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Kolonizace traviciho traktu bifidobakteriemi

Souhrn

Tato diplomova prace pojednava 0 faktorech ovliviiujici kolonizaci traviciho traktu
mlad’at savct. Gastrointestindlni trakt je osidlen velkym mnozstvim bakterii vyskytujicich se
pievazné Vv tlustém stfevé. Toto bakterialni osidleni se nazyva mikrobiota. Slozeni mikrobioty
je pro kazdého jedince specifické a rozviji se bezprostiedné po narozeni. Bifidobakterie tvofi
dominantni ¢ast mikrobioty kojencti a patii tak mezi dilezité kolonizatory, které pozitivné
ovliviiuji zdravi jedince. Zplusob porodu a druh vyzivy jsou zdsadnimi faktory ovliviujici
pocateéni kolonizaci. Oligosacharidy mateiského mléka podporuji rast prospésnych
bifidobakterii. Vné&jsi faktory jako stravovaci navyky, probiotika, uzivani 1éku, zejména
antibiotik, ale i pfibyvajici vék ovliviiuji mnozstvi bifidobakterii v té€le matky, ale i u jinych
dospélych jedincu. Nejen bifidobakterie, ale spravné mikrobialni osidleni podporuje funkci
imunitniho systému a plni fadu dilezitych funkci, jako je napfiklad syntéza vitamini, ochranna
bariéra proti patogenim a tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA). Vzhledem
K jejich pozitivnimu ptsobeni je snaha o jejich perzistenci.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit, zda mize byt mléko matky zdrojem bifidobakterii
pro kolonizaci traviciho traktu potomka. Na zakladé testovani probiotickych vlastnosti byl pro
tento experiment vybran vhodny kmen Bifidobacterium animalis spp. Animalis, ktery byl
zkouman u krav. Tyto bifidobakterie byly rifampicin rezistentni mutanti, ktefi jsou snadno
rozeznatelni pii kultivacni analyze. Diky nim lze sledovat vSe, co bylo touto bakterii
kolonizovano. Kravy byly rozdéleny na dvé skupiny. Obéma skupinam matek bylo podavano
kysané mléko s kmenem rifampicin rezistentnich bifidobakterii po dobu 4 dnii pied otelenim.
Prvni skuping krav bylo tele okamzité po porodu odebrano a nakrmeno mlezivem jiné kravy,
kterym nebyly bifidobakterie podavany. Druhé skupiné krav byla telata ponechana po dobu 24
hodin a bylo jim umoznéno sat mlezivo pfimo od matky. Od matek byly nasledné odebrany
vzorky z tlamy, vaginy, vykald a matefského mléka, u telat byly vzorky odebrany pouze z tlamy
a vykali. Kultivacni metodou byly déle stanoveny celkové pocty anaerobnich bakterii,
bifidobakterii, laktobacilti, Escherichia coli, koliformnich bakterii a rifampicin rezistentnich
bifidobakterii.

Zjisténi diplomové prace bylo, ze bifidobakterie podavané kravam pred otelenim se ve
vétSi mife nedostaly do mléka matek. TudiZz mléko nemohlo byt vyznamnym zdrojem
bifidobakterii a neovlivnilo tak mikrobiotu telete. Pravdépodobnéji byl zdrojem bifidobakterii
u telat travici trakt matky nez jeji mléko.

Kli¢ova slova: Bifidobakterie; travici trakt; mléko; kolonizace; stfevni mikrobiota.



Colonization of gastrointestinal tract by bifidobacteria

Summary

This diploma thesis deals with factors influencing the colonization of the digestive tract
of mammalian calves. The gastrointestinal tract is populated by a large number of bacteria
occurring mainly in the large intestine. This bacterial colonization is called microbiota. The
composition of the microbiota is specific to individuals and develops immediately after birth.
Bifidobacteria form the dominant part of the microbiota of infants and are thus among the
important colonizers that positively affect the health of the individual. The method of delivery
and the type of nutrition are fundamental factors influencing the initial colonization. Breast
milk oligosaccharides support the growth of beneficial bifidobacteria. External factors such as
eating habits, probiotics, the use of drugs, especially antibiotics, but also increasing age affect
the amount of bifidobacteria in the body of the mother, but also other adults. Not only
bifidobacteria, but proper microbial colonization support the function of the immune system
and perform many important functions, such as vitamin synthesis, protective barrier against
pathogens, and the formation of short-chain fatty acids (SCFA). Due to their positive effect,
there is an effort for their persistence.

The diploma thesis aimed to verify whether the mother's milk can be a source of
bifidobacteria for colonization of the digestive tract of the offspring. Based on testing of
probiotic properties, a suitable strain of Bifidobacterium animalis spp. animalis was selected
for this experiment, which has been studied on cows. These bifidobacteria were rifampicin
resistant mutants that are readily recognizable in the culture assay and can be easily monitored.
The cows were divided into two groups. Both groups of mothers were given sour milk with a
strain of rifampicin resistant bifidobacteria for 4 days before calving. In the first group of cows,
the calf was removed immediately after birth and fed the colostrum of another cow to which no
bifidobacteria had been administered. The second group of cows was left with calves for 24
hours and allowed to suck colostrum directly from the mother. Samples were then taken from
the mother‘s mouth, vagina, feces, and breast milk, in calves samples were taken only from the
mouth and feces. The total numbers of anaerobic bacteria, bifidobacteria, lactobacilli,
Escherichia coli, coliform bacteria and rifampicin resistant bifidobacteria were further
determined by the culture method.

The finding of the diploma thesis was that bifidobacteria administered to cows before
calving did not get into the milk of mothers to a greater extent. Therefore, milk could not be a
significant source of bifidobacteria and thus did not affect the calf microbiota. The mother's
digestive tract was more likely to be the source of bifidobacteria in calves than her milk.

Keywords: Bifidobacteria; digestive tract; milk; colonization; intestinal microbiota.
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota je bakterialni osidleni traviciho traktu. Souvislosti mezi stfevni
mikrobiotou a zdravim hostitele se vénuje mnoho rtiznych studiii a bylo prokazéano, ze vyvazena
sttevni mikrobiota ma pozitivni G€¢inky na funkci imunitniho systému. Tyto bakterie plni fadu
dalezitych funkci, jako naptiklad: tvorba vitamini, SCFA, ochranou bariéru proti patogeniim a
udrzuji imunitni systém v rovnovaze. Bakterialni slozeni je ovlivnéno fadou rtiznych faktora
faktorti ovliviujicich zdravi jedince Vv prubéhu jeho Zivota. Zpusob porodu a druh vyzivy jsou
nejpodstatnéjsi a determinuji spravné formovani mikrobioty. Mezi prvnimi bakteriemi, které
kolonizuji gastrointestinalni systém, zdravého jedince, patii bifidobakterie a tvofi dominantni
¢ast mikrobioty kojenct. Plni fadu dulezitych funkci a brani kolonizaci patogennich bakterii.

V prub¢hu Zivota dochazi k poklesu mnozstvi bifidobakterii v téle a zacinaji prevladat jiné
druhy. Vngjsi faktory jako stravovaci navyky, uzivani 1€k, zejména antibiotik, ale i starnuti
ovliviiyji jejich mnozstvi v tél€. Proto jsou bifidobakterie soucasti probiotik a jsou vedeny
neustalé snahy o jejich udrzeni v gastrointestinalnim traktu.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Mléko matky je zdrojem bifidobakterii pro mlade. Uvadi se, ze ke kolonizaci
traviciho traktu bifidobakteriemi nedochazi pouze prostfednistvim porodnich cest a stievni
mikrobioty, ale také mlékem matky.

Cilem diplomové prace bude ovéfit, zda mize byt mléko matky zdrojem bifidobakterii
pro kolonizaci traviciho traktu.



3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiota savcu

Pojem stievni mikrobiota se pouziva pro mikroogranismy obyvajici travici trakt
zivocicht. Mikrobi pievazné osidluji sliznici tenkého, a pfedevsim tlustého stieva. Jedna se
0 slozita mikrobialni uskupeni, které jsou unikatni pro kazdého jedince (Rajili¢-Stojanovic et
al. 2013). Na mikrobiotu se da pohlizet jako na samostatny organ, jelikoz ma i zna¢ny vliv na
fyziologickou regulaci. Mikrobiota piedstavuje ekosystém, ktery ma vyznamny vliv na fyzické
1 duSevni zdravi daného jedince. Pfispiva k formovani imunitniho systému a poskytuje pfimou
bariéru proti patogentim (Doré & Corthier 2010). Ve studii Degruttola et. all (2016) dokazali,
ze nevhodné mikrobialni osidleni, mize hrat zasadni roli ve vzniku civiliza¢nich chorob. Mezi
tyto choroby patii alergie, zdnétlivd onemocnéni stiev, ptipadné metabolické a degenerativni
poruchy. BohuZzel, vyskyt téchto nemoci se v soucasné dobé zvysuje (Doré¢ & Corthier 2010).

V dnesni dobé& se pohlizi na stfevni komenzalni mikrobiotu jako na sloZitou populaci
mikroorganismu, které udrzuji symbioticky vztah s hostitelem. Tato interakce pfinasi hostiteli
vyhody, mezi které patii adaptivni tvorba imunitniho systému a udrzovani jeho homeostazy.
Komenzalni mikrobiota, stimulujici reakce riznych Casti imunitniho systému muze timto
ovlivnit zdravotni stav hostitele. Vztah hostitel — mikrobiota se vyvinul tak, ze je pfinosnym
pro ob¢ strany a jakékoliv jeho zmény mohou vést k onemocnéni (Fung et al. 2012; Cox et al.
2014). Diive se pohlizelo na mikroby velmi omezené, braly se v potaz pouze patogenni vlivy,
které zpusobuji infekéni nemoci. Ackoliv Ilja Meénikov (Metchnikoff & Mitchell 1910) pted
vice nez 100 lety teoretizoval nad kladnym pfinosem bakterii, ziskanych konzumaci mlé¢énych
kysanych produkti. Tyto bakterie maji pfiznivy vliv na zdravi a pfispivaji dlouhovékosti.
K intezivnéjSimu rozmachu vyuziti bakterii pro obohaceni traviciho traktu doSlo teprve
Vv poloving 90. let 20. stoleti (Mackowiak 2013).

Mikrobiota dynamicky interaguje s hostitelskym prostiedim, jedna se o stale se ménici
ekosystém (Costello et al. 2012). Prvotni formovani mikrobioty probiha pfi porodu, kdy jedinec
je poprvé vystaven mikroorganismim. Zpusob porodu je tedy zasadni pro primarni kolonizaci
traviciho traktu. Druh vyzivy a obecné strava je dilezitym faktorem pro utvéfeni stabilni stievni
mikrobioty. Existuji 1 dalsi faktory, které maji zna¢ny vliv na mikrobiotu, mezi n€ patii napf.:
¢asu (Uhr et al. 2019). Pochopenim vlivu faktord nam pomiize mikrobiomem manipulovat za
ucelem zkvalitnit zdravi jedince. ZjiSténim za jakych podminek a jakym zplsobem urcité
faktory narusuji ptirozeny vyvin mikrobioty mtizeme ptedejit uréitym nemocem (Mueller et al.
2015).

Vyskyt nékterych rodii je spojovan se zdravim nebo nemoci. Napftiklad kolonizace
stfevniho traktu bakteriemi rody Lactobacillus a Bifidobacterium ma bariérovy Gcinek a chrani
hostitele pied patogeny (Mitall & Garg 1995; Garcia-Lafuente et al. 2001). Naproti tomu druhy
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia a Streptococcus viridans zvysuji stievni propustnost.
ZvySeni propustnosti muize vést k nevhodnym imunitnim reakcim, které vedou



k onemocnéni (Irvine & Marshall 2000). Tim padem ovlivnéni vyskytu téchto rodd vede ke
zhorseni nebo zlepSeni zdravotniho stavu (LEE 2013).

Stifevni mikrobiom je soubor gent (genom) mikrobioty, jedna se tedy o0 veskeré geny
mikroorganismu zijicich ve stfevech jedince (Turnbaugh et al. 2007). Baquero &
Nombela (2012) tvrdi, ze pocet genu, ktery obsahuje na$ mikrobiom pievySuje vice nez
stonasobné pocet lidskych gent.

Lidska stirevni mikrobiota

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) obsahuje obrovskou $kalu aerobnich a anaerobnich
bakterii, které interaguji ve slozitém ekosystému (Monreal 2005). Identifikace jednotlivych
bakterialnich populaci vyzaduje komplexni analyzy. Ukéazalo se, ze kazda cast
gastrointestinalni traktu obsahuje jedine¢né bakterialni osidleni (Hillman et al. 2017). Piehled
bakterialnich zastoupeni v rliznych castech gastrointestindlniho traktu viz obrazek 1.
Nasledujici kapitola se bude zamétovat prevazné na stievni mikrobiotu.

VétSina oralnich bakterii putujicich do zaludku byva zni¢ena zalude¢nimi kyselinami.
Nizké pH a rychly prichod traveniny nejsou pfiznivé pro rozvoj mikroorganismd, proto byvaji
bakterialni koncentrace v zaludku mensi nez 10* kolonii tvoficich jednotek (KTJ) v1 ml.
Mikrobiota zaludku je grampozitivni a aerobni. Nejcastéji izolované jsou zde streptokoky,
stafylokoky a laktobacily (Tiihonen et al. 2010).

Tenké stfevo tvoii pfechodovou zoénu mezi fidce osidlenym Zaludkem a hojné
osidlenym tlustym stfevem. Bakterialni koncentrace ve dvanactniku je 10% az 10* KTJ/ml
a prevladaji zde streptokoky, stafylokoky a laktobacily. Rody Veillonella a Actinomyces jsou
také Casto izolované, zatimco koliformni bakterie a jiné anaerobni bakterie se nachazeji
v nizsich koncentracich. V distalnim ileu zadinaji gramnegativni bakterie pievySovat pocet
grampozitivnich organismti. Koliformni bakterie jsou trvale pfitomny a anaerobni bakterie rodu
Bacteroides, Bifidobacterium, Fusobacterium a Clostridium se vyskytuji v podstatnych
koncentracich (Tiihonen et al. 2010). ZvySujici se pocty striktné anaerobnich bakterii jsou dany
snizujicim se redoxnim potencialem. Tento redoxni potencial sniZuji aerobni a fakultativné
anaerobni bakterie tim, Ze spotfebovavaji kyslik. Distdlné od ileocekalniho svérace se
bakteridlni koncentrace prudce zvysuji.

V tlustém stfevé je bakterialni koncentrace 10! az 102 KTJ/ml. Anaerobni bakterie
Actinobacteria. Pifevladajicimi rody jsou Bacteroides, Bifidobacterium a Eubacterium.
Vyskytuji se zde také anaerobni grampozitivni koky, klostridie, enterokoky a rizné rody celedi
Enterobacteriaceae (Tiihonen et al. 2010).
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Zaludek

<104 KTJ/ml
Streptococcus
Lactobacillus
Staphylococcus
Helicobacter pylori

Dvanacnik
103-104KTJ/ml
podobné jako v
Zaludku

+ Veilonella

+ kvasinky
Tracnik
1010-1011 KTJ/ml
Bacteroides
Bifidobacterium

Lacnik
103-10° KTJ/ml
podobné jako v dvanactniku

Kycelnik
107-108 KTJ/ml
Bifidobacterium

Clostridium .

Rumi Bacteroides
uminococcus _

Peptostreptococcus Vellon.e/.la

Eubacterium Clostridium

Faecalibacterium Enterobacteriacea

Streptococcus

Obrazek 1: Bakterialni zastoupeni intestinalni mikrobioty v riznych ¢astech gastrointestinalniho traktu
(Tiihonen et al. 2010).

3.2 Faktory ovliviiujici sloZeni mikrobioty traviciho traktu

Slozeni stfevni mikrobioty je ovlivnéno nejen pocatecni kolonizaci traviciho traktu, ale
také dalsimi faktory jako jsou vek, vliv stravy v pozdéjSim véku, antibiotika a je zde zminéna
I teorie enterotypd. Tyto jednotlivé vlivy jsou popsany v podkapitolach nize.

3.2.1 Formovani stievni mikrobioty — Kolonizace traviciho traktu

Kolonizace stfeva zac¢ind narozenim a pokracuje béhem rané faze Zivota za vzniku
sttevni mikrobioty, ktera je u kazdého jednotlivce odlisna (Salminen & Isolauri, 2006).
Ptredpoklada se, Ze béhem standardniho t€hotenstvi je prostiedi délohy matky bez ptitomnosti
bakterii. Tento pfedpoklad vSak vyvraceji studie, které se zabyvaji pritomnosti mikrobu
v plodové vodé (Oh et al. 2010), pupecnikové krvi (Jiménez et al. 2005), plodové
membrané (Steel et al. 2005) a placenté (Stout et al. 2013) u zdravych téhotnych zen, které
porodily vaginalni cestou nebo cisafskym fezem. Predmétem pro diskuzi tedy zGstava otazka,
jestli je plod opravdu sterilni a je potieba toto tvrzeni podrobné&ji prozkoumat. Je nutna opatrnost
pii interpretaci vysledku téchto studii, protoze riziko kontaminace sterilnich vzorki bez bakterii
je velmi vysoké. Jelikoz tyto studie vyuzivaji pro sekvenovani vzorktl s nizkou mikrobialni
biomasou (jako jsou prave vzorky placenty a jiného nitrodélozniho prostiedi) vysoce vykonné
analyzatory (Mueller et al. 2015).
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K masivni bakterialni kolonizaci novorozence dochazi pii porodu. Zptisob porodu je
povazovan za dulezity faktor ovliviiujici slozeni stievni mikrobioty (Musilova et al. 2015).
Vaginalné narozeni jedinci ptichazeji do styku s vaginalni, fekalni a kozni mikrobiotou matky.
Béhem vaginalniho porodu dominuji Kkolonizaci bakterie fadu Enterobacteriales,
Lactobacillales, ale také Bifidobacteriales, 1ze vidét na obrazku 2. Konkrétné pievazuji rody
jako Lactobacillus a Prevotella. Pravé fakultativné anaerobni rod Lactobacillus spotiebovava
zbytky kysliku, ktery se vyskytuje ve sttevech novorozence a pfipravi tak vnitini prostiedi pro
osidleni dal$imi bakterialnimi druhy. Navic vytvaii kyselé prostiedi a zabraiiuje osidleni
patogeny (Dominguez-Bello et al. 2010; Biasucci et al. 2010).

B Ostatni
. B Enterobacteriales
Selenomonadales
e B Clostridiales
B Lactobacillales
rerararon e MW Bacillales
Bacteroidales
o T Actinomycetales
| .

100

Relativni mnoZstvi %
I (=) £
= [ [’

[t
=

B Bifidobacteriales

=

VP CP
(n=20)  (n=16)

Obrazek 2: Procentualni zastoupeni bakterii u déti narozenych vaginalnim porodem a déti narozenych
cisafskym porodem (Akagawa et al. 2019).

Naproti tomu u cisafského fezu nejsou jedinci piimo vystaveni matefskym mikrobtim.
Timto narozenim je novorozenec ochuzen o pfirozenou kolonizaci sliznic z poSevni flory
z kize matky, nemocni¢niho prostiedi a personalu (Bokulich et al. 2016). Proteobakterie
a bakterie kmene Firmicutes byly uvadény jako hlavni kmeny zastoupené béhem prvnich dnt
zivota. Z grafu na obazku vyse je zfetelné, Ze majoritnim fadem bakterii jsou Lactobacialles.
Ptri¢emz aktinobakterie se objevovaly ve vykalech déti narozenych cisaiskym fezem v 7 az 15
dnu po narozeni (Del Chierico et al. 2015). Jedinci narozeni cisaiskym fezem také vykazuji
nizsi bakterialni diverzitu stfevni mikrobioty a rody Bifidobacterium a Bacteroides se u nich
vyskytuji v nizSich poctech. Zatimco jsou ve vétSim mnoZzstvi kolonizovany nékterymi
bakteriemi Clostridium, naptiklad Clostridium difficile (Penders et al. 2006; Jakobsson et al.
2014). Ve studii Shao et al. (2019) bylo zaznamenano vyssi zastoupeni nékterych patogennich
bakteriii. Konkrétné se jednalo o druhy Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumoniae a Clostridium perfringens. Do styku stémito bakteriemi pfisli
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novorozenci v nemocni¢nim prostiedi, jelikoz déti narozené cisafskym fezem travi Casto vice
¢asu po porodu v nemocnici.

Vyvoj sttevniho mikrobiomu novorozence se stava riiznorod¢jsim a druhoveé bohat$im
s tim, jak dité pfichazi do styku s bakteriemi z riznych zdroja. Podle studie (Stewart et al. 2018)
se stievni mikrobiom ustaluje zhruba ve véku 3 let. V této stabilni fazi tvofi mikrobiom
predevsim zastupci kmene Firmicutes.

Oba zpiisoby porodl nesou své vyhody i nevyhody. Bezpecnost matky a ditéte je vSak
pti porodu prioritou. Piestoze je obvykle vaginalni porod upiednostiiovany, pokud je vaginalni
porod ze zdravotnich divodd nepfiméfené rizikovy, tak je nutné pfistoupit k cisaiskému
fezu (Chen & Tan 2019).

3.2.2 Druh vyzivy

Druh vyzivy je dal§im vyznamnym faktorem urcujicim, jaké mikroorganismy budou
cetngjsi a jaké méné. Stale jsou zkoumany rozdily ve sttevnim mikrobidlnim sloZeni u kojenct
plné kojenych a kojencti na umélé vyziveé (O’Sullivan et al. 2015).

U déti krmenych matefskym mlékem bylo prokazdno, Zze maji stabilngjsi
a rovnomernéjsi procentualni zastoupeni jednotlivych druht bakterii v travicim traktu (TT) ve
srovnani S jedinci krmenymi kojeneckou vyzivou (Bezirtzoglou et al. 2011). Matetské mléko
je zdrojem latek, nezbytnych pro spravny vyvoj novorozencl. Obsahuje proteiny, lipidy,
sacharidy (laktoza, galaktoza a oligosacharidy) a také dulezité protilatky. Sacharidy matefského
mléka podporuji rist prospéSnych mikrobii konkrétné bifidobakterii. Mateiské mléko
podporuje prirozeny vyvoj stfevni mikrobioty a imunitniho systému jedince. Déti kojené
matefskym mlékem mély ve svém stievni mikrobioté vyssi zastoupeni probiotickych
bifidobakterii a laktobacilii. Identifikované druhy byly piedevsim Lactobacillus johnsonii,
L. gasseri, L. paracasei, L. casei L. rhamnosus a Bifidobacterium longum ssp. longum (Harder
et al., 2005; Adlerberth & Wold 2009; Bickhed et al., 2015). Prokazany druh bakterie byl
i Staphylococcus epidermis, ktery se do gastrointestinalniho traktu (GIT) déti dostal pii sani
mléka z matéiny pokozky (Lee et al. 2015).

Existuji studie, které tvrdi, Ze stfevni mikrobiota kojenych jedincii vykazuje niZ$i
rozmanitost nez u jedincti krmenych kojeneckou vyzivou (Bezirtzoglou et al. 2011).

U kojencti na umélé vyziveé se rozvijeji jiné druhy sttevnich bakterii. U téchto kojencti
1ze nalézt odlisn€ mikrobidlni vzorce ve stfeveé nez u kojencti plné€ kojenych. VEtsi rozmanistost
zpisobuje, ze jedinci na umélé vyzivé dosahuji podobnosti mikrobioty dospélych mnohem
diive (Bickhed et al. 2015). Bifidobakterie jsou nejvice zastoupenym rodem u kojenct plné
kojenych i kojenct na umélé vyzivé (Fanaro et al., 2003; Fallani et al., 2010; Bezirtzoglou et
al., 2011). Mezi bifidobakterie, které jsou shodné u kojencii i jedinci na umélé vyzivé jsou
Bifidobacterium breve, B. adolescentis, B. longum ssp. longum a B. bifidum. Typickym
zastupcem u kojenct je B. longum ssp. infantis, zatimco Bacteroides fragilis je typicky pro
jedince zivené umélou vyzivou (Mackie et al., 1999; Penders et al., 2006). Enterobakterie a rod
Bacteroides piedstavuji dvé nejcastéji nalezené bakterie po bifidobakteriich u obou druhi
vyzivy (Harmsen et al., 2000; Fanaro et al., 2003; Fallani et al., 2010). Jedinci ziveni um¢lou
vyzivou maji rozmanit&jsi stfevni mikrobiotu, ve které se vice objevuji stafylokoky,
Bacteroides spp., klostridie (C. paraputrificum, C. perfringens, C. clostridiiforme, C. difficile,
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and C. tertium), enterokoky (E. faecalis), enterobakterie a rod Atopobium (Penders et al., 2006;
Martin et al., 2016).

3.23 Vék

Zatimco mikrobiom ztlistava relativné stabilni po cely dospély zivot, existuji dvé obdobi
zivota, pfi kterych je mikrobiota mén¢ stabilni — Casny Zivot a stafi. V prvnich letech Zivota
existuji rizné faktory, které ovliviiuji vyvoj mikrobioty a byly popsany vyse. Pfiblizné po tfetim
roce zivota zistava relativni podil zastoupenych mikrobidlnich taxont vétSinou stabilni, ale
slozeni mikrobioty lze v pribéhu casu meénit zejména stravou, ale i uzivanim rdznych
1¢kt (Faith et al. 2013). U starSich osob bylo zjisténo, ze slozeni mikrobioty ma odlisné
bakterialni druhy ve srovnani s primérnym mikrobiomem zdravych dospélych (Odamaki et al.
2016). Samotné starnuti ma relativné maly vliv na celkovou stievni funkci. Rozdil v mikrobioté
byvéa spojovan s procesy souvisejicimi s vékem jako je snizend pohyblivost, hospitalizace
auzivani 1éku (Zapata & Quagliarello 2015). Jednim z nejcastéjSich problému u starSich
jedinct je nevyvazena strava. V disledku snizeného zvykani a chutovych vjemu, zejména
Cichu, star$i lidé konzumuji obvykle niz$i mnozstvi vlakniny (Laurin et al. 1994) nebo
neskrobovych sacharidi, které snizuji mikrobialni fermentaci v tlustém stievé. Naproti tomu
zvySeny mikrobidlni rist v tenkém stieveé zplisobeny snizenou sekreci kyselin v zaludku miize
vést k malabsorpci Zivin a vitamint (Elphick et al. 2006).

Studie zabyvajici se mikrobiotou u starnoucich jedinct dosly ke spornym vysledkiim.
Ve studiich Hopkins et al. (2001) a Claesson et al. (2011) byl u starSich pacientll zaznamenan
pokles bifidobakterii a laktobacilt se zvySenim pocétu Bacteroides spp. a fakultativnich
anaerobti. Naproti tomu v jiné studii uvadéli vyssi hladiny Ruminococcus a nizsi hladiny
eubakterii a Bacteroides spp. (He et al. 2003) s vyssimi hladinami bifidobakterii ve srovnani
s mladsimi prot&jsky (Harmsen et al. 2000). A Zadné rozdily nebyly zaznamenany mezi star§imi
a mladSimi jedinci, s vyjimkou vys§iho poctu aerobid u starSich osob ve studii Tiihonen et
al. (2010).

Dalsi studie se také zabyvaly rozdily v mikrobioté u starSich jedincii v zavislosti na
zemi, ve které Ziji. U malé populace starSich italskych jedincii bylo pozorovano zvySeni rodu
Faecalibacterium a hladina rodu Bacteroidetes se nezménila (Biagi et al. 2010). Naopak ve
velké skupiné irskych seniori rody Bacteroidetes a Faecalibacterium vyrazné
vzrostly (Claesson et al. 2011). Ve vyse zminéné skupiné Italti nebyly zjistény Zadné rozdily
Vv mikrobioté pii srovnani mladych dospélych (30 let) a starSich (70 let). Naopak ve stejné
skuping¢ stoletych jedinct vysledky vykazovaly odlisné slozeni jejich mikrobioty. Zatimco
kmeny Bacteroidetes a Firmicutes byly stale pfitomny v mnoZstvich srovnatelnych s hladinami
mladsich dospélych, byl patrny pokles rodu Clostridium a narist bacilt (Biagi et al. 2010).
Navic narGst Proteobakterii, takzvanych ,pathobiontd, pozorovany u seniori muze
vysvétlovat vysokou frekvenci infekci (Pédron & Sansonetti 2008).

3.2.4 Vliv stravy na mikrobiotu

Vyznamné zména nastava pii prechodu z kojeni na konzumaci pevné stravy. Stravovani
je faktor, ktery nepochybné ovlivituje slozeni stievni mikrobioty. Stravovani poskytuje Ziviny
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jak pro hostitele, tak i pro bakterie GIT. Bakterie maji riizné genetické vybaveni pro vyuziti
riznych substrat (Scott et al. 2008). Nékteré bakterie vyuzivaji sacharidy jako primarni zdroj
energie. Pokud sacharidy v prostfedi nejsou, tak bakterie nerostou (Apajalahti 2005).
Doplnovani stravy prebiotiky, jako je inulin a fruktooligosacharidy mohou podporovat rust
specifickych skupin bakterii, véetné bifidobakterii (Gibson 1999).

Nestravitelné sacharidy (oligosacharidy matei'ského mléka, inulin
a fruktooligosacharidy), nerozpustné komplexni sacharidy podporuji rist rodia Bacteroides,
Bifidobacterium a Clostridium. Nestravené bilkoviny podporuji rust rodu Bacteroides
a Clostridium. Naopak tuk mozna snizuje poCty bakteriii patficich do rodi Bacteroides,
Clostridium a Bifidobacterium; zatimco polyfenoly obecné potlacuji rody Bacteroides
a Clostridium, ale zvysuji pocty rodu Bifodobacterium. Z toho vyplyva, ze stravovaci navyky
mohou byt hlavnim determinatem urcujici sloZeni stfevni mikrobioty (LEE 2013). Pomoci
upravy stravy lze vyvolat zmény ve stfevni mikrobioté.

Nestravitelné sacharidy — vlaknina

Vlaknina jsou bud’ polysacharidy s minimalné 10 monomernimi jednotkami (MJ), nebo
oligosacharidy obsahujici mezi 3-9 MJ. Polysacharidy se dale déli na neskrobové polysacharidy
a rezistentni $krob. Oligosacharidy zahrnuji rezistentni oligosacharidy, jak je uvedeno na
Obrazku 3.

Vldknina potravy

Oligosacharidy Polysacharidy

Rezistentni oligosacharidy Neskrobove Rezistentni skrob (RS)
+ rozpustnost ve vodé polysacharidy - rozpustnost ve vodé
+ fermentovatelnost +/- rozpustnost ve vodé + fermentovatelnost
- vizkozita +/- fermentovatelnost - Viskozita
* Fruktooligosacharidy +/- viskozita * RStypul
» Galaktooligosacharidy * Celuloza * RStypu?2
* Rezistentnidextriny * Hemiceluléza * RStypu3
* Polydextroza * Pektin * RStypu4

* Inulin a fruktany

* Mananya

heteromanany

Obrazek 3: Klasifikace potravinové vlakniny (Myhrstad et al. 2020).
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Vldkninou se rozumi vSechny latky rostlinného pavodu, které nejsou rozklddany
enzymy lidského traviciho ustroji. Vldknina je soucasti obilovin, ovoce, zeleniny, lusténin
a ofecht. VIdknina se deli dle rozpustnosti — na rozpustnou a nerozpustnou vlakninu
Nerozpustna vldknina obsahuje hlavné celulozu, nékteré hemicelulozy, lignin, chitin, chitosan
a vosk. Ovliviiuje stievni peristaltiku a urychluje prichod potravy tlustym stievem. Mezi
vlakninu rozpustnou patii pektiny, né¢které hemicelulozy, glukany, inulin a jiné. Rozpustna
vlaknina snadno absorbuje vodu, je schopna bobtnat a slouzi jako zivina pro stievni bakterie.
Vyznamnym zplUsobem ovliviiuje mikrobiotu tlustého stieva a ma tedy prebiotické
ucinky (Chassard & Lacroix 2013; Deehan et al. 2017; Makki et al. 2018).

Prebiotika jsou nové podle Mezinarodni védecké asociace pro probiotika
a prebiotika (ISAPP) definovana jako substrat, ktery je selektivné vyuzivan hostitelskymi
mikroorganismy, které poskytuji zdravotni pfinos (Gibson et al. 2017). Stimuluji rGst
a metabolické aktivity bakterii v tlustém stievé, a tim zlepSuji zdravi hostitele (Gibson &
Roberfroid 1995). Aby byla prebiotika G¢inna, musi byt odolnd traveni v horni ¢&asti
gastrointestindlniho traktu a byt pfednostné vyuzivdna prospéSnymi mikroby, které jsou
soucasti stfeva tlustého. Fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy jsou dvé dulezité
skupiny prebiotik, které jsou fermentovany rody Bifidobacterium (Manning & Gibson 2004).
Prebiotika maji stejny cil jako probiotika, cozZ je zlepSeni zdravi hostitele formovanim stievni
mikrobioty, i kdyZ jinym mechanismem (Manning & Gibson 2004).

Vlaknina je bakterialni fermentaci pfeménovana na metabolity jako jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA). Mezi SCFA patii kyselina octova, propionova,
maselna. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem dodéavaji energii stitevnim epitelidlnim bunkam,
mohou byt absorbovany do krevniho ob¢hu a ovliviitovat metabolickou regulaci v hostiteli, nebo
slouzi jako substrat pro jiné mikroby (Myhrstad et al. 2020).

Rezistentni Skrob je kvantitativné jeden z hlavnich dodanych komplexnich
polysacharidii prostiednictvim stravy. Lidé vyluCuji enzymy (amylazu a glukoamylazu)
degradujici Skrob, s vyjimkou rezistentniho Skrobu (Ze et al. 2012). Také u neskrobovych
polysacharidi. (NSP), wvcetné polysacharidi rostlinnych bunéénych stén (celuldza,
hemiceluloza, lignin) a nékterych zasobnich sacharidia (pektin a oligosacharidy), dochazi
k fermentaci az v tlustém stievé (De Filippo et al. 2010). U kojenctu byva zdrojem velkého
mnozstvi riaznych oligosacharidi matefské mléko (Marcobal & Sonnenburg 2012).

Monosacharidy a disacharidy jako je laktoza, fruktoza a cukerné alkoholy (sorbitol,
laktitol a dalsi) se také mohou dostat az do tlustého stieva a to pii stievni malabsorpci nebo pti
nadmérné konzumaci téchto cukri, které se Siroce pouzivaji ve zpracovanych potravinach nebo
napojich (Payne et al. 2012).
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Tabulka 1.: Sacharidové substraty a bakterie schopné jejich utilizace (Chassard & Lacroix 2013).

Substrat Bakterialni komenzalové
Rezistentni §krob Ruminococcus, Bacteroides
: , Roseburia, Bacteroides,
Hemiceluloza
Prevotella
Celuloza Ruminococcus, Bacteroides
Pektin Bacteroides, Faecalibacterium
Bacteroides, Roseburia,
Fruktany (inulin a FOS) Faecalibacterium,
Bifidobacterium
MIlécné oligosacharidy Bifidobacterium
Laktéza (pfi malabsorpci) Lactobacillus, Bifidobacterium
Fruktoza (pti malabsorpci ¢i piejidani) Bifidobacterium, Roseburia
Cukerné alkoholy Lactobacillus, Escherichia
Muciny a mukopolysacharidy Akkermansia, Bacteroides
Bifidobacterium, Anaerostipes,

Bakterialni polysacharidy Prevotella

Bilkoviny

V tlustém stfevé podléhaji bakterialnimu rozkladu bilkoviny, které se nestravily
v tenkém stfevu. Zbytkové mnozstvi bilkovin (az 10 %), které se dostane do tlustého stfeva,
zavisi na mnozstvi a druhu zkonzumovanych proteint (Scott et al., 2013). Cast nestravenych
bilkovin slouZzi jako substrat pro rist stievnich bakterii. Mezi tyto bilkoviny fadime elastin,
kolagen a albumin. Jako dalsi substrat pro fermentaci slouzi mucin, nebo také bilkoviny
z odloupanych bunék stfevni sliznice (Salminen et al. 1998). Mucin je glykoprotein
produkovany epitelovou tkani. Slouzi jako zdroj energie i fadé sacharolytickych bakterii, tedy
i bifidobakterii. N&které bifidobakterie, a¢ jsou povazovany za probiotické, mohou svou
mucinolytickou aktivitou uskodit. Mohou rozkladat mucin, oslabit jeho vrstvu a tim i jeho
ochranou funkci. To muze mit za nasledek snadnéj$i pfistup patogenti, toxini a dalSich
Skodlivych latek ke stievni sliznici a ptipadné translokaci (Ruas-Madiedo et al. 2008). Mezi
proteolytické bakterie patii zejména rod Bacteroides (zejména skupina B. fragilis) a také
Clostridium perfringens, propionibakterie, streptokoky, bacily a stafylokoky (Macfarlane et al.
1986).

Fermentace aminokyselin je vyuzivana jako zdroj energie pro bakterie. Dochazi k ni
v distalnim tlustém stfeveé v ¢asti, kde se vyCerpavaji zdroje sacharidt (Hamer et al. 2012). Mezi
druhy preferujici fermentaci aminokyselin mizeme tadit Peptococcus spp., Acidaminococcus
spp., Veillonella spp. a nékteré fusobakterie, eubakterie a klostridie (Macfarlane et al, 1997).
Pii fermentaci aminokyselin dochazi k deaminaci, ktera vede k produkci mastnych kyselin
s kratkym fetézcem (SCFA) a amoniaku (Cummings & Macfarlane 1991; Scott et al. 2013).
Vétsina vyprodukovaného amoniaku se vstieba, metabolizuje V jatrech a vylou¢i se moci.
Pokud neni vstieban, méni strukturu stfevnich tkani a mize pusobit jako karcinogen (Scott et
al. 2013).
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Tuk

) Tuky se pfevazné vstiebavaji v tenkém stieveé. Pii zvySené konzumaci tukii neni
schopné tenké stievo vSechny tuky emulgovat a absorbovat, coz umoziuje jejich vstup do stfeva
tlustého (Igbal & Hussain 2009).

Nékolik studii ukazalo, Ze strava s vysokym obsahem tuku vede Kk vyznamnym zménam
ve stievni mikrobioté. Napiiklad studie Cani et al. (2007) ukazala, Ze strava z vysokym
obsahem tuku souvisi S vy$s$imi hladinami lipopolysacharidi v plazmé a pfispiva tak zanétu,
inzulinové rezistenci a cukrovce 2. typu spojovanou s obezitou. U jedinct konzumujicich
vysoké mnozstvi tukli byly zaznamenany niz§i mnozstvi bifidobakterii.

U jedincti konzumujicich vysoké mnozstvi tukd je sledovan pokles rozmanitosti
mikrobioty. Zaroven jsou vSak V nizkém mnozstvi konzumovany sacharidy a vlaknina. Jak jiz
bylo zminéno vySe, sacharidy a vlaknina maji vyznamny vliv na mikrobialni slozeni.
U takovych studiii neni jasné, zda rozhodujicim faktorem slozeni mikrobioty je zvySeny piijem
tuku nebo snizeny obsah sacharida (Scott et al. 2013).

3.2.5 Probiotika

Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika (ISAPP) definuji probiotika
jako ,,zivé mikroorganismy, které, pokud jsou konzumovany v dostatecném mnozstvi, poskytuji
hostiteli zdravotni piinos® (Hill et al. 2014). Zlepsuji rovnovahu stfevni mikrobioty, ktera je
dalezita pro udrzeni homeostaze ve sttevech.

Ilja Mecnikov, znamy rusky biolog, pocatkem 20. stoleti pfiSel snazorem, ze
dlouhovekost obyvatel balkanskych statii byla zptisobena vysokym a pravidelnym piijmem
bakterii mlécného kvaseni ve formé mléénych fermentovanych vyrobkt. Tento poznatek je
bran jako pocatek védeckého zajmu o ptinos mléénych bakterii na lidském zdravi (Metchnikoff
& Mitchell 1910).

Termin probiotikum vSak byl poprvé pouzit v roce 1965. Pojmenovavaly se tak latky,
které byly vyluc¢ovany jednim mikroorganismem a stimulovaly riist druhého mikroorganismu
(Lilly & Stillwell 1965).

Teprve Fuller (1989) porpvé oznacil probiotika jako zivé mikrobialni doplnky stravy,
které ptiznivé ovliviiuji hostitele zlepSenim jeho stfevni mikrobidlni rovnovéahy. Toto
definovani bylo nasledovné Siroce uznavano.

Vétsina probiotickych mikroorganismu patii do rodi Lactobacillus a Bifidobacterium.
Probiotické vlastnosti vS§ak mohou mit i jiné bakterie a n€které kvasinky (Williams 2010).
Piehled nejcastéjSich probiotickych bakterii v Tabulce ¢. 2. Bakterie mlééného
kvaSeni (nej¢astéji rody Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus a Enterococcus) fermentuji
sacharidy, kdy hlavnim koneénym produktem je kyselina mlécna (Agrawal 2005).
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Tabulka 2.: Piehled probiotickych bakterii (Williams 2010).

Bifidobacterium Lactobacillus Ostatni
B. Iongum_ (. Io_ngum >p- L. acidophilus Enterococcus faecium
longum a infantis)
B. bifidum L. crispatus Lactococcus lactis
B. a_nlmall_s (B._anlmalls P johnsonii Streptococcus thermophilus
lactis a animalis)
B. adolescentis L. gasseri
B. breve L. paracasei Shirota
L. casei defensis
L. rhamnosus
L. reuteri
L. plantarum

Idealni probiotikum by mé&lo obsahovat mikroorganismy, které se piirozené vyskytuji
Vv travicim traktu u stejného zivocisného druhu a mély by byt izolovany od zdravych
jedinct (Shewale et al. 2014). Mikroorganismy pouzivané v probiotickych pfipravcich by mély
byt obecné uznavany jako bezpecné a zivotaschopné. Dulezité je, aby se do mista, kde pisobi,
dostaly v dostate¢ném poctu (Shewale et al. 2014). Pocty probiotik se méfi v jednotkach
tvoricich kolonie (KTJ), které¢ udavaji pocet zivotaschopnych bunék. Podle téchto autort je
doporudena davka 5x10° KTJ/den, po dobu alespon péti dnti (Gupta & Garg 2009). Probiotika
by méla mit efektivni G¢inky a byt tedy funkéni. Zaroven by mély také spliovat zakladni
kritéria, ktera shrnuje tabulka 3 (Shewale et al. 2014).

Probiotické mikroorganismy by mély byt odolné vici zluéi, kyseliné chlorovodikové
a pankreatické §tavé. Kmeny musi byt schopné prezit rizné fyzikalné-chemické, enzymatické
a mikrobialni stresy pii prichodu celym gastrointestinalnim traktem. Schopnost adheze ke
sttevnimu epitelu je dalsi dulezitou vlastnosti, stejné jako produkce kyseliny mlécné (Vimala
& Kumar 2006).

Probiotika maji pfiznivé G¢inky na zdravi hostitele. ZlepSuji intestinalni mikrobialni
rovnovahu a stimuluji produkci butyratu, ktery podporuje rust epitelidlnich bunék tlustého
stfeva, to umoziuje lepsi absorpci Zivin. Produkuji také rizné kone¢né metabolické produkty
s antagonistickymi vlastnostmi proti patogeniim. Mezi tyto produkty patii baktericidni proteiny
a metabolity podobné antibiotikim nazyvané bakteriociny. Mohou mit i antikarcinogenni
aktivitu a stimuluji imunitni systém (Markowiak & Slizewska 2017).
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Tabulka 3.: Zakladni kritéria pro vybér probiotik (Vimala & Kumar 2006).

Z:akladni kritéria pro probiotické mikroorganismy

Vysoka zivotaschopnost, odolnost vii¢i nizkému pH a kyselinam
Schopnost pretrvavat ve stievech

Adheze ke stfevnimu epitelu

Puvod zdroje probiotického kmene

Nepatogenni

Odolnost proti technologii zpracovani

Odolnost proti antibiotikiim

Antioxidac¢ni aktivita

Stimulace produkce protilatek

Mechanismus pusobeni probiotik

Probiotika plsobi prostfednictvim nespecifickych, druhové specifickych a kmenové
specifickych mechanismi (Hill et al. 2014). Mechanismy se velmi li§i mezi rody, druhy,
a dokonce kmeny bézné pouzivanych probiotickych mikroorganismt. Mezi tyto mechanismy
patii inhibice ristu patogennich mikroorganismii v travicim traktu (podpora kolonizacni
rezistence, zlepSeni stievniho prichodu nebo normalizace narusené mikrobioty), produkce
bioaktivnich metabolitii (napt. mastnych kyselin s kratkym fetézcem) a redukce pH v tlustém
stfevé (Reid et al. 2011; Kumar et al. 2013). Druhov¢ specifické mechanismy mohou zahrnovat
syntézu vitamint, posileni bariéry stiev, metabolismus Zlu¢ovych soli, enzymatickou aktivitu a
neutralizaci toxinti. Kmenové specifické mechanismy, které jsou vzacné a byly zaznemendny
pouze u n¢kolika kment dané¢ho druhu, zahrnuji produkeci cytokind, imunomodulaci a G¢inky
na endokrinni a nervovy systém. Prostfednictvim vSech téchto mechanismii mohou mit
probiotika Siroké dopady na zdravi a nemoci (Hill et al. 2014).

3.2.6 Antibiotika

Antibiotika jsou latky, které zpomaluji rGst ¢i mnozeni mikroorganismu, jsou tedy
bakteriostaticka, anebo tyto mikroorganismy pifimo usmrcuji, tedy jsou baktericidni (Benes
2018). Lécba antibiotiky muze ovlivnit nejen cilovy patogen, ale také mize mit dopad i na
prospésné bakterie. Rozsah dopadu na necilové mikrobialni populace zavisi na konkrétnim
pouzitém antibiotiku, jeho zplsobu ucinku a mife rezistence stfevnich bakterii. Podavani
antibiotik mize vést k dysbalanci stfevniho traktu. Nerovnovéha v mikrobialni populaci
zpusobuje fadu stfevnich problémi, jako je naptiklad prijem a v posledni dob¢ je zkouman
mozny negativni vliv na Crohnovu chorobu a ulcerézni kolitidu (Mcfarland 1998; Ojetti et al.
2009). Dalsim problémem je zvySeni odolnosti viici antibiotikiim, a tedy potencialni rezistence
patogennich bakterii.

Snizeni populace bifidobakterii, ke kterému dochazi pii 1é¢bé antibiotiky (Gewolb et al.
1999; Bennet et al. 2002; Penders et al. 2006), mize mit nepiiznivé ucinky na zdravi hostitele.
Tato skutecnost byva spojovana s vys$i citlivosti na enteropatogenni bakteridlni infekci
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(Collier-Hyams & Neish 2005). Dle Hussey et al. (2011) i kratkodoba 1é¢ba antibiotiky snizuje
pocty bifidobakterii. Kojenci, kteti byli 1é¢eni antibiotiky, vykazovali ve srovnani s kontrolni
skupinou snizeni poctd, 1 rozmanitosti bifidobakterii. Potlaceni rodt Bifidobacterium
a Lactobacillus by mohlo usnadnit rist potencialn¢ patogennich bakterii, jako jsou rody
Klebsiella a Clostridium.

Antibiotika mohou mit negativni dopad na imunitu i zdravi. Vyhybani se antibiotikiim
vsak Casto neni mozné, protoZze mnoho infekci mize byt vyléCeno pouze jejich podavanim. Ke
sniZzeni nepfiznivych zmén ve stfevni mikrobioté, které byly zplisobeny antibiotickou lé¢bou,
se v soucasné dob¢ vyuziva suplementace probiotiky. Pro zvyseni ti¢inosti probiotik je vhodna
jejich konzumace spolu s prebiotiky, kterym fikame symbiotika (Dudek-Wicher et al. 2018).
Rovnéz se doporucuje zvysit piijem tradi¢ni fermentované zeleniny a mléénych vyrobki. Jako
zpusob 1écby zanétlivych stfevnich onemocnéni zptsobenych mikrobidlni dysbalanci mize byt
také transplantace fekalni mikrobioty. Tato metoda je stale vice pfijimana jako ucinna
a bezpe€na intervence u pacientl s recidivujici infekci bakterie Clostridium difficile a ve fazi
klinického testovani je jeji ucinnost proti zanétlivému onemocnéni stfev, obezité
a metabolickému syndromu. Kolonizace stfeva zdravymi bakteriemi ze stolice darce je schopna
v nékterych ptipadech pIné vylécit tyto nemoci (Gupta et al. 2016; Leszczyszyn et al. 2016).

Nejsou to pouze antibiotika, ktera narusuji stabilitu stfevni mikrobioty. Vliv na stfevni
mikroby mizou mit i jina Ié¢iva. Role 1ékt ve slozeni stfevniho mikrobiomu mé pravdépodobné
veétsi vliv, nez se v minulosti ocekavalo. To mlize hrat dalezitou roli pfi vyvoji 1éCiv, zejména
kdyz vezmeme v uvahu rostouci spotiebu 1é¢iv (Maier & Typas 2017; Weersma et al. 2020).

3.2.7 Teorie enterotypu

Enterotyp je klasifikace spolecenstva bakterii, které dominuji z hlediska osidleni stievni
mikrobioty daného jedince (Arumugam et al. 2011). Za pomoci sekven¢nich technologii byly
analyzovany vzorky lidskych fekalii a na zaklad¢ vysledkd taxonomického slozeni bylo
odhaleno, zZe existuji tfi robustni klastry oznacované jako ,.enterotypy“. Byly popsany jako
»husté osidlené oblasti ve vicerozmérném prostoru” a byly nezavislé na veéku, pohlavi,
kulturnim zazemi a geografii (Arumugam et al. 2011). Kazdy ze tii enterotypu je
identifikovatelny ptevazujicimi bakterialnimi rody. U entorotypu 1 pfevazuje rod Bacteroides,
u entorotypu 2 rod Prevotella a u enterotypu 3 dominuje rod Ruminococcus.

Zda se, ze bakterie jednotlivych enterotypl vsSak ziskavaji energii z jinych druht
potravin. Enterotyp 1 tedy rod Bacteroides, vyskytujici se spolecné s Parabacteriodetes
ziskavaji energii hlavné z fermentace sacharidli. Tyto rody maji velmi Siroky sacharolyticky
potencial.

Rod Prevotella typicky pro enterotyp 2, se vyskytoval spolecné s rodem Desulfovibrio.
Tento enterotyp ziskava energii rozkladem mucinové glykoproteinové vrstvy stievni sliznice.

Zatimco enterotyp 3 s rody Ruminococcus a Akkermansia vazou muciny a degraduji
zakladni cukry. Navic enterotypy 1 a 2 jsou vyznamné tim, Ze jsou schopné biosyntézy rtiznych
vitamin1.

Timto se vSak opét dostavame ke kapitole zabyvajici se stravou a jejim vlivem na sloZeni
sttevni mikrobioty. Pokud jedinci konzumujici velké mnozstvi bilkovin a tukd maji pfevazné
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bakterie rodu Bacteroides, zatimco ti, co konzumuji vice sacharidii a vlakninu, tak u nich
ptrevladaji rody Prevotella (Arumugam et al. 2011).

S pribyvajicimi studiemi zaméfenych na stratifikaci lidské stfevni mikrobioty se vSak
vyvraci existence tii enterotypli. Nové analyzy zalozené na pouziti vice metod zkoumajici
stejné vzorky odhaluji pouze dva enterotypy (Wu et al. 2011; Koren et al. 2013; Liang et al.
2017).

Ve studii Wu et al. (2011) bylo zkoumano 98 vzorkt od zdravych jedinct, ty pak nasledné
byly analyzovany pomoci metody sekvenovani a vétSina vysledkt odhalila pravé dva
enterotypy. Tvrdi, ze tieti enterotyp Ruminococcus byva cCasto spojovan s enterotypem 1
Bacteroides. N¢kolik dalsich studii (Lim et al. 2014; Zhang et al. 2014; Nakayama et al. 2017)
potvrdilo, ze podle profild mikrobiomu lze vzorky stratifikovat pouze do dvou enterotypi
predstavujicich Bacteroides a Prevotella. Dominance Ruminococcus je pravdépodobné
zpusobena vyZzivou bohatou na rostlinnou stravu- tedy vegetarianstvi a veganstvi (Wu et al.
2011).

Je na zvazeni, zda by mélo byt opusténo od enterotypu 3, pro ktery je typicky rod
Ruminococcus, nebo by mél byt tento rod piipojen k enterotypu Bacteroides ¢i Prevotella.

3.3 Bifidobakterie

Bifidobakterie jsou hlavnim pfedmétem zkoumani této prace, jak je jiz patrné z nazvu.
Tato kapitola se bude zabyvat pravé bifidobakteriemi jakoZto ptirozené se vyskytujici bakterie
Vv travicim traktu savct. Bakterie rodu Bifidobacterium napomahaji optimalizovat slozeni
stfevni mikrobioty a taktéz se tento rod vyskytuje v nejpouzivanéjSich probioticich.

Prvni zminka o bifidobakteriich se datuje do roku 1900, kdy Tissier (1900) objevil ve
stolici kojenych déti ty¢inkovité, grampozitivni, anaerobni bakterie s morfologii, kterou nazval
Bacillus bifidus. Na zacatku 20. stoleti, Orla-Jensen (1924), klasifikoval Bacillus bifidus jako
Cast Celedi Lactobacteriaceae, které produkuji kyselinu mlé¢nou. V roce 1924 se je pokusil
navrhnout jako samostatny rod. Rtzné druhy bifidobakterii dle Orla-Jensena: ,,bezpochyby
tvofi samostatny rod, pfipadné tvoii spojovaci €lanek mezi bakteriemi mlééného kvaseni
a bakteriemi produkujici kyselinu propionovou “.

Jedna z pocatecnich studii, kterd vedla k oddéleni bifidobakterii od laktobacili byla z
roku 1957 od Dehnerta. Ten navrhl rozdéleni bifidobakterii do péti skupin na zakladé
fermentace cukrd. Podrobné&jsi studie byla publikovana v roce 1963 Reuterem. V tomto
experimentu izoloval sedm novych druhi bifidobakterii ze stolice déti, dospélych
a dospivajicich a pomoci fermentac¢nich a sérologickych charakteristik je identifikoval.
Vysledkem byla izolace téchto druht: B. infantis, B. parvulorum, B. breve, B. liberorum,
B. lactentis, B. adolescentis a B. longum.

Potvrzeni Reuterovy prace poskytl Japonsky vyzkumnik Mitsuoka, ktery do B. longum
ptidal novy biotyp druhu (B. longum subsp. animalis @) a poprvé izoloval dva nové druhy
B. thermophilum a B. pseudolongum ze stolice prasete, kufete, telete a krysy (Scardovi &
Trovatelli 1974).

Kvli morfologickym a fyziologickym vlastnostem, které jsou podobné laktobaciliim,
byly bifidobakterie vétsinu 20. stoleti klasifikovany jako soucast rodu Lactobacillus. Teprve
Vv posledni dobé& byly uznany jako odlisny rod. V soucasné dobé se rod Bifidobacterium sklada
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z37 druht se ¢tyfmi taxony (Bifidobacterium longum, Bifidobacterium pseudolongum,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium thermacidophilum), které se dale d€li na poddruhy,
pticemz v§echny vykazuji vice nez 93% identitu svych 16S rDNA sekvenci (Yoon et al. 1998).
V posledni dobé byly z traviciho traktu ¢meladka izolovany tfi nové druhy, tj. Bifidobacterium
actinocoloniiforme, Bifidobacterium bohemicum a Bifidobacterium bombi sp. nov. (Killer et al.
2011).

3.3.1 Charakteristika rodu

Bifidobakterie jsou grampozitivni, anerobni, nesporotvorné a nepravidelné
tyCinky (Bergey et al. 1974). Typické prostiedi pro tento rod je stfevni trakt ¢loveka a zvifat,
odpadni vody a mlé¢né vyrobky (Turroni et al. 2011). Taxonomicky se rod Bifidobacterium
fadi do kmene Actinobacteria.

Vétsina lidskych kment bifidobakterii roste pii teploté 36—38 °C, zatimco u zvifecich
kmenid se zda, ze jejich optimalni teplota je mirné vyssi 41-43 °C, s vyjimkou druhu
B. thermacidophilum, jehoz maximalni rastova teplota je 49,5 °C (Dong et al. 2000) a druh
B. psychraerophilum, u kterého bylo prokazano, ze je schopen ristu i pii teploté 4 °C (Simpson
et al. 2004).

Bifidobakterie jsou mikrobi odolné vici kyselinam a jejich optimalni hodnota pH pro
rast je mezi 6,5 a 7,00 Druh B. animalis spoddruhem Bifidobacterium
animalis subsp. animalis a Bifidobacterium animalis subsp. lactis mohou piezit expozici pti
pH 3,5 (Matsumoto et al. 2004). V prostiedi, kde hodnota pH piesahuje 8,5, S nejvétsi
pravdépodobnosti nepieziji Zzadné bakterie (Biavati et al. 2000).

Bifidobakterie jsou sacharolytické organismy a hraji dilezitou roli pii fermentaci
sacharidu v tlustém stieve. Bifidobakterie mohou fermentovat rizné komplexni zdroje uhliku,
jako je mucin, xylooligosacharidy, galaktooligosacharidy, sojové oligosacharidy,
fruktooligosacharidy, maltooligosacharidy, pektin a jiné oligosacharidy odvozené od rostlin.
Schopnost metabolizovat konkrétni sacharidy vSak zalezi na druhu a kmeni. Obecné stievni
bakterie degraduji polymerni uhlohydraty na oligosacharidy s nizkou molekulovou hmotnosti,
kter¢ mohou byt néasledné degradovany na monosacharidy. V piipadé bifidobakterii se tyto
monosacharidy pfeménuji pres hexosové fermentacni drahy, na meziprodukty nazyvané jako
fruktoza-6-fosfat a nakonec jsou prevedeny na mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA)
a dalsi organické slouceniny (Gomes & Malcata 1999; Biavati et al. 2000; Pokusaeva et al.
2011).

3.3.2 Vliv bifidobakterii na zdravi a nemoci

Pfitomnost rodu Bifidobakterium v travicim traktu ma spoustu pozitivnich u¢inkli na
zdravi jedince (O’Callaghan & van Sinderen 2016). V nasledujici tabulce 4. je ptehled zdravi
prospesnych vlastnosti bifidobakterii.
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Tabulka 4.: Zdravi prospé&sné vlastnosti (Vlkova et al. 2002; Markowiak & Slizewska 2017).

Zdravi prospésné vlastnosti

Prevence prijmovych onemocnéni
Zmirnéni lakt6zové intolerance

Snizeni hladiny cholesterolu

Snizeni rizika nadoru

Aktivace imunitniho systému

Produkce vitaminti

Zmirnéni zacpy

Prevence zanétlivého onemocnéni stiev

3.3.3 Identifikace Bifidobakterii

Identifikace na uroven rodu ¢i kmenu je dulezita pro odliSeni bifidobakterii od ostatnich
bakteriii nachazejicich se v travicim traktu, nebo mléénych vyrobcich. Pokud chceme bakterie
vyuzit jako probiotika, je dulezita piesna identifikace, a to na Grovni kmene.

Rod Bifidobacterium lze od jinych bakterialnich roda odlisit za pomoci enzymu fruktoza-
6-fosfatfosfoketolaza (FOPPK). Detekce F6PPK v bunénych extraktech se povazuje za
nejspolehlivéjsi uréeni. Principem je reakce, pii které se z frukt6zo-6-fosfatu vytvari
acetylfosfat a dochazi k Cervenofialovému zbarveni, napovidajicimu tomu, Ze bakterie patii do
rodu Bifidobacterium (Gavini et al. 1996). Metoda v§ak neumoziiuje mezidruhové rozdéleni.

Pro mezidruhové rozdéleni 1ze vyuzit genetickych metod za pouziti specifickych PCR
primeri. Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (QPCR) je v posledni dobé pouzivana pro
sledovani mikrobiot ve stolici zvitat a lidi. Vzhledem k roli bifidobakterii jako probiotik byla
velka pozornost zaméfena pravé na qPCR (Mathys et al. 2008). Ukazalo se, ze qPCR je vysoce
citlivou metodou pro detekci bifidobakterii ze vzorkl stolice bez potieby jejich predchozi
kultivace a izolace (Mathys et al. 2008).

V posledni dobé se bakteriologové zamétili na identifikaci bakterii pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS) konktétné metodou MALDI-TOF (laserova desorpce a ionizace za casti
matrice s pruletovym analyzatorem). Je to metoda piesnd, rychld a aplikovatelnd pro Siroké
spektrum mikroorganismi, ale pouze v piipadé, Ze existuje databaze (Huong et al. 2014).
MALDI-TOF ma schopnost rozlisit bakterie ¢i jiné mikroorganismy na arovni rodu, druhu,
a v nékterych piipadech dokonce i kmene (Hrabak et al. 2013).
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4 Metodika

4.1 Prubéh experimentu

Experiment zamétujici se na kolonizaci byl provadén na kravach plemene Holstyn
jakozto modelovém zvifeti. Telata nemaji rozvinuty bachor, takze hlavnim mistem
mikrobidlniho traveni bude tlusté stfevo, stejné jako u lidi.

Experiment probihal v Uhelné Pfibrami na M1é¢né farmé, patiici ZS Vilémov a.s. Farma

s celkovou kapacitou 1200 kust krav. Experiment probihal na porodné, kde jsou ustajeny kravy
14 dni pfed planovanym otelenim v kotcich. Kravam bylo podavano 250 ml kysaného mléka
jednou denné od 4. dne pred planovanym otelenim do porodu. Mléko bylo prokysano kmenem
rifampicin rezistentnich bifidobakterii (RRBIF) B. animalis ssp. animalis 2311. Kysané mléko
bylo kravam podavano ptimo do krku.

Stéry z tlamy, vaginy a odbér vykalu z rekta byl kravam proveden v den porodu. Tyto
vzorky v mnozstvi 1 g byly odebirany do zkumavek s Wilkins-Chalgren bujonem a piidavkem
glycerinu v poméru 6 ml bujoénu a 3 ml glycerinu (Tabulka ¢. 5) a paraleln¢ do zkumavek
Ependorf v mnozstvi 0,5 g k izolaci DNA a jeji nasledné analyze. Vzorky byly ihned po odbéru
zamrazeny a uchovany k dal$imu zkoumani.

Podavani bifidobakterii

Skupina Skupina
krav 1 krav 2

] Odebirani vzorkt

A 4

* Den porodu
tlama

, ¢ Den porodu
vagina

, ¢ Den porodu
vykaly

e 2. den po porodu
mléko| ®5. den po porodu

Obrazek 4: Schéma experimentalni ¢asti u krav
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Kravy byly rozd€leny na dvé skupiny. Obéma skupindm bylo podavano kysané mléko
s kmenem RRBIF. Prvni skupiné krav (Skupina 1; n=4) bylo tele okamzité po porodu odebrano
a nakrmeno mlezivem jiné kravy, kterym nebyly bifidobakterie podavany. Druhé skupiné
krav (Skupina 2; n=6) byla telata ponechana po dobu 24 hod. a bylo jim umoznéno sat mlezivo
pifimo od matky. Tato telata mohla interagovat s prostiedim, byla olizovana matkou a nebyla
vystavena stresové situaci. Skupina krav 1 odpovida skupiné telat 1 a skupina krav 2 odpovida
skuping telat 2.

Druhy den po porodu byl proveden odbér vzorku mléka obéma skupinam krav. Telatim
byl proveden stér z dutiny Gstni, zubniho plaku a odebran vzorek vykalu. Postupovalo se
stejnym zplisobem, jako je popsano vyse. Totéz odebrani vzorki bylo provedeno i 5. den po
porodu.

* Tele odebrano od matky * Tele zGstalos matkou
* Krmeno mlékem cizi * Krmeno mlékem od
kravy bez bifidobakterii matky

Skupina Skupina

telatl telat 2

] Odebirani vzorku

|

e 2. den po porodu }
wkaly e 5. den po porodu

e 2. den po porodu }
tlama e 5. den po porodu

Obrazek 5: Schéma experimentalni ¢asti u telat
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4.2 Mikrobiologicka ¢ast

Pro mikrobiologicky rozbor vzorka byla pouzita kultivacni deskova metoda. Pocty
bakterii byly stanovovany na selektivnich polotuhych péstebnich médiich. Jednalo se o média
Wilkins-Chalgren agar, pouzivany pro stanoveni celkového poc¢tu anaerobnich bakterii, dale
pro stanoveni bifidobakterii bylo vyuzito dvou typu agart (agar N a B). Zakladem obou typti je
Wilkins-Chalgren agar, kdy do agaru B byla navic pfidana ledova kyselina octova (1 ml/l),
mupirocin (100 mg/l). SloZeni agaru N bylo stejné jako agaru B, ale byl navic pfidan
norfloxacin (200 mg/l). Pro rifampicin rezistentni bifidobakterie byl pouzit agar B s piidavkem
rifampicinu (100 mg/l). Rogosa agar byl pouzit pro stanoveni laktobacilt. E. coli a koliformni
bakterie byly stanoveny na TBX agaru. Veskera prace byla provedena asepticky (Vlkova et al.
2015).

4.2.1 Priprava kultivaénich médii a kultivace

Prvni fedéni bylo vytvofeno tak, ze 1 g vzorku byl umistén do zkumavky
s glycerinem (tedy jiz pfi odbéru vzorku byl vzorek nafedén v poméru 1:9), ¢imz bylo
vytvofeno fedéni 10°!. Dale byla vytvofena fedici fada stejného média do koneéného
poméru 1:10% g/ml, kdy vzorek byl rutinné fedén do vialek s9 ml Wilkins-Chalgren
bujonu (Oxoid). Tzn., z fedéni 10 byl asepticky odebran stiikackou a jehlou 1 ml suspenze a
byl pteveden do dalsi vialky, vzniklo fedéni 102. Dale se postupovalo stejné az do vytvofeni
fedéni 108, Na pfipravu kazdého fedéni bylo nutné pouZit vzdy novou stiikacku a jehlu.
Pracovalo se tak, aby do vzorku nevnikaly vzduchové bubliny. Bujony pro fedici fady byly
piipraveny metodou roll-tube, kdy se dané médium probubla oxidem uhli¢itym k zajisténi
anaerobniho prostiedi. Pfislusné nafedéné vzorky byly umistény (postupovalo se od nejvyssiho
fedéni a pouzivala se jedna stfikacka a jehla) na Petriho misky ve dvou opakovanich a byly
okamzité zality selektivnimi ptidami.

Pro stanoveni bifidobakterii byly pouzity dva typy agart (agar B a N), kdy zaklad tvotil
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid; WSPMup). Agar B m¢l navic pfidanou ledovou kyselinu
octovou (1 ml/l), mupirocin (100 mg/l) a do agaru N byla pfidana ledova kyselina
octova (1 ml/l), mupirocin (100 mg/l) a norfloxacin (200 mg/l). Pro rifampicin rezistentni
bifidobakterie byl pouzit agar B s piidavkem rifampicinu (100 mg/l) zfedéni bylo 102 az 10,
Podrobné slozeni agaru je v tabulce 5. Pida svym sloZenim podporuje rust bifidobakterii
a mupirocin potlacuje rozvoj bakterii mlécného kvaseni. Misky pro kultivaci bifidobakterii byly
prelity vrstvou agaru a ihned byly umistény do anaerostatu spole¢né s vyvije€em anaerobni
atmosféry (Anaerogen, Oxoid).

Pro detekci laktobacilt byl pouzit Rogosa agar (Oxoid) tabulka 6. Selektivné v médiu
pusobi pH, jehoz hodnota byla upravena na 5,4 kyselinou octovou. Timto zplisobem byl
podpoten rust laktobacilti, zatimco ostatni bakterie mléEného kvaSeni byly potlaceny. Kultivace
probihala v mikroaerofilnim prostiedi, které bylo zajisténo dvoji vrstvou agaru. Suspenze
bakterii byla pfelita prvni vrstvou agaru a po jejim zatuhnuti byla miska ptelita dal$i vrstvou
agaru. Po zatuhnuti byly misky umistény dnem vzhiiru do termostatu. Ve vSech ptipadech
probihala kultivace 48-72 hodin pii teploté 37 °C.
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Pro stanoveni poctu koliformnich bakterii a Escherichia coli ve vzorcich bylo pouzito
TBX médium viz tabulka 7. Trypton Bile agar s pfidavkem chromogenniho cinidla X-
glukuronidu, ktery detekuje aktivitu glukuronidazy, coz je enzym specificky pro E. coli.
Chromogen X-glukuronid jsou E. coli schopny absorbovat a glukuronidaza $tépi vazbu mezi
chromoforem a glukuronidem. Uvolnény chromofor je zbarven a hromadi se v burikach, coz
zpusobuje, Ze kolonie E. coli jsou zabarveny modfe nebo zelené.

Tabulka 5.: SloZeni Wilkins-Chalgren bujonu a agaru

Wilkins-Chalgren bujon/agar

Trypton 109
Pepton 10¢g
Glukosa 1g
Kvasni¢ny extrakt 59
NaCl 59

L —arginin 19

Na — pyruvat 19
Menadion 0,5 mg
Hemin 5mg
Agar* 109

* pouze u Wilkins-Chalgren agaru

Tabulka 6.: Slozeni Rogosa agaru

Rogosa agar
Trypton 10 g
Kvasni¢ny extrakt 59
Glukosa 20 g
Tween 80 1ml
Dihydrogenfosforec¢nan draselny 69
Citrat amonny 29
Acetat sodny 179
Siran hotfecnaty 0,575¢
Siran manganaty 0,12 ¢
Siran Zelezity 34 mg
Agar 20¢
Voda 1000 ml
pH 5,4+0,2 pti 25 °C
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Tabulka 7.: Slozeni TBX agaru

TBX agar
Trypton 20¢
Zluéové soli 1,59
X-glukuronid 75 mg
Agar 15¢
Voda 1000 ml
pH 7,2 £0,2 pii 25 °C

Vyhodnoceni rozboru

Vyhodnoceni vzorkt bylo provedeno nasledovné. Byly spocitany narostlé¢ kolonie na
jednotlivych ptadach (kazda spoctena kolonie byla oznacena lihovym popisovacem). Konecné
mnozstvi bakterii P bylo vypoc¢teno dle vztahu (1) a vysledky byly vyjadieny jako pocet kolonie
tvoficich jednotek v 1 ml vzorku (KTJ/ml) v logaritmickém tvaru.

P1 + P2
p=TIEI

Tl ey

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota vyssiho fedéni

4.3 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni vysledki ziskanych mikrobiologickym rozborem bylo na zakladé
statistickych metod. Pro navrzeny experiment byl nejvhodnéjsi Studenttiv t — test, na jehoz
zékladé byl urcen statisticky vyznamny rozdil mezi experimentalnimi skupinami. Statisticky
vyznamny rozdil byl uréen na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. P bylo pouzito pro dosazenou
hladinu vyznamnosti. Pro zpracovani vysledkt byl vyuzit program Statgraphics Centurion 19.
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5 Vysledky

Béhem experimentu bylo kravam podavano kysané mléko s kmenem rifampicin
rezistentnich bifidobakterii. Nasledn¢ byly odebrany vzorky, ve kterych byly sledovany
celkové pocty anaerobnich bakterii, rifampicin rezistentnich bifidobakterii, laktobacila, E. coli
a koliformnich bakterii pomoci kultivaéni metody. Vysledné hodnoty jsou uvedené

Vv nasledujicich podkapitolach.

5.1 Porovnani matek

Z experimentu na matkach byly ziskany hodnoty pocti bakterii a pokusné skupiny krav
byly mezi sebou statisticky porovnany. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8.: Pocty bakterii stanovené ve vzorcich vykali, tlamy, vaginy a mléka pokusnych krav
(vysledky jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka log KTJ/g).

Vzorek CP BIF

, Skupina 7,70+ 5,68+
‘iygg:]y 1 046 056

porodu Skupina 7,16+ 589+
2 0,72* 1,09

Tlama Skupina 546+ 296+

1L al 1_ 1,04 1,45**

porodu Skupina 5,51+ 429+

2 0,55 0,73**

Vefin Skupina 5,88+ 325+
1 den 1_ 0,38 1,16

porodu Skupina 6,10+ 348+
2 1,38 2,06

, Skupina 2,11+ 1,69+
21.\?::1“;0 1 098 0,88

porodu Skupina 2,19+ 142+
2 0,94 0,52

. Skupina 2,59+ 1,50+
5.1%:;:{30 1 045 0,62

porodu Skupina 2,57+ 1,65+
2 0,51 0,62

Nor
5,68 +
0,70
5,92 +
1,19
2,69 £
1,12
2,98 £
1,50
2,92 +
1,58
2,83 +
2,12
1,25+
0,43
1,40 +
0,59
1,21 +
0,49
1,21 +
0,47

LB
4,85 +
1,01
4,44 +
0,39
3,87+
1,48
438 +
1,00
2,13 £
1,27
2,03 £
0,89
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00

EC-M
4,70 +
1,18
3,87+
1,70
2,25 +
0,83***
1,00 +
0’00***
3,44 £
1,38***
1,33+
0’49***
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00

EC-B
3,79 £
0,84
3,60 +
0,61
2,80 £
1,13
2,21 +
1,26
2,51 +
1,37*
1,46 +
0,72*
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00

RRBIF
3,48 £
1,28
2,92 +
1,12
2,45 +
1,27
2,82 +
0,89
1,60 +
0,73*
1,18+
0,31*
1,08 +
0,18
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00
1,00 +
0,00

*P <0,05; **P <0,01; ***P < 0,001, Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou 1 a 2.

CP = celkové pocty anaerobnich bakterii

BIF = bifidobakterie kultivované na agaru B
NOR = bifidobakterie kultivované na agaru N
LB = laktobacily

EC - M =E. coli

EC — B = koliformni bakterie

RRBIF = rifampicin rezistentni bifidobakterie
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Z vysledkl vyplyva, ze nejvétsi pocet bakterii byl ve vykalech, a naopak nejméné bylo ve
vzorcich mléka. Rozdil selektivity agarti pro stanoveni bifidobakterii byl minimalni.

Z tabulky lze vy¢ist, ze hodnoty CP u vykald skupiny 1 (7,70+0,46 log KTJ/g)
a skupiny 2 (7,16+0,72 log KTJ/g) se statisticky vyznamné 1isi (P < 0,05). Poéty BIF v tlamé
VvV den porodu byly statisticky vyznamné vyssi ve skupin€ 2 (P < 0,01). Statisticky vyznamné
vys$si poéty E. coli (EC — M) byly ze vzorku tlamy u skupiny 1 (P < 0,001). Také EC — M
skupiny 1 ze vzorkt vaginy byly pocty statisticky vyznamné vyssi oproti skupiné 2 (P < 0,001).
U vaginy byly statisticky vyznamné odlisné i koliformni bakterie (P < 0,05), kde vyssi byly
pocty u skupiny 1. Pocty rifampicin rezistentnich bifidobakterii se statisticky vyznamné lisily
pouze ve vzorcich vaginy (P < 0,05) a vyssi pocty vykazovala skupina 1.

Pod limitem detekce (1 log KTJ/g) vysly vzorky mléka odebraného 2. den po porodu, tak
1 mléka odebiraného 5. den po porodu. Jedna se konkrétn¢ o hodnoty LB, EC — M a EC — B
u mléka obebirané¢ho 2. den po porodu. U mléka obebiraného 5. den po porodu to jsou hodnoty
laktobacild, E. coli, koliformnich bakterii a rifampicin rezistentnich bifidobakterii.

Rifampicin rezistentni bifidobakterie se nedostaly do mléka. Byly detekovany ve
vykalech tudiz se dostaly pies horni ¢ast traviciho traktu. RRBIF byly také detekovany ve
vzorcich z vaginy. Neni tedy potencial, aby se tyto bakterie dostaly z mléka dal do telete.
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5.2 Porovnani telat

Z experimentu na telatech byly ziskany hodnoty poctt bakterii a pokusné skupiny telat
byly mezi sebou statisticky porovnany. Vysledky jsou uvedeny Vv tabulce 9.

Tabulka 9.: Pocty bakterii stanovené ve vzorcich vykald a tlamy pokusnych telat (vysledky jsou
uvedeny jako prumér + smérodatna odchylka log KTJ/g).

Vzorek CP BIF Nor LB EC-M EC-B RRBIF
Vykaly Skupina 9,31+ 884+ 876+ 661+ 786+ 566+ 273+
5 den 1 _ 0,37** 0,48*** (,45*** (0,61 1,08 2,01 2,14
pdro qu  Skupina 9,66+ 941+ 934+ 703+ 843+ 611+ 3,60+

2 0,24** 0,27*** (0,30*** 158 0,53 1,58 1,38
Tlama Skupina 4,87+ 340+ 216+ 1,55+ 2,17+ 277+ 1,00+
2. den po 1 _ 0,92 1,08 1,94 1,14 1,38 1,27* 0,00
borodu Skupina 4,65+ 347+ 251+ 144+ 2,12+ 1,77+ 1,05+
2 0,89 0,34 0,89 0,86 1,19 1,13* 0,13
, Skupina 921+ 870+ 864+ 6,65+ 796+ 6,10+ 2,12+
Vykaly

1 0,22*** 0,26*** 0,27*** 0,98 0,86 2,20  0,79***

553%? Skupina 9,70+ 939+ 935+ 744+ 782+ 568+ 3,73+
2 033%%* 037 047*** 150 0,53 2,00  1,22%**

Tlama  SKupina 511+ 314x  204% 154x 173: 254% 1,00+

5. den po 1 045+ 119 1,11 124 086 171* 0,00

Sorodu Skupina 478+ 322+ 236+ 200+ 171+ 1S1= 100
2 0,40* 114 117 087 104  082* 0,00

*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou 1 a 2.

CP = celkové pocty anaerobnich bakterii

BIF = bifidobakterie kultivované na agaru B
NOR = bifidobakterie kultivované na agaru N
LB = laktobacily

EC - M =E. coli

EC — B = koliformni bakterie

RRBIF = rifampicin rezistentni bifidobakterie

Z vysledkl vyplyva, ze se statisticky vyznamné liSily pocty 2. a 5. den po porodu
u celkovych poéti anaerobnich bakterii (CP), bifidobakterii kultivovanych na agaru B a N
u vykal. U CP z vykalt druhy den po porodu byly statisticky vyznamné vyssi pocty u skupiny
2 (P <0,01), taktéz paty den po porodu byly statisticky vyssi poéty u skupiny 2 (P < 0,001).
Celkové pocty anaerobnich bakterii z tlamy paty den po porodu, byly statisticky vyssi u
skupiny 1 (P < 0,05). Bifidobakterie kultivované na agaru B u vykalt druhy den po porodu
byly statisticky vyznamné vyssi u skupiny 2 (P < 0,001) a paty den po porodu byly pocty také
vys$i u skupiny 2 (P <0,001). U bifidobakterii kultivovanych na agaru N byly pocty statisticky
vyznamné vys$i u skupiny 2, a to jak u vykalt druhy den po porodu, tak i u vykala pét dni po
porodu (P < 0,001). U hodnot vykali z 5. dne po porodu se navic statisticky vyznamné lisily
rifampicin rezistentni bifidobakterie (P < 0,001).
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Déle se lisily koliformni bakterie u vzorka ze slin odebiranych 2. i 5. den po porodu
(P <0,05), kdy v obou piipadech byly statisticky vyssi pocty u skupiny 1. Paty den po porodu
byly statisticky vyznamné vyssi i celkové pocty bakterii (P < 0,05) z tlamy u skupiny 1. Paty
den po porodu vysly pod limitem detekce rifampicin rezistentni bifidobakterie (< 1 log KTJ/g)
Vv tlam¢ u obou skupin.
RRBIF nebyly detekovany v tlamé telat druhy ani paty den po porodu. Vyznamné vyssi
byly RRBIF pouze ve vykalech paty den po porodu u skupiny 2.
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6 Diskuze

MIéko predstavuje idedlni vyzivu pro mlad’ata. Poskytuje kli¢ové ziviny pro spravny rist
a vyvoj. Krom¢ komplexnich sacharidii, bilkovin a tukii obsahuje také fadu biologicky
aktivnich latek, jako jsou napf.: imunoglobuliny, lysozym a laktoferin. Pravé lysozym
a laktoferin jsou dulezité pro svij antibakterialni efekt. Probiotick¢ bakterie zejména
bifidobakterie se vyznacuji svou odolnosti proti lysozymu. Oligosacharidy mateiského mléka
a dalsi aktivni slozky se podili na vyvoji mikrobioty. MIéko je svym slozenim dobrym zdrojem
pro rist bifidobakterii U mlad’at a zaroven dobrym ukazatelem mnozstvi téchto bakterii v téle.

Matetské mléko se povazovalo za sterilni. Pfedpokladalo se, Ze bakterie v ném pfitomné
pochazeji z kontaminace bakteridlni expozici prsu (nebo vemene) nebo Ustni dutiny ditéte.
Studie Arroyo et al. (2010) zabyvajici se enteromamalni cestou mikrobialniho pienosu zjistili,
7e podavani laktobacili vedlo ke kolonizaci matefského mléka timto kmenem. Naproti tomu
studie (Simpson et al. 2018) zkoumala ucCinek mateiské suplementace Lactobacillus
rhamnosus GG, Lactobacillus acidophilus La-5 a Bifidobacterium animalis ssp. lactis Bb-12
na mléénou mikrobiotu a na kojeneckou gastrointestinalni mikrobiotu. Ve vysledku dospéli k
zavéru, ze kojeni pravdépodobné nebude vyznamnym zdrojem téchto probiotik pro
kojence. Kromé toho peroralni podani matkam vyznamné neovlivnilo celkové slozeni mlé¢né
mikrobioty.

V piipadé¢ naseho vyzkumu bylo zkoumano podavani prokysaného mléka kmenem
rifampicin rezistrentnich bifidobakterii (RRBIF) B. animalis ssp. animalis 23II kravam od 4.
dne pted planovanym otelenim do porodu.

Vysledky experimentu nenaplnily o¢ekavani hypotézy. Zjistili jsme, Ze mléko obohacené
0 bifidobakterie vyznamné neovlivnilo mikrobiotu telat. Bakterialni osidleni bylo znacne
individudlni a pokud byly bifidobakterie schopné pfezit v travicim traktu kravy, objevily se i ve
vykalech. Tudiz pokud ptezily bifidobakterie u matky, objevily se 1 u mladéte. Tento
experiment vSak mtiZe slouzit jako pilotni studie pfed hlavnim vyzkumem, za i€elem vylepSeni
planu vyzkumu. Podavani vybraného kmene rifampicin rezistentnich bifidobakterii na zvifecim
modelu nemélo negativni dopad na jejich zdravi. Zvolenim jiného kmene bifidobakterii by tak
tento pokus mohl byt aplikovan na ¢lovéka.

Pteziti bifidobakterii pfi prichodu gastrointestinalnim traktem je dileZitym faktorem pro
naslednou identifikaci ve vzorcich. Jak bylo zminéno vySe, pokud chceme, aby se
bifidobakterie objevily u mladéte, je nutné jejich preziti v té€le matky. Kyselé prostredi zaludku
je prvni bariérou, na kterou bifidobakterie narazi. DalSi pfekaZku pro tento kmen tvofii
antimikrobialni peptidy a je tedy zfeyjmé, Ze pro kolonizaci GIT bifidobakteriemi je nutna
vysoké adaptabilita na prostiedi. Obrana GIT proti patogennim mikroorganismim neboli
koloniza¢ni rezistence pravdépodobné zpisobila Spatnou kolonizaci bifidobakteriemi.
Proniknuti skrze siln€ osidlenou vrstvu mucinu a uchyceni na stievnim epitelu je pro nové
bakterie obtizné. Tato kolonizacni rezistence omezuje rist bakterialnich kolonii prochazejicich
GIT (Lawley & Walker 2013). Nutnosti je vybrat kmen bifidobakterii, ktery je odolny jak
nizkému pH, tak i jinym faktortim branici kolonizaci a prinik GIT.

Obecné lze pozorovat z vysledki, ze telata, ktera po porodu zistala s matkou, méla
pozorovatelné vétsi pocet bakterii oproti telatim, ktera byla ihned po porodu matce odebrana.
Rifampicin rezistentni mutanti se ve vét$i mife nedostali do mléka matek. Mléko tudiz nemohlo
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byt vyznamnym zdrojem podanych bifidobakterii. Zdrojem kolonizace byl vSak
pravdépodobnéji travici trakt a vagina matky nez jeji mléko. Pro stanoveni bifidobakterii byla
pouzita dvé média. Identifikaci izolatl z téchto médii bylo prokazano, ze agar s norfloxacinem
je selektivnéjsi (poéty na ném stanovené jsou tedy presnéjsi) a proto jsou dale popsany vysledky
stanoveni bifidobakterii na médiu s norfloxacinem. Pocty bifidobakterii stanovenych na médiu
s norfloxacinem byly ve vykalech druhy den po porodu u telat, ktera zustala s matkou
vyssi 9,34 + 0,30 log KTJ/g oproti skupiné telat, které byly matkam odebrany 8,76 + 0,45 log
KTJ/g. Také paty den po porodu byly pozorované vyssi pocéty bifidobakterii ve vykalech u
skupiny telat ponechanych matce. Pii porovnani vykali z druhého dne s patym dnem, tak u
skupiny telat odebranych matce je pozorovatelny mirny pokles poctl bifidobakterii, a naopak
u skupiny telat ponechanych s matkou je pozorovatelny nartist bifidobakterii. U telat, ktera byla
matce odebrana, je opacny trend a to, Ze bifidobakteri jsou paty den niz$i nez v druhy den.
Vysledky ze vzorkl tlamy u telat nenaznaCovaly vyznamny narast bifidobakterii ani u jedné
skupiny. Nizs8i pocty bifidobakterii u telat, odebranych matce, mohou naznacovat vyznamny
vliv stresu na kolonizaci mikrobioty. Tato skupina telat také ptisla o interakci s matkou.

Pravé stres v raném stadiu zivota mize ménit mikrobiotu a stim i spojené chovani
a imunitu. Ve studii Amini-Khoei et al. (2019) se zabyvali socialnimi vazbami, zejména
vztahem matky a ditéte béhem kojeneckého obdobi. Vztah matka a dit¢ hraje zasadni roli ve
vyvoji mozku a chovani v dospélosti. Je prokdzano, ze expozice novorozenci psychosocialnim
nepiiznivym podminkam, jako je stres z matetské separace, porusuje vyvoj mozku a zvysuje
riziko neuropsychiatrickych onemocnéni véetné uzkosti a deprese. Dale separace ditéte od
matky, naruSuje vyvoj a sloZeni stfevni mikrobioty. Zmény ve sloZeni mikrobioty spolu se
zvySujici se propustnosti stfev by mohly vést k nadmérné produkei prozanétlivych cytokinti ve
stievé. To je spojeno se skuteCnosti, Ze existuji znatelné interakce mezi stresem, imunitnim
systémem a stfevni mikrobiotou. Stres narusuje homeostazu organismu a aktivuje hypotalamus-
hypofyza-nadledvinovou osu (HPA osa). HPA osa je hlavnim neuroendokrynnim systémem,
ktery reaguje na stres. HPA o0sa tak reguluje spousty télesnych procest, vcetné traveni.
Interakce probihajici mezi stresem, HPA osou a imunitnim systémem mohou byt
zprostifedkovany stfevni mikrobiotou. Pti déle trvajicim stresu dochazi k ovlivnéni stievni
propustnosti a bakterie mohou snadné&ji prostoupit stievni sliznici (Molina-Torres et al. 2019).

Matetsky prenatalni stres ma také dopad na stfevni mikrobiotu matky, tak i na jejiho
potomka. Ve studii Zijlmans et al. (2015) byl zkouman vyvoj stievni mikrobioty u kojenct
béhem prvnich 110 dnl zivota. Vyzkum probihal na 56 vaginalné narozenych zdravych
kojencich. Vysledky ukazaly, Ze prenatalni stres matky, tj. hlaSeny stres, nebo zvySena
koncentrace kortizolu ve slindich matky, byl siln€ a trvale spojen se sloZenim mikrobioty
kojencti. Matky béhem téhotenstvi meély vyznamné vys$s$i relativni hojnost skupin
proteobakterii, o nichZ je znamo, Ze obsahuji patogeny (Escherichia, Serratia, a Enterobacter).
Zaroveén tyto matky mély snizeni mnozstvi bakterii mlécného
kvaSeni (tj. Lactobacillus, Lactococcus, Aerococcus) a bifidobakterie. Tento neobvykly
kolonizacni vzorec souvisel skojeneckymi gastrointestinalnimi pfiznaky a alergickymi
reakcemi.

Moznosti je, Ze podavani prokysaného mléka bifidobakterialnim kmenem netrvalo
dostatecné dlouhou dobu. Pokusnym kravam bylo prokysané mléko podavano po dobu 4 dnt
pfed otelenim. Nekteti jedinci jsou citlivéj$i nez ostatni, proto u nich mohou byt namétené
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hodnoty prikazngjsi. U méné citlivéjSich jedinci mize byt vliv bifidobakterii pozorovatelny
teprve po delsi dobé. Ve studii Solano-Aguilar et al. (2018) podavali kmen bifidobakterii
Vv délce 21 dni pro pozorovatelné ucinky.

Cast vzorkt vysla pod limitem detekce. Je pravdépodobné, Ze tyto vzorky nemusely
obsahovat zadné bakterie, nebo mohly byt riiznymi zpusoby znehodnoceny. Nejcastéjsi chyby
nastavaji pii odbéru vzorka, pii Spatném zachéazeni, Spatném uchovani nebo dlouhé preprave.
Dalsi z moznosti by mohla byt chyba pii mikrobiologickém rozboru. Dodrzeni aseptické prace
a optimalnich podminek kultivace je nutnosti pro spravny nartst kolonii.

Vliv na mnozstvi bifidobakterii ve vzorcich mohla mit i pfedchozi 1é¢ba pokusnych krav
antimikrobialnimi latkami. Tato 1éCiva narusuji mikrobiotu, ale zaroven se v podob¢ rezidui
mohou dostat do mléka. Ve studii (van Vleck Pereira et al. 2016) se zaméfili na vyhodnoceni
vlivu poziti rezidui 1é¢ivych piipravki obsazenych v mléce na fekalni mikrobiotu odstavenych
telat. Léky pridané do mléka testovaci skupiny telat byly pfitomny v toleranci a bezpe¢ném
limitu, jak stanovil Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Urovné tolerance pro léky
stanovené¢ FDA se povazuji za koncentraci, pod kterou latka, pokud je pfitomna v potraving,
nebude mit $kodlivé €inky na zdravi spotiebitele. Z 210 sekvenovanych vzorki stolice analyza
ukazala (s vyjimkou vzorku pifed 1écbou), ze konzumace mléka obsahujici rezidua 1é¢iv
ovlivnila slozeni mikrobialni populace ve stolici. Srovnani pocéetnosti jednotlivych taxond mezi
kontrolni a testovanou skupinou vSak ukazalo vyznamné rozdily pouze u nckolika rodu,
pricemz nebyl pozorovan zadny rozdil na urovni tfid, fadu a celedi. Tyto vysledky naznacuji,
7e ackoli rezidua 1é¢iv mohou ovliviiovat mikrobialni populaci na rodové trovni, tak K naruSeni
nadfazenych taxonomickych hladin nedochézi. Toto zjiSténi naznacuje, Ze selektivni dopady
rezidui 1é¢iv pfitomnych v mléce mohou mit ucinky na bakteridlni sloZzeni pouze v ptipadé
piekroceni bezpecnostnich limitd.

Dalsi z moznosti, ktera by co nejvice podpotila zdravotni ptisnos bifidobakterii a jejich
kolonizaci v travicim traktu v o nejhojné&j$im mnoztvi je geneticka modifikace. Prozkoumani
bakterialniho genomu, podpofeni perzistence v travicim traktu a nasledné zlepSeni jejich
vlastnosti by bylo mozné docilit za pomoci genetické manipulace. Genetické modifikace by
mohly zlepsit ucinky in vivo nebo umoznit sledovani pozitych probiotickych kment
vV modelech zvitat i lidi. ZvySujici se mnoZstvi sekvenci genomt poskytuje ptileZitost pro lepsi
analyzu metabolismu, fyziologie, genetiky a jeji role pifi udrzovani zdravi v travicim traktu.
Velkou ptfekazkou je vSak nedostatek znalosti o molekuldrnich mechanismech. ZvySujici se
dostupnost sekvenci genomu a genetickych nastroji by v budoucnu mohlo znamenat vyznamny
pokrok v pouzivani téchto bakterii pro 1ékatské ucely (Cronin et al. 2011).

Mateiska mikrobiota je jednim z dilezitych faktorti ve vyvoji imunitniho systému ditéte,
protoze predstavuje prvni kontakt ditéte s mikroorganismy. Zpusob porodu byl povazovan za
mikrobidlni kontakt, protoze bakterie byly detekovany jiz v plodové vodé, pupecnikové krvi
a mekoniu u novorozencll narozenych vaginalnim porodem nebo cisafskym fezem. V soucasné
dobé se predpoklada, Ze matetské mléko je hlavnim postnatdlnim zdrojem bakterii ve stievé
kojence, a proto hraje dualezitou roli pfi kolonizaci mikrobioty béhem prvnich mésict
zivota. Slozeni matetfského mléka se miize pozoruhodné liSit u stejného jedince, na zakladé
riaznych faktortl. Zivotni styl matky, stravovaci navyky, nutriéni a imunologicky stav a doba
laktace ovliviiuji mikrobiotu matefského mléka. Kromé toho byly v posledni dobé objeveny
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specifické mikrobidlni rozdily spojené s indexem télesné hmotnosti matky, pfirtistkem
hmotnosti a zplisobem porodu. S touto souvislosti se zabyvala studie Khodayar-Pardo et al.
(2014), ktera vyhodnotila vliv specifickych perinatalnich faktort, jako je faze laktace, gestacni
vék a zplusob porodu na mikrobiotu lidského mléka. Vysledkem této studie bylo zjiSténi
vyznamnych rozdild celkové koncentrace bakterii, zejména Bifidobacterium spp. mezi
mlezivem, pfechodnym mlékem a zralym mlékem. MnozZstvi vSech zkoumanych bakterii se
zvysovalo béhem obdobi laktace. Celkova koncentrace bakterii byla vyznamné nizsi v mlezivu
nez v piechodném a zralém mléce. Podobné tomu byl i obsah Bifidobacterium spp., ktery byl
vyznamn¢ niz§i v mlezivu i V pfechodném mléce ve srovnani s mlékem zralym. Nadale tato
studie nalezla vyznamné rozdily ve slozeni mikrobioty mléka mezi skupinou matek, které rodily
v terminu (GAT) a skupinou matek, které rodily piedcasné v riznych fazich laktace. Pocty
Bifidobacterium spp. byly vyznamné vyssi u GAT nez u matek s pred¢asnym porodem ve vsech
fazich laktace. Gestacni veék tedy mize také hrat vyznamnou roli pii rozvoji détské mikrobioty.

Vysoka koncentrace bifidobakterii je dilezitym znakem pro determinaci vyvoje zdravé
mikrobioty a jejich vyskyt 1ze povazovat za charakteristicky znak u zdravych kojenych déti.
Matetské mléko méa své specifické a charakteristické druhy bifidobakterii. U kojenych
déti Bifidobacterium spp. mtize dosahnout 60 az 90 % celkové fekalni mikrobioty ve srovnani
s kojenci krmenymi umélou vyzivou. Ale i u kojenych déti jiné bifidobakterialni slozeni neni
neobvyklé. Pfenos konkrétnich bifidobakterii z matky na kojence naznacuje, ze kazdy par
matka-kojenec miize mit jedinecné bakterie specifické pouze pro jejich vztah (Khodayar-Pardo
et al. 2014).

Ptedpoklddalo se, ze nitrodélozni prostifedi je sterilni. Rostouci mnozstvi dikazi
naznacuje opak. Béhem t€hotenstvi dochazi k ptenosu bakterii z matky na plod. Zda je plodova
voda kolonizovana nebo ne, je velmi diskutabilni. Studie na zvifatech ukazaly, Ze je mozny
prenatalni pfenos mikrobti na plod a fyziologické zmény pozorované u té¢hotnych matek
naznacuji, ze pfenos in utero je pravdépodobny také u lidi. Uvadi se, Ze ke kolonizaci plodu
u nekomplikovanych téhotenstvi dochézi béhem prasknuti plodové vody a mikrobidlni
kolonizace potomkti zac¢ina po kontrakcich délohy a pretrhnuti plodové membrany. Do té doby
zda se byt prostiedi plodu sterilni (Vandenplas et al. 2020).

Mikrobialni sloZeni stolice kojencti také souvisi s télesnou hmotnosti a pfirGstkem
hmotnosti matek béhem té¢hotenstvi (Collado et al. 2010). Byly prokazany vyznamné uéinky
matefské obezity na sloZeni stfevniho mikrobiomu potomkil. Kromé toho existuji nedavné
dukazy o pfi¢inné roli obezity matek spojené s kojeneckou dysbiozou mikrobioty a détské
obezity (Galley et al. 2014).

Navzdory vysoké variabilité mezi vysledky studii o existenci endogenniho piivodu bakterii
v matefském mléce je suplementace probiotickymi druhy bakterii sporna. Je tfeba urcit, zda
existence mikrobioty v matefském mléce ma piimou souvislost s pfenosem na potomka a jeho
naslednym ovlivnénim bakteridlniho vyvoje po narozeni.

Existuje Siroka Skala faktorti ovlivitujici kolonizaci matky a potomka jako je prenatalni
stres matky, stres v raném stadiu zivota jedince, zptusob porodu, antibioticka 1é¢ba, télesna
hmotnost a dalsi. Je tfeba odpovédét na mnoho otazek tykajicich se vlivu téchto faktort, nez
bude mozné implementovat poznatky o mlécné mikrobioté ve strategiich k feSeni zdravotnich
problémti matek a kojencti nebo v péci o dojnice.
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[ Zavér

Tato diplomova prace si dala za cil ovéfit, zda mize byt mléko matky zdrojem
bifidobakterii pro kolonizaci traviciho traktu. Zjisténi diplomové prace bylo, ze pokud byly
bifidobakterie podavany kravam pted otelenim, vyznamné to neovlivnilo mikrobiotu telete
a bifidobakterie se ve vétsi mife nedostaly do mléka matek. Tudiz mléko nemohlo byt
vyznamnym zdrojem podané¢ho kmene bifidobakterii. Z vysledki bylo zjisténo, ze pocty
stanovenych bakterii byly znacné¢ individualni a pokud byly bifidobakterie schopné piezit
Vv travicim traktu matky, tak se objevily i v odebranych vzorcich. Tudiz pokud piezily
bifidobakterie u matky, objevily se i u mladéte. Zdrojem kolonizace mladat byl vsak
pravdépodobngéji travici trakt matky nez jeji mléko. VEtSi vahu lze ptisuzovat psychickému
faktoru. Telata, ktera po porodu zistala s matkou, mé¢la pozorovatelné zvySeny pocet
bifidobakterii oproti telatim, ktera byla ihned po porodu odebrana matce.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BIF
CFU

CP
EC-B
EC-M
FDA
F6PPK
GAT
GIT
HPA osa
ISAPP
KTJ
gPCR
LB
MALDI-TOF

MJ

MS
NOR
RRBIF
SCFA
TT

bifidobakterie kultivované na agaru B

colony forming unit

celkové pocty anaerobnich bakterii

koliformni bakterie

E. coli

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv
fruktoza-6-fosfatfosfoketoldza

matky, které rodily v terminu

gastrointestinalni trakt

hypofyza-nadledvinova osu

Mezinarodni védecka asociace pro probiotika a prebiotika
kolonii tvofici jednotky

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

laktobacily

Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight; laserova
desorpce a ionizace za ucasti matrice s priletovym analyzitorem
monomerni jednotky

hmotnostni spektrometrie

bifidobakterie kultivované na agaru N

rifampicin rezistentni bifidobakterie

mastné kyseliny s kratkym fetézcem

travici trakt
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha €. 1 — Pfiprava na pipetovani do Petriho misek (Foto autor textu)




