopak
pocet identifikovanych neklostridialnich druhti zacal rast. Od 10. mésice je také znatelny rist
Vv poctu neidentifikovatelnych bakterialnich druhti. Popsanou zménu trendt je mozné pozorovat
na grafu €. 1.

5.3 Identifikované druhy bakterii a jejich ¢etnost v zavislosti na pouzité
metodé, zpisobu kultivace a zvoleném kultivaénim médiu

Nejvyssi Cetnost identifikaci klostridii byla zaznamenana ve vzorcich, které byly osetieny
metodou vyuzivajici 70% ethanol. Z celkovych 169 identifikaci jich bylo 101 ze vzorku
kultivovanych na WSP médiu, z ¢ehoz 58 zachyti spadalo pod vzorky s piimou kultivaci. Pfi
této kombinaci bylo identifikovano 6 druhti klostridii z celkovych 7 druhi, které se podatilo
kultivovat a identifikovat v prabé¢hu celého experimentu. OSetfujici metoda vyuZzivajici ethanol
se zda byt co do poctu a druhové diverztity klostridii tuspéSna.

V opacném piipadé byl nejmensi pocet identifikovanych klostridii a zaroven nejmesi
pocet identifikovanych klostridialnich druhi zaznamenan u vzorku, u nichz byla aplikovana
subkultivace, byly oSetieny teplotou 80 °C a nasledné byly kultivovany na BHI médiu. Tento
vysledek vyplyva i ze skutecnosti, ze u vzorka, u nichz byla pouzita tato kombinace metody a
kultiva¢nich zptisobt, nedoslo az u poloviny piipadi k detekci nartistu kolonii. Podobna situace
nastala téz u vzorka, u nichz bylo pouzito WSP médium. Danéd metoda spole¢n¢ se subkultivaci
vedla v malém mnozstvi k rozpoznani pouhych tii klostridialnch druhi, které v§ak patii v ramci
ostatnich metod k nejfrekventovangji identifikovanym bakteriim.

U vzorkt, jez byly rovnéZ oSetfeny metodou vyuZzivajici teplotu 80 °C, avSak u nich
nebyla aplikovana subkultivace, byly vysledky odlisné. V kombinaci s BHI médiem se u téchto
vzorkl podafilo identifikovat vSech 7 druhu klostridii véetné C. jeddahense, ktery se u jiné
metody oSetieni nepodafilo identifikovat. Tento druh byl zaznamendn rovnéz na WSP médiu.

V piipad€ metody oSetieni teplotou 60 °C byl podobné jako u ostatnich metod vidét rozdil
mezi primou kultivaci a subkultivaci, kdy u vzorki, u nichz doslo k subkultivaci, byl nizsi
rozsah diverzity klostrididlnich druht. Naopak tato kombinace metody a kultivace byla
piivétiva pro rust neklostridianich druht bakterii, jejichZ diverzita a pocetnost zde byla znacné
zvySena oproti jinym vzorkim. Jednalo Se pfedev§sim o druhy laktobacilii, enterokokd a
streptokokl, které mohly ovliviiovat rast klostrididlnich druhii. Mezi jednotlivymi médii nebyl
V tomto piipadé znately rozdil.

Pfi pohledu na tabulku ¢. 7 je znatelny rozdil v poétu identifikovanych druhi klostridii
mezi vzorky, u kterych byla pouzita bud’ pfiméa kultivace nebo subkultivace. U vzorkl se
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subkultivaci nedoslo v zadném ptipad¢ k identifikaci druht C. butyricum, C. difficile a C.
jeddahense, a zaroven u nich nebyl identifikovan jediny klostridialni druh, ktery by nebyl
zaznamenan u vzorkl s pfimou kultivaci. Vyss§i druhova diverzita byla rovnéz zaznamenéana u
ostatnich identifikovanych bakterii, kdy u vzorkd s pfimou kultivaci bylo zaznamenano celkem
11 druht a u vzorka se subkultivaci celkem 7. Ve vzorcich odebranych v 10. az 12. mésici byl
rovnéz znatelny rozdil v mnozstvi neidentifikovatelnych bakterialnich druht, ktery byl vyrazné
vy$$i u vzorki, u nichZ byla pouzita pouze pfima metoda kultivace.

Identifikované druhy klostridii a jejich pocetni zastoupeni

o | § | e

e n [&] e
oSetieni Meédium kultivace § S % =3 5 % 2 Z

. O — < a . G
S s | 2o |©
O

WSP - 3 2 0 13 7 0 10 3
60 °C SUB 0 0 0 1 16 3 2 10
BHI - 6 4 0 10 1 0 3 5
SUB 0 0 0 0 19 4 3 8
- 2 0 2 0 7 0 14 6
80 °C WsP SUB 0 0 0 5 17 0 0 0
BHI - 2 1 3 2 7 2 7 4
SUB 0 0 0 0 16 0 1 0
- 6 4 0 21 16 3 8 5
EtOH WsP SUB 0 0 0 12 15 10 6 0
BHI - 4 5 0 10 9 2 7 2
SUB 0 0 0 1 18 7 5 4

Tabulka ¢. 7 — Identifikované druhy klostridii a pocCty jejich identifikaci v zavislosti na pouzité
metod¢, médiu a subkultivaci.

5.4 Statistické vyhodnoceni metod oSeti‘eni vzorku

Ziskané vysledky prezentované v této préaci sice zahrnuji data kvantitativniho charakteru,
tedy pocty bakterii detekovanych kultivaénim stanovenim, nicméné z identifikace ziskanych
izolatd je patrnd znacnd variabilita mezi vzorky a metodami oSetfeni. Navic pti subkultivaci
Casto dochézelo k dominantnimu nartstu jen jednoho taxonu nebo se nejednalo o sporulujici
bakterie. Tudiz byly statisticky hodnoceny pouze pocty bakterii (log KTJ/g stolice) detekované
metodou piimé kultivace, s cilem porovnat, zda ma zvolena metoda oSeteni vzorku vliv na
detekované pocty bakterii. Priméry pocet bakterii detekovany na WSP a BHI médiu béhem
12 mésict zivota po oSetfeni 60 °C byl 6,93+1,04, u 80 °C to bylo 6,34+2,01 a u 70% etanolu
6,95+0,97 log KTJ/g stolice. Normalita dat byla hodnocena Shapiro-Wilk W testem (o = 0,05)
a rozdily mezi bakteridlnimi pocty v rdmci rizného oSetieni pomoci Kruskal-Wallis testu (o =
0,05). Uvedené vyhodnoceni ukazalo, Ze ziskana data jsou bez statisticky detekovanych
vyznamnych rozdilt mezi skupinami, tedy metodami oSetfeni. Vliv zplisobu oSetfeni pied
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subkultivaci na rast sporulujicich bakterii v log KTJ/g stolice je znadzornén krabicovymi grafy

V obrazku ¢. 4.
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Obrazek ¢. 4 — Krabicové grafy znazornujici vliv zptisobu oSetieni pfed subkultivaci na rist

sporulujicich bakterii v log KTJ/g stolice.
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6 Diskuze

Lidské télo, ptedev§im jeho sliznice, je kolonizovdno vyznamnym mnoZzstvim
mikroorganismil, utvafejicich na jednotlivych stanovistich rozmanité komunity. Komplex
téchto mikroorganismt je souhrnné nazyvan jako mikrobiota (Ignacio et al. 2019). Nejhusté&;ji
osidlené je tlusté stievo, ve kterém se nachazi ptiblizné tii ctvrtiny vSech mikroorganismu,
jejichz celkovy pocet se odhaduje na 10%* bungk (Sekirov et al. 2010). Dle Brown et al. (2016)
je 50-60 % bakterialnich druha stfevni mikrobioty, coZ ¢ini pfiblizné 30 % celkové stievni
komunity, obdafeno schopnosti vytvaiet odolné spory, které jsou urcené piedevsim k jejich
prenosu mezi riznymi hostiteli (Brown et al. 2016).

Ke kolonizaci stiev sporulujicimi bakteriemi dochézi jiz béhem prvniho tydne Zivota
novorozence. Stark & Lee (1982) izolovali ze vzorki stolice odebranych béhem prvniho tydne
véku ditéte prevazené klostridie druhu C. paraputrificum, C. difficile a C. butyricum. Ze vzorku
stolice, které byly nasledné odebirany po cely prvni rok zivota, dochazelo s nejvétsi frekveci
k identifikaci druhu C. paraputrificum, C. perfringens, C. ramosum, C. butyricum a Clostridium
sartagoforme (Stark & Lee 1982). Vysledky vyzkumé ¢asti této prace se s vysledky dané studie
shoduji, nicméné se zde nepodaftilo identifikovat C. sartaforme, ale naopak se mezi nejcastéji
identifikované bakterie fadila C. tertium. Klostridie, jako stali kolonizatofi sttev ditéte béhem
prvniho roku Zivota, jsou spojondny s podavanim kojenecké vyzivy, zatimco u déti kojenych
vyhradné matefskym mlékem jejich kolonizace s vékem postupné slabe (Stark & Lee 1982).
Pravé zvyseny vyskyt druhti C. butyricum, C. paraputrificum, C. difficile a C. tertium je
spojovan s umélou kojeneckou vyzivou (Tonooka et al. 2005). Vyssi zastoupeni klostridii
ve sttevni mikrobioté u kojenct krmenymi kojeneckou formulou rovnéz zaznamenal Harmsen
et al. (2000), jenz pozoroval vyvoj stftevni mikrobioty novorozenct v pritbé¢hu prvnich tfi tydnti
po jejich narozeni (Harmsen et al. 2000). Vzorky stolice pouzité pro ucely praktické Casti této
prace byly odebrany od kojence, jenz byl ¢astecné kojen matefskym mlékem piimo z prsu a
soucasné prikrmovan kojeneckou vyzivou po celou dobu dvanacti mésicti od narozeni. Bylo
pozorovano, ze jiz relativné malé mnozstvi kojenecké formuly podavané kojenci krmenému
pirevazné materskym mlékem mulze mit za nasledek posun ve slozeni stievni mikrobioty
smérem k typu mikrobioty charakteristické pro déti krmené umélou détskou vyzivou
(O’Sullivan et al. 2015). Jiz dle Bullen et al. (1977) dochazi u kojenct, ktefi byli krmeni
kojeneckou vyzivou ¢i kombinované formulou a matefskym mlékem, béhem prvnich Sesti
tydnii ke zvySeni zastoupeni tfidy Clostridia. Oproti tomu u déti kojenych vyhradné matetskym
mlékem nebyla pfitomnost zastupcii této tiidy behem prvnich Sesti tydnli zaznamenéana vitbec
¢ipouze na nizké arovni (Bullen et al. 1977). Ve studii od Penders et al. (2006) byl zaznamenan
posun ve sloZeni stfevni mikrobioty u kojencit krmenych kombinovanou formou ve véku
jednoho mésice do podoby stievni mikrobioty kojencii krmenych vyhradné kojeneckou
formulou. Hlavni posun byl pozorovan predev§im ve zvySem zastoupeni bakteridlnich druhii
C. difficile, Escherichia coli a zastupcu skupiny Bacteroidetes fragilis (Penders et al. 2006).
Podobnost mezi sloZzenim stfevni mikrobioty kojencii krmenych kombinovanou formou a témi
vyhradné krmenymi kojeneckou vyzivou byl zaznamenan rovnéZ ve studii od Forbes et al.
(2018). Nicméné vliv kombinovaného krmeni na kojeneckou stfevni mikrobiotu je doposud
malo prozkoumanou oblasti, kterd by si zaslouZzila vice pozornosti.
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Pritomnost klostridii v kojenecké sttevni mikrobioté mize vykazovat pozitivni i negativni
vliv na zdravi jedince, ktery se odviji od druhu dané klostridie ¢i jejim pocetnim zastoupeni.
Komenzalni druhy klostridii jsou prospésné predev§im svym ptimym plisobenim na imunitni
systém, skrze jejich podporu vyvoje intraepitelidlnich T lymfocytt a bunék podporujicich
produkci imunoglobulinu A, které hraji dalezitou roli pti vzniku odpovidajici imunologické
reakce. Zaroven klostridie, predevsim zastupci klostrididlnich klastra XIVa a IV, vykazuji vliv
na akumulaci a spravnou funkci regulac¢nich T bunék, jez jsou dilezité pro udrzovani stievni
homeostazy (Lopetuso et al. 2013). Zastupci klostridianich klastrd XIVa a IV jsou zaroven
vyznamnymi producenty butyratu, jenz slouZi jako hlavni zdroj energie kolonocyty, hraje
dileZitou roli pfi modulaci imunitni a zanétlivé reakce, podporuje produkci hlenu stfevni
sliznici a pusobi jako antioxidant (Leonel & Alavarez-Leite 2012). Mezi klostridie
s probiotickych efektem, jez se podaftilo ze vzorku stolice identifikovat, se fadi predevsim C.
butyricum, ktera byla nepravidelné ptitomna ve vzorcich od 1. do 5. mésice véku kojence. C.
butyricum se vyuziva jako probiotikum a zaroven je zkoumana pro sviij potencionalné
prospesny ucinek v prevenci a zlepSeni prubéhu nékterych onemocnéni, jimiz jsou napiiklad
syndrom drazdivého tracniku, chronické zanéty tlustého stfeva, neurodegenerativni a
metabolickd onemocnéni a kolorektalni karcinom (Stoeva et al. 2021). Nicméné u novorozenctu
je tento druh bakterie zkouman spise pro svou roli patogenu majiciho vliv na vznik nekrotizujici
enterokolitidy u pfed¢asné narozenych jedincti. Hosny et al. (2019) ve své studii zaznamenal
vyznamé vétsi Cetnost C. butyricum ve vzorcich stolice pfedCasné narozenych novorozenci
oproti vzorkim kontrolnim a potvrdil tak roli C. butyricum jako potencionalniho patogenu
(Hosny et al. 2019). C. butyricum typu E miize rovnéZ produkovat botulinu podobny neurotoxin
vyvolavajici onemocnéni potravinovy a kojenecky botulismus (Fenicia et al. 1999).

Na druhé strané jsou bakterie C. paraputrificum, C. perfringens a C. tertium, jejichz
pritomnost byla ve stolici kojence zaznamendvana se zna¢nou pravidelnosti po celou dobu
dvanacti mésicu, C. dificille, jeZ byla v mensich poétech identifikovana ve vzorcich z prvnich
sedmi mésicii a C. ramosum, ktera byla ve vzorcich ptfitomna az od 6. mésice zivota ditéte,
spojovany pievazné s negativnimi U€inky, jak na zdravi kojenct, tak 1 dospélych lidi. Infekce
C. perfringens mize byt jednim z faktorti vyvolavajicich nekrotizujici enterokolitidu u
piedcasné narozenych déti (Sim et al. 2015), s jejimz propuknutim jsou rovné€z spojovany C.
tertium a C. paraputrificum (Kiu et al. 2017). Dominantni zastoupeni C. perfringens ve vzorku
reprezentujiciho prvni dva mésice zivota kojence lze spojit s moznou pocate¢ni kolonizaci, ke
které mohlo dojit béhem pobytu kojence v nemocnici, coz byva typické pro déti porozené
cisafskym fezem (Ferraris et al. 2012). Mimoto se kojenec v daném obdobi potykal s kolikami.
Kolonizace C. difficile je u dospélych lidi spojovana piedevsim s nozokomialnimi infekcemi
(Kochan et al. 2018), nicméné u déti do vé€ku 12 az 24 mésicli byva mohutnéjsi osidleni timto
druhem bakterii asymptomatické. Dle Jangi and Lamont (2010) je stievo kojence odoIné viici
uéinkiim toxint A a B produkovanych C. difficile. Diivodem by mohla byt nedostate¢na exprese
genll pro receptory vazajici oba ¢i jeden ztoxinl ve stfevech ditéte, piipadné by
s asymptomatickym pribéhem mohlo souviset slozeni kojenecké stfevni mikrobioty (Jangi and
Lamon 2010). Dle Kociolek et al. (2020) je zodpovédna humoralni imunitni reakce proti
toxinim A a B (Kociolek et al 2020). C. ramosum byla v n¢kolika ptipadech identifikovana u
klostrididlni bakterémie a jinych bakteridlnich infekci, nicméné s onemocnénim clovéka je
spojovana ztidkakdy (Legaria et al. 2020).
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Ze vzorku odebraného b&hem 5. mésice zivota kojence se rovnéz podafilo izolovat
bakterii Paeniclostridium sordellii, jenz byla diive klasifikovana jako Clostridium sordellii.
Tento druh bakterie se podobné jako u C. jeddahense podafilo identifikovat pouze v jednom
mésic reprezentujicim vzorku stolice. P. sordellii je nebezpeénym patogenem lidi, ale zaroven
také zvitat, kdy se vyskytuje naptiklad u koni (Nyaoke et al. 2020) a pst (Capewell et al. 2020).
Je mozné, Ze pravé styk se zvifetem jako je pes, mél za nasledek pritomnost P. sordelli ve
vzorku stolice nami sledovaného kojence.

Klostridie byly identifikovany ze vzorkt stolic oSetfenych tfemi riiznymi metodami, jez
byly pouzity nezavisle na sob&. Pii celkovém porovnani oSetfujicich metod z hlediska
celkového poctu mikroorganismu, diverzity a Cetnosti identifikovanych klostridii se jevi jako
nejkomplexnéjsi metoda vyuzivajici 70% ethanol, ve kterém byl vzorek ponechan po dobu 4
hodin. 70% ethanol byl rovnéz pouzit ve studii od Brown et al. (2016), kde oSetfeni ethanolem
zasadné zménilo kompozici kultivovatelnych bakterii a v porovnani se vzorky, u nichz
k oSetieni ethanolem nedoS$lo, doslo u oSetfenych vzorka k obohaceni o ethanol rezistentni
druhy bakterii, coz umoznilo jejich snadnéjsi izolaci (Brown et al. 2016). OSetieni vzorka
stolice 70% ethanolem za uc¢elem jejich obohaceni o sporulujici bakterie bylo rovnéz vyuzito
ve studii od Avershina et al. (2020).

Metody vyuzivajici tepelné oSetieni vykazovaly v nékterych ohledech mirné nedostatky.
V piipadé metody vyuZzivajici oSetfeni vzorku stolice teplotou 60 °C po dobu 60 minut,
dochazelo ziejm¢ k nedostatecné eliminaci nesporulujicich bakterii, jejichz nasledna
piitomnost znesnadiovala ¢i neumoziovala izolaci sporulujicich bakterii. Mezi bakterie, které
piezily tuto oSetfujici metodu, patfily nekteré druhy laktobacilii, streptokokt, enterokokl a
ruminokokut. Studie dle Appert et al. (2020) vyuzivala rovnéz k obohaceni sporulujicich
bakterii tepelny stres, konkrétné 80 °C po dobu 20 min. Rovnéz zde byla zaznamenana vysoka
mira enterokoki, ktera byla zdivodnéna jejich schopnostni odolavat tepelnému stresu skrze
mnohé regulacni systémy a diky fekalni matrici, kterd jim mohla poskytnout dodatecnou
ochranu (Appert et al. 2020). Metoda vyuzivajici teploty osetieni 80 °C po dobu dvaceti minut
se zdala byt v naSem testovani vzhledem ¢etnym nulovym detekcim nartstu kolonii, piedevs§im
u vzorkl se subkultivaci, nadmérné stresujici. V tomto piipadé¢ by mohla pomoct kultivace
vzorkl v pfitomnosti taurocholatu sodného, ktery by podpofil vykliceni endospor (Appert et al.
2020). Nicméné pouze u vzorkll oSetfenych touto metodou se podatilo identifikovat C.
jeddahense, jejiz pfitomnost se ve vzorcich oSetfenych jinou metodou neprokazala. Je vsak
dilezit¢ mit na paméti, ze vybér kolonii k izolaci je Cisté z&visly na usudku laboratorniho
pracovnika, ktery kolonie izoluje na zaklad¢ jejich rozdilnych charakteristik.

Z hlediska izolace DNA sporulujicich bakterii pfimo ze vzorka stolice a jeji nasledné
identifikace se jako efektivnéjsi jevi metoda nevyuzivajici kultivaci, ktera byla pouzita ve studii
Avershina et al. (2020). Jedna se o metodu vyuzivajici dvoufazovy purifikacni proces, kdy jsou
nejprve pomoci ethanolu zniCeny vegetativni formy bunék a nasledné je jejich DNA
eliminovano ethidium monoazidem. Rezistenti DNA je posléze charakterizovano pomoci
sekvence genu pro 16S rRNA (Avershina et al. 2020). Na druhou strahu, diky metodé zahrnujici
kultivaci mdme moZznost ziskat Cisté bakteridlni izolaty, se kterymi je nadale mozno pracovat a
nadale je charakterizovat. Podafilo se nam napfiklad izolovat cistou kulturu Flavonifactor
plautii, o jejimz ptisobeni jako bakterie stievni miktobioty ¢loveéka nebylo doposud mnoho
zjisténo, nicméné dosavadni studie naznacuji, ze by F. plautii mohla vykazovat probiotické
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uc¢inky. Dle zjisténi Ogita et al. (2020) by F. plautii mohla byt v budoucnu vyuZzivana jako
protialergicky ptisobici probiotikum (Ogita et al. 2020) ¢i jako podpiirné probiotikum pfi 1écbé
zanétlivych onemocnénych strev dle Mikami et al. (2021).
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[ Zavér

Primarnim cilem této prace bylo analyzovat pfitomnost endosporulujicich bakterii,
predevsim klostridii, ve stfevni mikrobioté kojence a jejich vyskyt uvést do souvislosti
S vnitfnimi a vnéj§imi faktory, které mohly mit na kolonizaci vliv.

Hypotéza se do znacné miry potvrdila. Je evidentni, Ze populace endosporulujiich
bakterii, jez byly pfevdzné zastoupeny klostridiemi, se s rostoucim vékem ditéte stava
rozmanitéjsi. Ve vzorcich odebranych béhem 1. mésice zivota kojence byly identifikovany
pouze dva druhy klostridii, nicmén¢ jiz béhem nasledujicich dvou mésicti doslo k identifikaci
dal$ich 4 klostridiadlnich druhti, pticemz tento trend trval az do 9. mésice véku. Kolonizace C.
butyricum, C. difficile, C. tertium a C. paraputrificum je ziejmé spojena s kojeneckou vyzivou,
kterda byla spole¢né¢ matefskym mlékem kojenci poddvana jiz od prviho mésice narozeni.
Zvyseny pocet identifikaci C. perfringens v prvnich dvou mésicich by mohl souviset
s vyskytem kolik, se kterymi se v dané dobé kojenec potykal. Od 6. mésice Zivota, kdy zacal
kojenec aktivné lézt, se ve vzorcich se znacala se zna¢nou pravidelnosti objevovat C. ramosum.

Osetiujici metody obohacujici vzorky stolice o ethanol a teplu rezistenti bakterie se
ukazaly byt u¢inné. Niméné ve vzorcich stolice obdebranych béhem 10. az 12. mésice Zivota
kojence zaCaly 1 navzdrory oSetfeni pfevazovat nesporulujici bakterie, pfedevSim laktobacili,
enterokoky a streptokoky ¢i druhy bakterii, které nebylo mozné identifikovat. Zdokonaleni
dosavadnich metod ¢i hledani novych zpisobu, jak efektivné izolovat sporulujici bakterie, by
mohlo byt pfedmétem studii zajimajicich se v budoucnu o podobnou problematiku.
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9 Samostatné prilohy

CELKOVE POCTY MIKROORGANISMU [log KTJ/g]
KULTIVACE PRIMA KULTIVACE SUBKULTIVACE
MEDIUM WSP BHI WSP BHI
| 60|80 60 | 80
METODA OSETRENi | °C | °C |EtOH| °C | °C |EtOH |60 °C |80 °C | EtOH | 60 °C | 80 °C | EtOH

1. 9,75 /8,10 | 7,88 | 7,49 | 7,99 | 7,86 | - - - - - -
2. 6,55 | 6,99 | 7,50 | 8,07 | 7,94 | 7,69 | 12,86 | 10,61 | 12,89 | 12,54 | 13,00 | 12,65
3. 6,92 (4,69 | 7,09 | 6,65 (8,39 | 7,79 [10,66 | nd |10,10|10,55| nd | 9,26
4, 7,66 | 7,96 | 7,56 | 6,03 6,90 | 6,14 [11,27| nd | 7,16 |11,61| nd | nd
5. 7,87 | 7,54 | 6,50 | 7,80 | 7,72 | 7,60 (11,07 | 13,04 | 11,21 |11,24|11,13 | 11,99
6. 7,48 7,18 | 7,60 | 7,59 | 8,06 | 7,47 [12,12| nd | 8,27 |10,19| nd | 6,97
7. 6,32 (492|612 |7,83|7,89| 7,76 [12,80| nd | 9,16 |12,66| nd | 9,71
8. 575| nd | 5,24 |6,45| nd |5,32 (12,83| 9,15 |13,00|12,72| nd |11,58
9. 6,42 (6,95 | 7,93 | 6,61 (6,73 | 6,76 [12,63|12,81| 9,23 |11,08|10,42| nd
10. 546 (4,12 | 7,02 |599 | nd | 5,14 [13,05| nd |12,04|11,25| nd |11,56
11. 5,78 | 6,83 | 6,66 | 6,43 7,07 | 8,13 [11,29 10,51 | 9,42 |11,45|10,55 | 9,95
12. 5,32 (6,09 | 509 | 7,98 (6,21 | 7,04 [12,81| nd |13,00]12,95| nd |13,02

Ptiloha ¢ 1. — Celkové po¢ty mikroorganismi. U vzorki se subkultivaci, jeZ byly odebrany

béhem 1. mésice Zivota, chybi data.
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