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Vliv zpusobu porodu na zdravi a mikrobiotu déti

Souhrn

Mikrobiota je souhrn az tisici druhti bakterii. Ve vétsin€ piipadt se jedna o prospésné
bakterie, nezbytné pro spravny vyvoj naseho zdravi. VSeobecné se mezi prospéSné bakterie
zatazuji laktobacily a bifidobakterie, naopak nékteré druhy z rodu Enterococcus a Clostridium
jsou povazovany za patogenni bakterie. Kolonizace stfeva novorozence je velmi dynamicky
proces. Vyvoj mikrobioty je u kazdého jedince individualni a je ovlivnén fadou faktorti. Za
prokazalo negativni vliv cisafského porodu na slozeni mikrobioty, vedouci k vys$simu vyskytu
metabolickych onemocnéni, civilizaénich onemocnéni, ekzému, astmatu atd. DalSimi
dilezitymi faktory ovliviiujici mikorbiotu novorozence jsou zpusob vyzivy, podavani
antibiotik, mira urbanizace, gestatni vék a podavani suplementd. Nejvice vyuzivanymi
suplementy jsou probiotika. Probiotika definujeme jako zivé prospé$né mikroorganismy,
které pozitivné ovliviiuji nas zdravotni stav, primarné pak podporuji funkci stfevni mikrobioty
a napomahaji udrzovat jeji eubiozu.

Cilem této diplomové prace bylo popsat zmény v diverzité stievni mikrobioty dvojcat
narozenych cisafskym fezem. PfedevS§im pak zkoumat modulaci mikrobioty pfi podéavani
probiotickych preparatu. Laboratorni ¢ast prace byla zalozena na mikrobiologické, kultivacni
analyze s naslednou identifikaci vzorki pomoci zatizeni MALDI-TOF.

Vzorky stolice dvoj¢at narozenych cisafskym fezem byly odebirany po dobu 7 let.
Celkem bylo od obou déti odebrano 26 vzorkd. Sledovany byly zmény zptasobené podavanim
probiotického preparatu Biopron a zmény zptuisobené vyZzivou, v tomto piipadé détské kase od
znaCky Beba a Nutrilon. Monitorovany byly celkové pocty anaerobnich bakterii, laktobacili,

bifidobakterie, E. coli, koliformni bakterie a enterokoky.

Klic¢ova slova: mikrobiota, bifidobakterie, laktobacily, cisafsky porod, probiotika



Influance of mode of delivery on health and infant’s
microbiota

Summary
Microbiota is complex of thousands of species of bacteria. There are mostly beneficial

bacteria, which are necessary for development of our health. Beneficial bacteria are mainly
lactobacillus and bifidobacteria, bacteria like clostridia and entorococcus are known as
potencial pathogenic bacteria. Colonization of infant’s gut is very dynamic process. The
development of gut microbiota is indivual for each person and it is affected by many factors.
The main factor, which affected composition of gut microbiota is mode of delivery. The
negative effect of ceaserean section on infant’s gut microbiota was approved by many studies,
it led also to higher incidence of metabolic illnesses, lifestyle diseases, eczema, asthma etc.
Another important factor is nutrition, antibiotics intake, level of urbanization, gestational age
and administration of suplements. The most common suplements are probiotics. Probiotics
are defined as live beneficial microorganisms, which have a positive impact on our health. It
supports function of gut microbiota primary, and it helps to keep eubiosys balanced.

The aim of this thesis was to describe changes in gut microbiota of twins borned by
ceaserean section. The main goal was to analyze microbiota modulation during probiotics
intake. The laboratory part of this theses was based on microbiological cultivation analysis
and on identification of samples by MALDI-TOF.

The samples of twins borned by ceaserean section was collected for 7 years. The total
number of collected samples was 26. The changes caused by intake of probiotic Biopron was
monitored the most, changes caused by nutrition, in this case mash from company Beba and
Nutrilon was monitored also. The monitored bacteria were total count of anaerobic bacteria,

lactobacilli, bifidobacteria, E. coli, coliform bacteria, and enterococci.

Keywords: microbiota, bifidobacteria, lactobacillus, caesarean section, probiotics
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1 Uvod

Nase t€lo je osidleno vysokym poc¢tem organismu. SpoleCenstvi téchto mikroorganismt
je nazyvéano mikrobiota. V poslednich letech se stala pfedmétem mnoha studii, nebot’ v ni
védci vidi znacny potencial a Sanci najit odpoveéd na fadu otdzek souvisejicich s lidskym
zdravim.

Formovani stfevni mikrobioty zacina jiz od narozeni. Mikrobiota novorozence je velmi
dynamicka a jeji slozeni je v této fazi vyvoje zavislé predevsim na zptusobu porodu. V piipadé
vaginalniho porodu pfichazi novorozenec do styku s bakteriemi z ktze matky, sjejimi
fekalnimi bakteriemi a vaginalni mikrobiotou. U cisafského porodu dochazi pouze ke styku
s bakteriemi vyskytujici se na k(zi zdravotnického personalu a mikroorganismy z okoli a
mikrobiota novorozence, pak neni osidlena mikroorganismy, které jsou povazovany za
prospéSné jako jsou laktobacily a bifidobakterie, misto toho je kolonizovédna klostridiemi,
enterokoky ¢i E. coli. Slozeni stfevni mikrobioty kojence vSak lze upravit podavanim
probiotik, prebiotik nebo synbiotik. Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy vytvarejici
substrat pro zivé mikroorganismy v naSem stfeveé, které nazyvame probiotiky. Kombinaci
prebiotik s probiotiky jsou synbiotika.

Slozeni mikrobioty v prvnich mésicich zivota je zasadni pro spravny vyvoj jedince a
ndsledné ovliviiyje jeho zdravotni stav do budoucna, protoze pomaha v boji proti patogenim
mikroorganismim, zlepSuje imunitni systém jedince a predchéazi fadé onemocnéni jako je
ekzém, asthma, obezita Ci jiné nemoci spojené s rozvratem stfevni mikrobioty. Nutno dodat,
ze slozeni mikrobioty kazdého jedince je ojedin€lé, a proto neexistuje jednotny postup, jak lze
sttevni mikrobiotu modulovat ve prospéch naseho zdravi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem této prace je prokazat Gi¢innost podavani probiotickych preparati ¢i zmény diety
u déti narozenych cisaiskym fezem a celkové zpracovat problematiku vyvoje stfevni
mikrobioty. Sledovalo se snizeni poétu patogenich bakterii jako jsou klostridie a entrokoky a
taky vliv na poéty ostatnich bakterii kolonizujici stfevni prostiedi.

Hypotézou je piedpolad, Ze podavani probiotickych preparati mulze pozitivne
modulovat stfevni mikrobiotu.



3 Literarni reSerse

3.1 Strevni mikrobiota

Lidské télo je osidleno velkym mnozstvim mikroorganismid, nejedna se pouze o
bakterie ale i o Funghi, Archaea, Protozoa a viry. Tento komplex nazyvame mikrobiota a
v poslednich letech se mu dostava ¢im dal tim vétsi pozornosti. Pojem stfevni mikrobiota je
ekvivalentem pro dfive pouzivany pojem stievni mikroflora. Vzhledem k tomu, ze slovo flora
je charakteristické pro rostlinstvo a jeho pouzivani bylo tedy zavadéjici, byl zaveden nazev
mikrobiota (Belizario, 2015).

V naSem gastrointestinalnim traktu najdeme asi 50 bakterialnich kment a vice nez 500
druhii bakterii o celkovém po¢tu 10'3- 10" mikroorganism, ktefi obsahuji az 150x vic genli
nez na$ vlastni genom. VétSina t€chto mikroorganismi kolonizuje posledni ¢ast tenkého
stteva, ileum a tlusté stfevo. Jejich vaha se odhaduje az na 1,5 kg (Williams, 2010).
Mikroorganismy pfispivaji ke zdravi jedince pomoci biosyntézy vitamind a esencialnich
aminokyselin a §tépenim nestravitelnych slozek potravy na vedlej$i metabolické produkty
jako je butyrat, acetat ¢i propionat (Topping, 2001).

3.1.1 Slozeni stirevni mikrobioty

Travici trakt clovéka je v riznych cCastech osidlen rozliSnymi druhy a pocty
mikroorganismi (MO). Denzita MO nartista od zaludku, kde je nizsi pH, smérem k tlustému
sttevu. V duodenu se pocet bakteridlnich buné&k odhaduje na 10%ml, vjejunu je az
desetindsobny pocet bakterii a v ileu se poCty uvadéji az v desitkach miliond viz. Obr. €. 1
(Mowat et al., 2014, upraveno).
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Velkou cast stfevnich bakterii neni mozné kultivovat, protoze nejsou dostupné
kultivacni techniky, které jsou pro dany druh bakterii vhodné, a proto se k jejich identifikaci
vyuzivaji molekularné genetické metody zaloZzené na sekvenovani casti bakterialni
ribozomdlni RNA.

Dominantni skupinu tvoii striktné anaerobni bakterie, nalezneme zde ale 1 fakultativné
anaerobni nebo aerobni bakterie. PoCet druhi mikroorganismt osidlujicich nas trakt je
individualni, hodnoty se vétSinou pohybuji od 15 do 36 000. Hlavnimi zdstupci ve zdravém
sttevnim prostfedi jsou grampozitivni bakterie kmene Firmicutes a gramnegativni bakterie
Bacteroidetes. Vétsina zastupci kmene Firmicutes patii do tifidy Clostridia a jenom malé
mnozstvi zastupci zafazujeme do kmene Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria a
Verrucomicrobia (Frank, 2008).

3.1.2 Strevni mikrobiota a imunita

Stfevni mikrobiota hraje dulezitou roli v ochrané proti patogenim, vyvoji imunitniho
systému, syntéze esencialnich aminokyselin, vitamint a enzymu. Zavislost imunity na stfevni
mikrobioté a obracené se neda popfit. Imunitni systém rozliSuje patogenni a komenzalni
bakterie pomoci tzv. toll like receptorti (TLRs), které se nachazi v epitelidlnich a lymfoidnich
bunkach tenkého stfeva. TLRs zptuisobuji imunologickou toleranci ke komenzalnim bakteriim,
potlacenim zanétlivé odpovédi. Pokud by k potlaceni reakce nedoslo, spustila by se kaskada
reakci aktivujici geny pro cytokiny, proteiny akutni faze atd. (Lazar et al., 2018).

Mimo to se stfevni mikrobiota podili 1 na funkci neutralnich buné€k, diferenciaci T
bunék na Thl, Th2, Th17 a regulacni T burky (reguluji odpovéd” imunitniho systému). Butiky
Th17 vylucuji dulezité cytokiny, které se podili na udrzeni imunitni homeostazy a vzniku
zanéti (Lazar et al., 2018). Dle (Mazmanian et al., 2008) dojde pii podani purifikovaného
kapsuldarnitho polysacharidu komenzalni bakterie Bacteroides fragilis k potlaceni zanétlivé
odpovédi a zaroven ke stimulaci tvorby lymfocytd TCD4 a protizanétlivého IL-10.

Komenzalni bakterie jsou rovnéz dulezité pro tvorbu IgA. Jedna se o sekrecni protilatky
nejhojn€ji zastoupené v naSem gastrointestinalnim traktu, které nas chrani proti pusobeni
toxind tim, ze inhibuji vazbu téchto toxind na hostitelsky epitel a jejich nasledné pronikani do
lamina propria. Tento mechanismus byl popsén 1 ve studii (Fagarasan et al., 2010), kdy byl u
bezmikrobnich mysi prokazan snizeny pocet bunék produkujici IgA. IgA bunky jsou tedy
dulezité zejména pro podporu funkce stievni bariéry a udrzovani mutualismu mezi hostitelem
a komenzaly.

3.2 Vyvoj mikrobioty

Nase mikrobiota je velmi variabilni systém, ktery se vyviji od narozeni az do konce
naseho zivota. Na jeho formovani ma vliv hned nékolik faktori. Nejvyznamnéjsi roli ve
vyvoji mikrobioty hraje zptsob porodu, dal§imi faktory jsou pak vyziva v prvnich mésicich
zivota, podavani antibiotik, gestatni v€k novorozence, urbanizace a v neposledni fadé i
podavani suplementd (Zhuang et al., 2019).

3.2.1 Stievni mikrobiota in utero
Vyvoj mikrobioty in utero je velmi kontroverznim tématem. Nékteré studie tvrdi, ze

osidlovani ditéte bakteriemi in utero neni mozné a nalezy bakterii povazuji za kontaminace,
které mohly vzniknout pfi odbéru vzorku, izolaci DNA v laboratofi ¢i kontaminovanymi
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reagenciemi pouzivanymi pfi praci se vzorky beéhem pripravy PCR reakce a sekvenacni
knihovny (Leiby et al., 2018, Theis et al., 2019). Jiné studie potvrzuji osidlovdni bakteriemi
jiz pted porodem. (Antony et al., 2015, Collado et al., 2016). Dle téchto studii mé placenta
vlastni unikatni mikrobiom, typicky nizkou diverzitou a Cetnosti bakterii. Hlavnimi zastupci
jsou bakterie rodu Proteobacteria, dal§imi jsou Prevotella, Neisseria ¢i Fusobacterium.
Kontaminace ditéte témito bakteriemi je udajné zpusobena polykdnim amniové tekutiny
v placenté¢.

3.2.2 Kolonizace traviciho traktu béhem porodu

K prvni intenzivni kolonizaci ditéte dochazi béhem a ihned po porodu. Travici trakt
novorozence je v tomto obdobi osidlovan jak mikroorganismy z téla matky, tak z okolniho
prostiedi napft. ruce zdravotnického personalu, 1ékafské nacini aj. To, jaké mikroorganismy se
budou podilet na brzké kolonizaci stieva, zavisi hlavné na zpusobu porodu. Velkou roli zde
hraje 1 doba kontaktu ditéte s matkou té€sné po porodu. Na zakladé studii bylo prokazano, ze
kontakt s fekalni a wvaginalni mikrobiotou matky je dualezity pro kolonizaci stieva
bifidobakteriemi. Déti narozené cisafskym fezem jsou mnohem castéji kolonizovany
patogennimi bakteriemi a zaroven je zde vétSi pravdépodobnost uzivani antibiotik v prvnim
roce zivota nez u déti narozenych vaginalnim porodem. Rozdily v mikrobioté traviciho traktu,
zpusobené typem porodu, mohou byt znatelné az do 7 let véku ditéte (Salminen et al., 2004;
Dominguez-Bello et al., 2010).

3.2.3 Strevni mikrobiota mekonia

Slovem mekonium oznacujeme prvni stolici ditéte, ke které dochazi cca. 1-3 den po
porodu. Mekonium je typické polotuhou konzistenci a nazelenalou barvou, ktera je zptisobena
obsahem amniové tekutiny, zluCovych barviv, odloucenych bun¢k stfevniho epitelu a hlenu.
Stejné jako v predchozi kapitole 1 zde mame fadu studii, které si vzdjemné odporuji. Studie
(Ortega Garcia et al., 2000) tvrdi, ze mekonium obsahuje bakterie, jimiz bylo dité osidleno
pfed porodem a jedna se tedy o material vhodny ke zkoumdni bakterii nachdzejicich se in
utero. Toto tvrzeni vSak popira modernéjsi studie z roku 2019 (de Goffau et al., 2019) tvrdici,
ze bakteriemi nachazejici se v mekoniu se dité kolonizovalo az pii porodu.

Vzhledem k tomu, Ze bakterie, kterymi je dité kolonizovano béhem porodu nestihnou
projit travicim traktem dostatecné rychle, méa mikrobiota mekonia nizkou bakterialni diverzitu
i nez je tomu u normalni stolice. Pravé z toho divodu nelze prokazat vliv porodu na slozeni
mekonia.

K zajimavym vysledkim dospéla studie (Hu et al., 2013), ktera zkoumala slozeni
mekonia novorozenci narozenych matkam trpicich diabetem II. typu. Mekonium téchto
novorozencl obsahovalo vice bakterii rodu Parabacteroides, nez mekonium novorozenct
zdravych matek. Pravdépodobnym zdrojem téchto bakterii je mikrobiota matek, jelikoz
s timto rodem bakterii se setkavame hlavné u diabetickych pacientd.
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3.2.4 Postnatalni vyvoj mikrobioty

K dalsi intenzivni kolonizaci dochazi v prvnim pul roce zivota. Hlavnim faktorem
ovlivilyjici vyvoj mikrobioty vtomto obdobi je zpisob stravy. Matefské mléko diky
vysokému obsahu oligosacharidii, lysozomu a dalSich antimikrobialnich proteind a
probiotickych bakterialnich kment zajistuje vSechny potfebné Ziviny a latky pro spravny
vyvoj novorozence. Je prokazdno, ze matefské mléko poskytuje ochranu pred infekcemi,
alergiemi a prispiva k zvyseni poctu bifidobakterii ve stievé (Harder et al., 2005). Jednim z
Casto se vyskytujicich druhd je Bifidobacterium longum. Naopak uméla vyziva vede
k vy§§imu zastoupeni Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacillus fragilis a také
laktobacilt (Konig, 2011).

K dal§im zménam ve slozeni mikrobioty dochazi se zavedenim b&znych potravin do
jidelnicku. S rozsirenim skladby jidelnicku dochéazi k ubytku bifidobakterii, zatimco pocty
laktobacili a nekultivovatelnych kment rostou. Ke stabilizaci mikrobioty dochazi zhruba ve
veéku 3 let (Walker, 2017).

Dle studie (Stewart et al., 2018) miizeme postnatalni vyvoj mikrobioty délit do tfech
obdobi: faze vyvojova (3-14 mésic), faze prechodna (15-30 mésic), faze stabilni (31-46
mesic). Béhem vyvojové a prechodné faze bylo mozné pozorovat hlavné dynamické zmeény
ve sloZeni mikrobioty které ustaly u vétSiny sledovanych déti ve véku vyse zminénych tii let.
Existuji vSak 1 studie tvrdici, Ze vyvoj mikrobioty trva déle protoze bakterie postupné vytvari
komplexni a propojeny systém, ve kterém se jednotlivi ¢lenové vzajemné ovliviiuji (Cheng et
al., 2016; Zhong et al., 2019).

3.3 Faktory ovliviiujici vyvoj stievni mikrobioty

Jak jsem jiz zminila vySe, nejdulezit€jsim faktorem ve slozeni a vyvoji stievni
mikrobioty je pravé zpusob porodu. Dale hraje dulezitou roli i typ pfijimané stravy, podavani
antibiotik, gestacni vek, urbanizace a podavani suplementd. Faktory mizeme d€lit na vnéjsi,
zahrnujici zevni prostedi, stres, vyzivu a iantrogenni faktory, kam patii vliv moznych
onemocnéni na mikrobiotu a aplikace medikamentd (Jurankova et al., 2008).

Dulezité je v pribéhu prvnich tii let Zivota dbat na prirozené chovani ditéte, kdy je dité
neustale vystavovano mikroorganismim z okolniho prostiedi, diky kontaktu ust s kiizi matky,
vkladanim rukou ¢i jinych pfedmétd do ust, kontaktem téla se zemi pii plazeni a spoustou
dalsich ¢int. (Koenig et al., 2011)

V prvnim roce zivota je hlavnim externim faktorem matka, coz je dano jejich velmi
blizkym kontaktem béhem porodu a kojenim. Tento fakt byl potvrzen studii (Vaishampayan
et al., 2010), ktera potvrdila vzajemnou funk¢ni 1 fylogenetickou podobnost mikrobioty matky
a ditéte behem prvniho mésice zivota.

3.3.1 Vliv zpisobu porodu na mikrobiotu

Jednim z nejvyznamnéjSich faktorti je zptsob porodu. V dnesni dobé existuje fada
studii zabyvajici se vlivem typu porodu na mikrobiotu ditéte. VétSina z nich se vSak shoduje
na tom, ze pro spravny vyvoj stievni mikrobioty je idealni vaginalni porod. To, jak pfesné se
mikrobiota utvafi po vaginalnim porodu a cisaifské sekci, je popsano v ndsledujicich
kapitoléch.
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3.3.1.1 Porod cisafskym fezem

Pti porodu cisafskym fezem dochézi primarné k expozici bakteriemi nachdzejicimi se
na kuzi matky a v prostedi, coz bylo potvrzeno i pfi rozboru stolice déti narozenych timto
zpusobem. Nejvice zastoupenymi rody byva Staphylococcus a Corynebacterium, ptitomny
jsou ale 1 Haemophilus, Veillonella, Streptoccoccus a Enterobacter (Dominguez-Bello et al.,
2010). Stfevni mikrobiota déti narozenych cisafskou sekci je specificka nizkou bakteridln{
diverzitou a rody Bacteroides, Bifidobacterium a Lactobacillus jsou zastoupeny s nizsi
relativni Cetnosti, nez je tomu u déti narozenych vaginalnim porodem. Kolonizace koznimi
mikroorganismy muze zpusobit vyssi citlivost k meticilin-rezistentni bakterii Staphylococcus
aureus (MRSA).

Vyrazné nizsi Cetnost rodu Lactobacillus pretrvava u déti béhem prvnich Sesti mésict
zivota a teprve ve tiech letech je rozdil oproti détem narozenych vaginalné nulovy ¢i mizivy.
V pfipadé rodu Bacteriodetes dochazi ke srovnani poctu zhruba ve dvou letech. Vzhledem
k méné diverzifikované mikrobioté a opozdéné kolonizaci mikrobialni populaci, jsou déti
narozené cisafskym fezem Castéji postizeny atopickymi onemocnénimi nebo trpi
metabolickymi poruchami a cCasto je porod cisafskym fezem spojovan s vyS§Sim rizikem
rozvoje astmatu, celiakie ¢i obezity (Thavagnanam et al., 2008). Dalsi riziko plyne z kontaktu
novorozence s koznimi mikroorganismy béhem porodu, coz vede ke zvySeni citlivosti na
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA). U novorozenci kolonizovanych
vaginalni mikrobiotou je vyskyt MRSA a dalSich patogend vyrazné niz§i. Kromé toho,
cisarsky fez pfinasi 1 zna¢na zdravotni rizika pro matku. Dle Gundersen et al., (2018), je tento
typ porodu spojen s vys§im rizikem vzniku infekce mocovych cest a vzniku poporodni
matefské infekce. Z toho duvodu jsou matkam profylakticky podavana antibiotika, coz
predstavuje dalsi riziko pro naruseni stfevni mikrobioty.

Jak jsem jiz zminila vySe, cisafsky porod ovliviiuje i pfitomnost kmene Bacteroidetes,
jehoz zastupci produkuji fadu nepostradatelnych metabolita. V pfipadé€ jejich nedostatku ve
sttevni sliznici dochézi k naruSeni vstifebavani cholesterolu, steatdoze jater, poruSeni
endokrinniho systému nebo zanétlivym onemocnénim stieva. Nejvice zastoupenym druhem z
tohoto kmene je Bacteroides fragilis, ktery byl ve vzorcich déti narozenych cisafskym fezem
zastoupen vyrazné méné nez u déti narozenych pfirozené. Tato bakterie je schopna
syntetizovat polysacharid A, jenz stimuluje tvorbu interleukinu 17, coz je cytokin majici
protizanétlivé vlastnosti (Biasucci G. a kol. 2010).

Obr. €. 2 Bacteroides fragilis

Dulezity je kromé poctu jednotlivych bakterii i jejich vzajemny pomér. Pro spravny
vyvoj imunitniho systému by mél byt béhem prvniho tydne zivota pomér kmene Firmicutes a
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Bacteroidetes 1:1. Po porodu cisarskym fezem vSak pfevazuje pritomnost kmene Firmicutes,
jehoz zastupci pak reaguji s buiikami imunitniho systému a aktivaci imunitni odpovédi pak
muze dochazet k rozvoji stievnich zanét (Brumbaugh D. E. et. al., 2016).

V roce 2016 se Dominguez-Bello et. al. (2016) pokusili modifikovat mikrobiotu ditéte
narozeného cisafskym fezem. Nechali sterilni gazu inkubovat ve vaginé matky a ihned po
porodu touto gazou potreli novorozenci uUsta, tvafe a zbytek téla. Nasledny rozbor
novorozencovi stolice ukazal, Ze timto zptisobem byla zajisténa dostateCna expozice vaginalni
tekutiné a mikrobiota tohoto ditéte byla shodna s mikrobiotou ditéte narozeného vaginalnim
porodem.

Dle WHO (2016) je az 41 miliont déti ve véku do 5 ti let obéznich, pficemz toto Cislo
kazdy rok vzrusta, a pravé porod cisafskym fezem byva Casto oznaCovan jakoZzto rizikovy
faktor rozvoje obezity. Tento fakt, zkoumala kohortni studie (Moreno-Galarraga et. al., 2021),
kde védci shromazdovali informace od rodi¢h déti ve véku 4 az 6 let pomoci online
dotazniku. Prizkumu se zucastnilo 407 jednotlivcu. Vysledky ukazaly, ze u déti narozenych
cisarskym fezem se vyskytovala obezita dvakrat vice nez u déti narozenych vaginalné. Krom
obezity je cisafsky fez spojovan i s rizikem rozvoje astmatu. Rozvoj astmatu je vysvétlovan
jakozto duasledek naruSeni imunitniho systému, ke kterému dochazi z davodu odlisného
slozeni stfevni mikrobioty u déti narozenych cisafskym fezem. NaruSeni imunity miZze byt
zpusobeno i odli§nou urovni stresu, kterou je novorozenec béhem porodu vystaven. Béhem
vaginalniho porodu se diky kontrakcim délohy a hypoxii vytvaii v téle novorozence velké
mnozstvi kortizolu a katecholamind, tudiz je jeho imunitni systém Iépe pfipraven na kontakt
s vn¢j§im prostfedim nez imunitni systém novorozence narozeného cisafskou sekci, kde tento
jev nenastdva (Yassen et. al., 2019).

Neékteré studie vSak dokazuji, ze i novorozenec narozeny cisafskym fezem muze mit
podobné slozeni stfevni mikrobioty, jako novorozenec narozen vaginalng Tento fakt
potvrzuje studie z roku 2015, ve které autofi zkoumali 100 fekalnich vzorka novorozencu, z
nichz 61 bylo narozeno vaginalné€ a 39 se narodilo cisaiskym fezem. Ve vzorcich jedinct
narozenych cisafskou sekci byly ve 41 % vzorcich detekovany bifidobakterie, jez jsou
zadouci pro svou schopnost metabolizovat oligosacharidy matefského mléka. Vzorky
vaginalné narozenych déti prokazovaly pritomnost bifidobakterii v 87 % vzorcich. Pocty
bifidobakterii byly u obou skupin téméf shodné. U vzorkd, které neobsahovaly bifidobakterie
byly v obou skupinach (narozeny vaginalné x narozeny cisafskou sekci) dominantni bakterie
E. coli, gramnegativni anaerobni bakterie a klostridie (Musilova et. al., 2015).

3.3.1.2 Vaginalni porod

Pfi porodu vagindlnimi cestami se dit¢ setkavad pfedevSim s mikroby, bézné se
vyskytujicimi v porodnim kanale. OvSem i mezi détmi narozenymi vaginalné jsou rozdily ve
slozeni mikrobioty, dané tim, jaké mikroorganismy prevladaji v matciné vagindlnim traktu.
VétsSinou se setkdvame s dominanci rodu Lactobacillus ve stfevnim traktu, mozna je ale i
dominance rodu Prevotella. Dominance rodu Lactobacillus vSak neni dlouhodobd, coz je
dano jejich odlisSnymi naroky na prostiedi. Lactobacilly jsou zvyklé na nizké pH vyskytujici
se ve vaginé a nedokazou mimo jeji prostfedi dominovat nad ostatnimi mikroorganismy
(Dominguez-Bello et al., 2010). Dal§imi bakteriemi, které se bézné vyskytuji ve stolici déti
narozenych pfirozenou cestou jsou Bifidobacterium a Bacteroides. U rodu Bifidobacterium
byla detekovana i1 velka druhova variabilita, nejcastéji se setkdvame s B. breve, B. bifidum, B.
adolescentis a B. infantis.

V procesu kolonizace stfeva je velice dulezita primarni kolonizace laktobacily.
Laktobacily jakozto fakultativné anaerobni mikroorganismy spotifebovavaji kyslik, ktery t€sné

15



po porodu zustava v détském stfevé a brani, aby stfevo bylo osidleno dalSimi bakteriemi jako
je Bifidobacterium, Prevotella, Bacteroides aj. Dulezitou funkci laktobacilt je i fermentace
kyseliny mlééné na laktat ovliviiyjici pH stfevniho traktu. Kromé toho produkuji rastovy
faktor, ktery ovliviluyje sekreci mucinu. Mucin nasledné reaguje se zastupci kmene
Bacteroides a ty metabolizuji jeho glykany (Brumbaugh D. E. a kol. 2016).

Druhym nejpocetnéj§im rodem, osidlujici stfevni trakt je rod Bifidobacterium. Jedna
se o striktné anaerobni rod, proto jeho kolonizace zacina ve chvili, kdy je veskery kyslik ve
stfevé novorozence spotfebovan laktobacily. Spolecné s kmenem Bacteroides se podileji na
spravném vyvoji imunitniho systému a jsou dulezitou sloZzkou biofilmu chranici proti
kolonizaci patogennimi mikroorganismy jako jsou napi. klostridie zpusobujici vétSinu
zanétlivych onemocnéni. V nasi mikrobioté se vyskytuji 1 nepatogenni druhy klostridii napft.
Clostridium butyricum produkujici butyrat, ktery slouzi jako zdroj energie pro enterocyty
(Brumbaugh D. E. a kol. 2016).

Rada studii poukazuje na ddlezitost vystaveni ditéte matefské stolici b&hem porodu
z toho divodu, Ze matefska stolice je zdrojem bakterii rodu Bacteroides, jenz by se spravné
mél vyskytovat v mikrobialnim profilu ditéte. Kromé rodu Bacteroides je mozné ve stolici
novorozence nalézt i stejné sérotypy bakterie E. coli jako ve stolici matefské. (Chu et al,,
2017) (Biasucci et al., 2010)

Vaginalni porod V.S, Porod cisafskym fezem

Prenos vagumlmch MO

i

l.actobaclllus

Staphylococcus

v

a

Normalni kolonizace Abnormilni kolonizace

v

Abnormailni kolonizace stieva
NaruSeny vyvoj imunitniho systému
Zvysené riziko civilizacnich nemoci

Normilni kolonizace stieva
Spravany vyvoj imunitniho systému

Obr. 2 (Dominguez-Bello et al.,2016, upraveno)

Ackoliv povazujeme zpusob porodu za jeden z nejdulezitéjSich faktort kolonizace
stieva, vyraznéjs$i zmény ve slozeni mikrobioty nejsou patrné hned po ném a nemizeme tedy
zmeény sledovat v mekoniu. Vyjimkou jsou pouze laktobacily, kterych bylo dle studie (Nagpal
et. al.; 2016) v mekoniu déti narozenych cisarskym fezem detekovdno pouze 6 % oproti
détem narozenych pfirozeng, u kterych bylo detekovano 37 % téchto bakterii. Zaroveri byla ve
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vzorcich pozorovana i mensi diverzita, detekovany byly pouze druhy L. gasseri a L. brevis. U
pfirozen¢ narozenych déti bylo detekovano celkem 7 druht L. gasseri, L. ruminis, L. casei, L.
reuteri, L. sakei, L. plantarum a L. brevis. K vét§im rozdilim ve slozeni mikrobioty dochazi
mezi tfetim az sedmym dnem po porodu.

3.3.2 Vliv vyzivy na mikrobiotu

Jak jsem jiz zminila, dal§im dulezitym faktorem v kolonizaci stieva a celého GIT je
zpusob vyzivy. V prvnich mésicich zivota je détem podavano matefské mléko anebo jeho
umélé nahrazky. Pravé to, jaky typ vyzivy zvolime, rozhoduje o tom, jaké bakterie budou
v mikrobioté zastoupeny a jak se bude cely tento mikrobidlni systém vyvijet v prvnich letech
zivota. Vétsi diverzifikace dosahuje mikrobiota az se zavedenim pevné stravy. (Laursen et.
al., 2016)

3.3.2.1 Vyziva matéfskym mlékem

Matetské mléko je jedinecna komplexni, druhové specificka, biologickd tekutina, jejiz
sloZeni se méni s potfebami ditéte a dalSimi faktory. Tato sloucenina plni vyzivové pozadavky
rychle rostouciho ditéte, plni funkci podpory rozvoje imunitniho systému a zajist'uje 1 uréitou
ochranu proti patogenim. Mléko obsahuje vSechny tfi zakladni makroziviny. Jednou z velmi
dulezitych slozek jsou oligosacharidy matetského mléka (OMM), které jsou zaroven treti
nejzastoupenéjsi slozkou matetfského mléka, jsou nestravitelné a slouzi tedy jako substrat pro
sttevni bakterie a ty je pak vyuzivaji k ristu (Andreas et al., 2015). Matefské mléko je
ojedinélé vysokym obsahem téchto oligosacharidu, jejich obsah je 12-13 g/l oproti napi 40-60
mg/]l nachézejicich se v kravském mléce (Erney et.al., 2001; Kunz et.al., 2000).

V matefském mléce bylo identifikovano vice jak 200 druhd oligosacharidi (OMM),
jenz jsou slozeny z jedné molekuly laktosy nebo jedné ¢i vice molekul monosacharida, jako je
D- glukosa, D- galaktosa, L- fukosa nebo N- acetylglukosamin. Pfesné slozeni mléka ukazuje
obrazek ¢.2 (Zivkovic et al., 2013, upraveno). Vzhledem k tomu, ze se slozeni OMM v mléce
mezi Zzenami lisi, 1ze predpokladat, ze i vliv na stifevni bakterie bude u jednotlivych kojencta
odlisny (Bode, 2015).

Mliéko Makro-/Mikronutrienty HMO Délka fetézce

OO OO

b Ostatni HMO
s deliim
fetézcem

Obr. ¢. 3 (Zivkovic et al., 2013, upraveno)
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Syntéza oligosacharidii matef'ského mléka je podminéna geneticky a environmentalné,
probihd v mlécné zlaze, kde se diky enzyma glykosyltransferaz pfipoji nékolik
monosacharidd k jadru laktozy. Komplex OMM muze nasledné obsahovat 3 az 15 jednotek
monosacharidt. Dle slozeni délime OMM na dvé skupiny, neutralni a kyselé. Neutralni OMM
neobsahuji kyselinu sialovou a jejich slozeni je podobné galaktooligosacharidim (GOS), ale
na rozdil od nich neobsahuji N-acetyl-glukosamin a fukézu. Kyselé OMM obsahuji navic
kyselinu sialovou. Vzhledem ke slozité struktufe OMM neni mozné tyto latky uméle
syntetizovat a jejich syntéza v téle matky nejde na rozdil od jinych slozek matefského mléka
ovlivnit dietou, ale je ddna pouze geneticky (Erney et.al., 2001; Kunz et.al., 2000).

Kromé makrozivin obsahuje matefské mléko 1 zivé organismy. Detekovany byly
predev§im bakterie kmene Firmicutes a Proteobacteria, v mensi mife se zde nachazi i
Actinobacteria a Bacteriodetes. Nejabundantnéj§imi rody pak byly Streptococcus,
Staphylococcus a Bifidobacterium, které se tak fadi mezi zdkladni mikroorganismy pfitomné
v mléce. V niz§im zastoupeni pak byly detekovany Lactobacillus, Corynebacterium,
Enterococcus, Rothia a Veillonela. (Lackey et al., 2019, Kim et al., 2020)

Mateiské mléko je zaroven zdrojem ftady biologicky aktivnich latek jako jsou
laktoferin, lysozym, laktofericin, imunoglobuliny, laktoperoxidaza, haptokorin aj. Dtlezitymi
jsou zejména laktoferin a lysozym. Laktoferin ma antibakterialni ucinek, zprostiedkovany
vychytavanim volného Zeleza, které slouzi jako rastovy faktor pro koliformni
bakterie.Lysozym ma schopnost narusovat zevni bunécnou sténu grampozitivnich bakterii a
spolecné s laktoferinem jsou schopny zabijet mnohé patogenni bakterie a to tak, ze laktoferin
se navaze na lipopolysacharidy ziskané z bunécné membrany a tim vytvoii cestu pro lysozym,
jenz nasledné degraduje vnitini proteoglykemickou matrix, ¢imz usmrti bakterii (Rada et.al,
2011).

Jak jsem jiz zminila vySe, u kojenci kojenych matéfskym mlékem, je ve stfevni
mikrobioté detekovan rod Bifidobacterium, nejCastéji pak Bifidobacterium longum subsp.
infantis. Pravé tento druh je unikatni ve své schopnosti metabolizovat oligosacharidy
matefského mléka a wvytvaret kyseliny s kratkym fetézcem. Oproti jinym druhim
bifidobakterii (B. longum, B. bifidum, B. breve atd.) je B. infantis schopné rozlozit az 3x vice
OMM. Poté co OMM projdou zaludkem a proximalni ¢asti tenkého stfeva, smétuji okamziteé
do cytoplazmy B. infantis, kde dojde k aktivaci fady gena ucastnicich se katabolismu OMM.
Zpracovani OMM jsou samoziejmé 1 ostatni druhy bifidobakterii, B. infantis vSak
metabolizuje pfevazné mensi druhy OMM (stupeni polarizace <7), které v matefském mléce
prevladaji (Sela et. Al., 2008).

Dle WHO (World Health Organization), se doporucuje vyhradné kojeni do véku
6 meésict a doporuceno je v kojeni pokracovat i pii zavadéni piikrmt az do véku dvou let.

3.3.2.2 Uméla vyziva

Prestoze je kojeni matefskym mlékem nejlepsi volbou vyzivy pro zdravi kojence, neni
vzdy mozné, a proto je nahrazovano prumyslové vyrabénymi nahradami kojenecké vyzivy,
které se snazi co nejvice napodobit pravé matefské mléko. (Laursen et al., 2016)

Umeéla vyziva muze obsahovat stejné jako matefské mléko, oligosacharidy.
Zastoupeny jsou hlavné galaktooligosacharidy (GOS) a fruktooligosacharidy (FOS). Tato
smés GOS a FOS zajistuje nejlepsi rustovy faktor pro zadané bifidobakterie a laktobacily.
Ackoliv jsou GOS a FOS nejpouzivanéjsi, nejsou schopny zajistit vSechny funkce OMM
bézné pritomnych v matefském mléku, ztoho divodu je doporu¢ovano piidavat do umélé
vyzivy 1jiné oligosacharidy. (Verkhnyatskaya et al., 2019)
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Kojenecké vyzivy miazeme délit na mléka pocateéni a mléka pokraCovaci. Pocatecni
mléka se bézné uzivaji az do v€ku 12 mésici, mléka pokracovaci Ize uzivat od 4 do 36
mésict. Piikladem pocatecniho mléka na nasem trhu je napt. Nestlé BEBA Optipro 1, Sunar
Premium 1, Nutrilon 1 Pronutra aj. Z pokra¢ovacich formuli je to napt. Nestlé BEBA Optipro
2, Sunar Premium 2, Nutrilon 2 Pronutra (Nevoral, 2003).

Konzumace umélého mléka vede u kojenct k vyssi diverzité mikroorganisma nez u
déti kojenych matefskym mlékem, coz vSak neni zadouci, protoze u kojencu je nizka diverzita
spojena se selekci specifickych bakterii schopnych rozklddat OMM (Ma et al., 2020).
Hlavnimi zastupci ve stolici déti krmenych umeélou vyzivou jsou Bifidobacterium,
ndsledovany rodem Streptococcus a Enterococcus. Na rozdil od déti kojenych matefskym
mlékem obsahuje stolice déti krmenych umélou vyzivou i B. animalis. subsp. lactis, ktery se
do vyzivy piidava jako probiotikum. Cast&jsi je i nalez bakterii E. coli, Clostridium difficile,
Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens a L. casei (Laursen et. al., 2016).

Konzumace nahrad mlécné vyzivy je spojena i s riziky, vyplivajici z pouzivani lahvi.
Sani mléka z ldhve zvySuje riziko onemocnéni dutiny ustni, atypického polykani a cCasto
dochézi k dychani usty, coz vede k zvySené incidenci respiracnich infekci. (Brahm et. al.,
2017)

3.3.2.3 Podavani prikrmt

K velké zméné ve vyvoji stfevni mikrobioty dochazi se zavedenim pevné stravy do
jidelni¢ku. Pevnou stravu zaCiname podavat détem ve véku 4 az 6 mésich. S piijmem
rozmanitym slozek stravy dochazi i k narGstu bakterialni diverzity. Konzumace potravin
bohatych na bilkoviny a vldkninu poskytuje bakteriim novy, velky zdroj energie a vysledkem
je selektivni vyhoda pro nékteré bakterialni druhy, které se pak ve stfevé usadi a dale se
mnozi. Ubytek mateiského mléka ve stravé vede ke snizeni poltu Bifidobacteriaceae,
Enterobacteriaceae a bakterii mlécného kvaSeni. Naopak pfitomnost rostlinnych
polysacharida ve stravé vede k narustu poctu zastupctu Bacteroidetes (Laursen et al., 2016).
Vyvoj mikrobioty po zavedeni pevné stravy znazoriuje obr. C. 4.

Pouze kojeni

1

Pfijem pevneé stravy

—— Bifidobacterium
Lactobacillaceae
Streptococcaeae
Enterococcaeae

—— Veillonellaceae
Lachnospiraceae

— Ruminococcaceae

—— Bacteroidaceae

Relativni abundance v %

—— Enterobacteriaecae

—— Clostridiaceae

Vék (mésice)

Nizka Alfa diverzita Vysoka

Obr. €. 4 (Laursen et al., 2017, upraveno)
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3.3.3 Vliv podavani antibiotik

Antibioticka 1écba je zndma svym nepfiznivym vlivem na stfevni mikrobiotu, ktery lze
sledovat i nékolik tydnt po ukonceni 1é¢by. Antibiotika mohou ovlivnit mikrobiotu ditéte jiz
pfed narozenim, kdy jsou matky vice nachylné k téhotenskym infekcim a nasledna
antibiotickd 1écba ovliviiyje jejich stievni 1 vaginalni mikrobiotu. Takto pozménény matefsky
mikrobiom pak muze ovlivnit bakterialni kolonizaci ditéte béhem porodu (Penders et al.,
2006).

V postnatalnim obdobi jsou antibiotika nejCastéji podavana pred¢asné narozenym
jedincim, u nichz je zvySena pravdépodobnost rozvoje infekci. Dle studie Zwittink et al.
(2018) vede kratkodobé (<3 dny) i dlouhodobé (>5 dnti) uzivani antibiotik v priabéhu prvniho
postnatdlniho tydne k vyraznému naruseni kolonizace stfeva. U jedincl, kterym byla
podavana ATB doslo kvyraznému poklesu poctu bifidobakterii a dominanci rodu
Enterococcus, zatimco v ptipadé kontrolni skupiny (bez ATB) pretrvavala dominance rodu
Bifidobacterium. To, jak rychle se obnovila dominance rodu Bifidobacterium, z4viselo na
délce podavani antibiotik. U kratkodobého podavani trvala dominance enterokokt dva tydny
a k dplnému navratu dominance rodu Bifidobacterium doslo nejpozdéji do 6 tydna. V pripadé
dlouhodobého uzivani antibiotik trval navrat déle jak 6 tydnu.

Opakované poskozovani stievni mikrobioty v prvnich letech zivota mize mit pro dité
dozivotni nasledky. Studie (Metsdld et al., 2013) prokazala souvislost mezi uzivanim
Sirokospektralnich antibiotik a vzniku alergie na kravské mléko. Dalsi studie poukazuji i na
fakt, ze vySsi expozice antibiotik mize vést ke vzniku astmatu, alergii ¢i atopickych ekzému a
toto riziko stoupd s délkou podavani antibiotik (Kim et al., 2018).

Velkym a v posledni dobé Casto diskutovanym problémem je antibioticka rezistence.
Rezistence bakterii zacina, kdyz bakterie méni svou odpovéd na uziti antibiotickych 1éCiv,
coz nasledné vede k rozvoji zavaznéjSich onemocnéni nez onemocnéni, na které bakterie
rezistentni nejsou. Ke vzniku rezistence dochazi nékolika mechanismy. Bud mohou byt
mechanismy  pro rezistenci zakédovdny v  chromozomdlni DNA nebo v
extrachromozomadlnich mobilnich genetickych elementech jako jsou plazmidy a féagy.
Rezistentni geny se Cast&ji vyskytuji u déti nez u jejich matek, zaroven se nékteré rezistentni
geny vyskytuji pouze u matek a nékteré pouze u potomkud. Rezistence miZze vzniknout i
mutaci genu kédujici antibioticky cil (Duranti et al., 2017; Yassour et al. 2018).

3.3.4 Vliv gestacniho véku

Gestacnim vékem je minéna délka téhotenstvi, tedy doba od poceti do porodu. Dle
studie (Penders, 2006) bylo prokazano, ze u pfedCasné narozenych déti (narozeni pred 38.
gestaCnim tydnem) byla stfeva Castéji kolonizovana Clostridium difficile. Dalsi studie (La
Rosa et al., 2014) prokazala u nedonoSenych déti pfitomnost zejména rodu Bacillus, bakterii
patiici do tfidy Gammaproteobacteria a klostridii. Pfi¢emz pozdé€ji byl rod Bacillus a
Gammaproteobacteria vytésnén klostridiemi. Pravé pfitomnost téchto bakterii do 33. tydne
gestacniho véku byla povazovana za moznou pfi¢inu piedCasného porodu (Ardissone et al.,
2014).
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3.3.5 Vliv urbanizace

Jedna se o proces formovani a rozvoje méstského zptisobu zivota. Obecné lze fici, ze
mezi vyspélymi a rozvojovymi zemémi byly zjistény velké rozdily ve slozeni mikrobioty.
Rozdily jsou zpusobeny vyssi expozici bakteriim jiz od narozeni. Déti se Casto rodi doma
v nesterilnim prostiedi a ani zdravotnicka zafizeni rozvojovych zemi nedosahuji takovych
hygienickych standard, jako je tomu u nas (Fallani et al., 2010).

Dulezitou roli zde hraje taky rozdilny typ stravy. V chudych zemich, kde prevazuje
strava s nizkym obsahem tukt a zivoc€isnych bilkovin, se mikrobiota vyviji tak, aby jedinec
vyuzil co nejvétsi mnozstvi energie ze stravy a zaroveni aby ho chréanila pfed infekcemi.
Mikrobiota téchto déti je vice riznoroda a jsou pro ni specifické zejména kmeny Bacteroides
a Actinobacteria, zatimco Enterobacteria jsou zastoupeny v men$im poctu nez u déti
z vyspélych zemi. U jedinci z vyspélych spoleCnosti jsou znacné€ zastoupeny i kmeny
Firmicutes a Proteobacteria. Pfitomnost kmene Firmicutes je dana konzumaci
vysokokalorické stravy tzv. zdpadniho typu. (De Filippo et al., 2010).

Studie (Brushett et. al. 2020) se pokusila shrnout vétSinu faktori spojenych
s urbanizaci, jenz ovliviiuji mikrobiotu novorozencli. Mezi hlavni faktory zaradila zvysené
mnozstvi cisaiskych porodd, Casté nahrazovani matefského mléka umélou vyzivou,
malnutrice matek a novorozenct, naduzivani 1€kt a jejich podavani v prvnich dnech Zzivota
novorozence.

Dle WHO je odhadem az 6,2 miliont cisafskych sekci rocné€ provedeno zbytecné,
pfidem? nejvétsi mnozstvi cisaiskych sekci se provadi v Brazilii, Ciné a USA. Zajimavy je i
fakt, ze v Brazilii je na soukromych porodnickych klinikdch provedeno 1,6krat vice
cisafskych sekci nez ve stitnich klinikdch. O zdravotnich rizicich spojenych s cisafskym
porodem se vice zminuji v kapitole porod cisafskym fezem.

V ptipadé podavani umeélé stravy, autofi poukazuji hlavné na zvySeny vyskyt tzv.
smiSené stravy, kdy déti konzumuji, jak matefské, tak umélé mléko. Prizkumy prokazali, Ze
ve vyspélych zemich je vétSiné déti od 3. mésici podavana uméla strava v kombinaci
s matefskym mlékem, coz muze vést k naruseni stfevni mikrobioty. DalSim problémem
spojenym s vyzivou je malnutrice. Mikrobiota podvyzivenych déti obsahuje vy$§§i mnozstvi
bakterii rodu Proteobacteria (hlavné E. coli) a Streptococcus, naopak pocty Bacteroidetes a
anaerobnich Firmicutes jsou oproti zdravym détem snizené (Million et. al., 2017). V roce
2013 provedl (Smith et.al, 2013) studii, ve které¢ zkoumal mikrobiotu malawijskych dvojcat
trpicich malnutrici. Mikrobiota téchto dvojcat byla oproti kontrolnim zdravym dvojcatim
vyrazn¢ druhové chudsi a nevyspéla. Autofi dale prokazali, ze podani této mikrobioty
gnotobiotickym mySim vede k zvySeni poctu Bilophila wadsworthia a Clostridium innocuum
v travicim traktu. Tyto bakterie jsou Casto spojovany srozvojem zanétlivych stfevnich
onemocnéni a narusenim imunity.

Poslednim faktorem, kterym se tato studie zabyvala bylo naduzivani 1é¢iv. Naduzivani
antibiotik a jinych neantibiotickych preparati vede k naruseni mikrobialniho prostfedi ve
stfevé. Stievni dysbidza nasledné muze vést k rozvoji infekci, metabolickych onemocnéni
jako je obezita Ci celkovému rozvratu metabolismu. Prizkumy dokazali, ze celosvétové je
spravné pouzivana pouze polovina zkonzumovanych antibiotik, coz je dano nizkou urovni
vzdé€lani obyvatel v oblasti zdravotnictvi a v nékterych statech moznosti zakoupeni antibiotik
bez predpisu ¢i na internetu (WHO, 2015). Jednim z piikladi Spatného uzivani 1€Civ je
podavani kombinace antibiotik se suplementy fortifikované o Zelezo v prevenci anémie. Tato
1éCba je bézné predepisovand détem v oblasti Subsaharské Afriky, ackoliv Casto vede
k prijmovym  onemocnénim, které jsou druhym nejCastéSim divodem  Umrti
v novorozeneckém véku (Paganini et. al., 2019).

21



urbanizace

s

)8 - *
! zpisob porodu E Q ! vyZiva ! u uzivani léciv :!
1
et

hikrobiota novorozence I oL )

Obr. ¢. 5 (Bi;aéhett et. al. 2020; upraveno)

3.3.6 Vliv podavani suplementu

Dalsim zptsobem, jak lze ovlivnit formovani mikrobioty ditéte, je podavani
suplementd. Hlavnimi typy suplementd, které se vyuzivaji k ovlivnéni mikrobioty jsou
probiotika, prebiotika ¢i jejich kombinace nazyvana synbiotika. Tyto latky pomahaji obnovit
stfevni rovnovahu a tim ovlivnit pribéh onemocnéni nebo jsou uzivany v ramci prevence
(Andreas, 2015).

3.3.6.1 Probiotika

Probiotika definujeme jakozto zivé organismy, které pii podavani v dostateném
mnozstvi maji pozitivni vliv na zdravi hostitele. Aby mohl bakterialni kmen byt zafazen mezi
probiotika musi splfiovat hned nékolik podminek, musi mit prokazatelné pozitivni vliv na
zdravi jedince, musi byt zdravotné nezavadné, nesmi byt toxické a musi byt izolované ze
stejného zivocisného druhu jako je hostitel (Nevoral, 2005; Schellack, 2020).

Suplementy oznaCované jako probiotika musi v kazdé zemi spliiovat urcité parametry,
dané mistni organizaci pro kontrolu potravin a 1é¢iv. V USA musi probiotika urcena ke
konzumaci mit tzv. GRAS status (Generally Recognized As Safe), ktery udéluje zdejsi
organizace pro kontrolu potravin FDA (food and drug administration). V Evropé schvaluje
uvedeni probiotik na trh EFSA (Evropsky trad pro bezpecnost potravin) podle tzv. QPS
(Qualified Presumption of Safety). Tento koncept obsahuje kromé béznych kritérii pro
hodnoceni mikroorganismu i podminky pro bezpecné uzivani vychazejici z historie uzivani
probiotik a brajici v potaz mozny vznik rezistence vici antibiotikiim. Nize uvadim seznam
bézné pouzivanych bakterii v probiotickych preparatech (Markowiak, 2017).
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Rod Lactobacillus | Rod Ostatni bakterie Jiné
Bifidobacterium mlécného kvaseni | mikroorganismy

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Bacillus clausii

L. amylovorus B. animalis Lactococcus lactis Escherichia coli Nissle

L. casei B. longum Streptococcus Saccharomyces cerevisiae

thermophilus

L. gasseri B. bifidum

L. helveticus B. breve

L. johnsonii B. infantis

L. pentosus

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Jsou popsany tfi mechanismy pifiznivého plsobeni probiotik, jednd se o
antimikrobialni Gc¢inky, zvySeni integrity stfevni bariéry a imunitni modulaci. Maximalni
ucinnosti probiotik dosdhneme pii spravném nacasovani poddni, které je ovlivnéno
dynamickymi zménami ve stfevni mikrobioté. V pediatrii jsou nej¢astéji pouzivanymi rody
bakterii Bifidobacterium, Lactobacillus, v mensi mife jsou pouzivany i Propionibacterium a
Streptococcus. Pro ptiklad si mizeme uvést Bifidobacterium longum subsp. infantis, které je
nejvice zastoupenym druhem bifidobakterii ve stievé kojenct kojenych matefskym mlékem a
je zadouci pro svoji schopnost nejlépe utilizovat oligosacharidy matefského mléka. (Patel a
DuPont, 2015; Sela et al., 2008).
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Obr. ¢. 6 Bifidobacterium longum subsp. infantis

Probiotika hraji ddlezitou roli v regulaci tzv. TJ komplext (tight junction), které se
nachazi ve stfevni stén€. TJ komplexy jsou umistény v apikalni ¢asti stfevnich bunék a jsou
tvoreny transmembranovymi proteiny. Pokud dojde k naruSeni exprese t€chto komplexa nebo
jejich posunu, dochdzi k vytvoreni mezer, skrz které mohou do organismu pronikat cizorodé
latky ¢i mikroorganismy (Vaishnava et. al., 2008). Vztah probiotik k funkci epitelu strev
dokazuje studie (Ukena a kol. 2007), kdy védci zkoumali vliv Escherichia coli Nissle in vivo.
Pokusnym organismem byly laboratorni mysSi, kterym byla tato bakterie podana. Vysledky
ukdzaly, ze pritomnost Escherichia coli Nissle ve stfevni mikrobioté zvySuje expresi Zonula
Occludens 1 (periferni membranovy protein), ktery zlepSuje bariérovou funkci stfevniho
epitelu a stabilizuje TJ proteiny. Kromé toho probiotika pfizniveé ptisobi i na hlenovou vrstvu
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nachdzejici se na epitelu. Jednd se o viskézni spojitou vrstvu vytvarejici prvni fadu obrany
hostitele pred patogeny. Tato vrstva zabranuje adhezi bakterii k epitelidlnim butikdm a brani
tak jejich vstupu do lamina propria. Dulezitou slozkou hlenu jsou muciny. Jedna se
glykoproteiny s vysokou molekulovou hmotnosti, zména jejich exprese je spojena
s gastrointestinalnimi chorobami (napf. Crohnova nemoc, ulcerdézni kolitida). Existuji vSak
probiotické kmeny, které mohou regulovat expresi mucinli a nepfimo tak ovliviiovat funkci
imunitniho systému. Piikladem muZze byt napt. Lactobacillus plantarum 299v, Eschericchia
coli Nissle 1917 nebo Lactobacillus GG (La Fata et. al., 2018).

Normalni Zanaty

funkce
tésnych spoju

‘ Potravinovy

Paracelularni transport Transcelularni transport [ ' Patogen
@ P @ P = Sl alergen

Obr. ¢. 7 (Mu Q et. al., 2017; upraveno)

Nekteré bakterialni kmeny maji 1 antimikrobialni vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou
asociovany s produkci peptidi, které umoziuji témto bakteriim konkurovat ostatnim druhtim
a chrani tak hostitele pred infek¢nimi bakteriemi a umoziuji preziti prospésnych bakterii.
Prikladem muze byt napiiklad Lactobacillus fermentum CS57 izolovany z vaginalniho vytéru,
ktery produkuje latku podobnou bakteriocinu, jenz ma silnou in vitro bakteridlni aktivitu proti
Candida albicans a Streptococcus agalactiae, které zpusobuji zavazné infekce u
novorozencu, pii pruchodu cervikalnim kanalem. Dalsi bakterii s antimikrobialnim G¢inkem
je Lactobacillus brevis kmen 925A, ktery ovliviiuje imunitni systém prostiednictvim
produkce bakteriocinu brevicin 925A, ktery je ucinny proti Listeria monocytogenes a
Streptococcus mutans, které zpusobuji otravu potravinami a zubni kaz (Wada et. al., 2009;
Buffie et. al., 2013).

3.3.6.1.1 Podavani probiotik détem narozenych cisafskou sekci

Jedinci narozeni cisafskym fezem jsou vystaveni velkému riziku rozvoje
metabolickych a zanétlivych onemocnéni, kvili naruseni spravné stfevni mikrobioty v raném
obdobi jejiho vyvoje. Mnoho studii v§ak poukazuje na fakt, ze pti podavani probiotik dochazi
ke snizeni tohoto rizika (Pelaez et. al. 2022).

Vroce 2018 provedli (Korpela et. al. 2018) metaproteomickou analyzu, ve které
rozdelily novorozence do 4 skupin, narozeni vaginalné€ bez suplementace, narozeni vaginalné
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se suplementaci, narozeni cisafskou sekci bez suplementace a narozeni cisafskou sekci se
suplementaci. VSichni novorozenci byli krmeni matefskym mlékem a nepodstoupili zadnou
antibiotickou 1é¢bu. Vysledky ukdzaly velké rozdily v metaproteomickém profilu mezi détmi
narozenymi vaginaln¢ a cisafskou sekci bez suplementace probiotiky, ov§em mezi skupinami,
kterym byly poddvédna probiotika, rozdily patrné nebyly. Tento fakt, potvrzuje zjiSténi, ze
v obou suplementovanych skupinidch byla zjisténa vysokd indukce beta-galaktosidazy a -
galakto N-acetyl hexosaminfosforyldsy (LNBP), jenz jsou soucasti bifidobakterialnich
enzymu dilezitych v metabolizaci laktozy a oligosacharid(i matetského mléka. Védci se dale
zaméfili na to, zda suplementace probiotiky bude mit stejny ucinek 1 u déti krmenych umélou
vyzivou. Zatimco u kojenych déti doSlo pfi podavani probiotik k 100 % nardstu poctu
laktobacili a 29 % narlGstu poctu bifidobakterii, u déti krmenych umélou vyzivou byl patrny
mirny pokles celkového poctu bifidobakterii (7 %). Jedinym druhem, u kterého doslo
k nartstu, byl Bifidobacterium breve.

Efekt podavani probiotik novorozenciim sledovala i studie (Yang et. al., 2020). Studie
zkoumala fekalni vzorky 26 jedinci, rozdélenych do 4 skupin (narozeni vaginalné, narozeni
cisarskou sekci, narozeni cisafskou sekci s nizkou davkou suplementace a narozeni cisafskou
sekci s vysokou davkou suplementace probiotik). Vzorky byly odebrany 3, 7 a 28 den od
narozeni. U obou skupin (s nizkou ddvkou probiotik i s vysokou davkou probiotik) byla jak o
diverzita, tak B diverzita stfevni mikrobioty stejna jako u déti narozenych pfirozenou cestou.
Abundance rodu Lactobacillus a Bifidobacterium byla patrna jiz tieti den podavani probiotik.

3.3.6.2 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, konkrétné oligosacharidy jako jsou
glukooligosacharidy (GOS), fruktooligosacharidy (FOS), laktul6za a inulin, jejich funkci je
potencialné stimulovat rist prospésnych bakterii a diky jejich rozkladu vznikaji mastné
kyseliny, které zptuisobuji zménu fekalniho pH, coz vede ke zlepSeni vstfebavani mineralnich
latek. Pii podavani prebiotik dochézi i k ovlivnéni vyvoje imunitniho systému novorozencu
(Patel a DuPont, 2015).

Prebiotika jsou Casto Spatné oznaCovana pojmem vldknina. Rozdil mezi vldkninou a
prebiotiky spociva vtom pro jaké organismy jsou dostupné. Zatimco prebiotika jsou
fermentovana presné definovanou skupinou mikroorganismu, vldknina je vyuzivana jakoZzto
substrat fadou specifickych stfevnich mikroorganismi. Abychom mohli latku klasifikovat
jakozto probiotikum musi spliiovat téchto 5 podminek: musi byt nestravitelnd nebo pouze
CasteCné stravitelna v naSem travicim traktu, musi byt vyuzitelné pro zadouci bakterie stfevni
mikrobioty, jejich fermentaci musi vznikat mastné kyseliny s kratkym fetézcem ovliviiuyjici
stievni pH, dale musi dochazet k imunomodulaci a musi odolavat ptsobeni travicich procest
(Markowiak, 2017).

Mechanismus pisobeni prebiotik zistava stale nejasny. Existuje vSak nékolik teorii
jak prebiotika dosahuji pozitivniho vlivu na hostitele. Prvni z nich tvrdi, ze prebiotika jsou
schopna ovlivnit aktivitu jaternich lipogennich enzymi, pomoci tvorby mastnych kyselin s
kratkym fetézcem jako je napfiklad kyselina propionova. Dalsi uvadi produkty fermentace
zejména pak kyselinu maselnou jakozto modulator histonové acetylace, coz zvysSuje
dostupnost fady gent pro transkripéni faktory. Benefitnich G¢inkii mize byt dosazeno i
pomoci regulace tvorby mucinu. Prokazano bylo i zvySeni tvorby lymfocyti a leukocyta v
lymfatické tkani spojené se stfevem a v periferni krvi, pfi podavani fruktooligosacharida
(FOS). Posledni mozny mechanismus tvrdi, ze zvySena produkce IgA (vytvarené lymfatickou
tkani stfev) stimuluje fagocytozu protizanétlivych makrofagt (Schley et. al. 2002).
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Prvnimi prebiotiky se kterymi se novorozenec setkava jsou oligosacharidy matetského
mléka (OMM), podporuyjici rast predevsim bifidobakterii. Bifidobakterie nasledné v tlustém
stieveé zpusobuji inhibici vazby toxini a patogent na epitelové buriky, ¢imz chrani kojence
pred patogeny a infekcemi. Kromé& toho ma podavani prebiotik pozitivni efekt v prevenci
prujmu a diabetes mellitus II. typu (Kobata, 2010). OMM pusobi narozdil od jinych komercné
pouzivanych  probiotik jako jsou inulin, polydextrosa, fruktooligosacharidy a
galaktooligosacharidy mnohem specifi¢téji, diky cemuz podporuji vyskyt bifidobakterii ve
sttevé. V umélé stravé se vyrobci snazi nahradit OMM smési GOS a FOS v poméru 9:1, tato

smeés vSak neni plné€ selektivni a mize podporovat rust patogennich bakterii (Asakuma et. al.,
2011).

3.3.6.3 Synbiotika

Kombinaci probiotik s prebiotika vznikaji synbiotika. Cilem této kombinace je usnadnéni
preziti probiotik v in vivo podminkdch. Prebiotikum jakozto sacharid selektivné metabolizuje
probiotikum, ¢imz dochazi ke stimulaci prospésné mikrobioty (Patel and DuPont, 2015).

Hlavnimi benefity podavani synbiotik jsou navySeni poctu laktobacilt a bifidobakterii
ve stieve, vytvoreni balance mezi mikroorganismy osidlujici stfevo, podpora funkce jater,
zlepSeni imunomodulace a prevence nozokomidlnich infekci. Krom toho maji i antibakteridlni
efekt, antikarcinogenni efekt, ¢i antialergicky efekt. Nekteré studie prokazaly i efekt
v prevenci osteopordzy, vysokého krevniho cukru a cholesterolu nebo 1écbé mozkovych
poruch (Markowiak, 2017). Mechanismus pusobeni synbiotik popisuje detailnéji Obr. ¢€.5
(Markowiak, 2017, upraveno).
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Obr. ¢. 8 (Markowiak, 2017, upraveno)
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Poté, co fada studii prokazala efekt prebiotik a probiotik, zacaly se mnohé studie
zabyvat poddvanim synbiotik. Jedna z téchto studii zkoumala efekt podavani synbiotik u déti
narozenych cisafskou sekci. Studie zkoumala fekalnich vzorky 153 donosenych novorozencu,
ktefi z riznych divoda nemohli byt kojeni. Novorozencim byla po dobu 16 tydnt podavana
kombinace probiotik a prebiotik v podobé scFOS/IcGOS s Bifidobacterium breve M16-V. Pti
podavani téchto synbiotik do§lo k vyraznému zvysSeni poctu tohoto probiotického kmene jiz
od 3. dne suplementace. Kromé toho doslo i ke snizeni po¢tu enterobakterii, snizeni fekalniho
pH a zvySeni acetatu ve stolici. Takto modifikovand mikrobiota byla jiz srovnatelnd se
slozenim mikrobioty déti narozenych vaginalné. Védci se 1 pokusili vystavit déti peptidovym
derivatim z B-laktoglobulinii obohacenych o smés scFOS/IcGOS s Bifidobacterium breve
M16-V, coz vedlo k redukci akutni alergické reakce na syrovatku a zaroven to pomohlo
k udrZeni fyziologické rovnovahy Th1/Th2 lymfocytd v tenkém stievé (CHua et. al., 2017).

Ve roce 2013 Danq et al. provedli metaanalyzu dat ze studii zkoumajici efekt
synbiotik a probiotik na rozvoj ekzému a alergie u déti. Bylo zjisténo, ze podavani synbiotik
nebo probiotik mize snizit vyskyt ekzému u déti do 2 let.

Urcité je dulezité zminit, ze ne kazda kombinace probiotika s prebiotikem ma
synergicky efekt, jenZ je od synbiotik oCekavan. Jako pfiklad si mizeme uvést dvojici
Lactobacillus casei a oligofruktozu, ackoliv se jednd o probiotikum a prebiotikum, tak
Lactobacillus neni schopen metabolizovat oligofruktézu, nedochdzi tedy k synergickému
ucinku. Abychom dosahli synergismu bylo by nutné Lactobacillus casei nahradit za napf.
Bifidobacterium, jenz je schopno oligosacharidy metabolizovat. V bézné stravé se s touto
kombinaci setkavame hlavné€ u zakysanych mlécnych vyrobkt. DalSimi bézné€ uzivanymi
synbiotiky jsou dvojice laktobacily — inulin nebo lakcitol, L. rhamnosus — inulin,
bifidobakterie — GOS nebo FOS (Patel and DuPont, 2015). Piikladem dobrého synbiotického
produktu je probioticky kmen S. cerevisiae doplnén o organicky selen. Pokusy na mysich
trpicich revmatoidni artritidou vedly ke sniZzeni zanétlivych faktort, jako je infiltrace
zanétlivymi burikami a produkce prozanétlivého cytokinu.

3.3.6.4 Postbiotika

Za zminku rozhodné stoji 1 tzv. postbiotika. Terminem postbiotika oznacujeme vlastni
nebo sekundarni metabolity stfevnich bakterii. Je prokazano, ze imunomodulacni aktivita
bakterif je spojena s jejich vlastnimi metabolity. Postbiotiky jsou tedy metabolické slouceniny
produkované probiotickymi bakteriemi ovliviiyjici biologické funkce hostitele. Dobrym
zdrojem postbiotik jsou napfiklad fermentované mlééné vyrobky obsahuji zivé ¢i usmrcené
bakterie, jejich fragmenty, mikrobidlni metabolity nebo obsah jejich cytosolu, tedy bilkoviny,
peptidy, aminokyseliny, sacharidy, vitaminy atd. Ackoliv jsou tyto latky zastoupeny pomérné
v nizkém mnozstvi, vykazuji funkcni vlastnosti vznikajici jejich reakci se stfevnim epitelem.
Studii, jenz zkoumaji efekt postbiotik na nase zdravi zatim nebylo mnoho provedeno, i presto
se ale podafilo prokazat nékteré z jejich benefitnich G¢inka na nase zdravi. Postbiotika mohou
vykazovat jak na lokdlni, tak na systémové urovni, antimikrobialni, protizanétlivou,
imunomodulacni,  anti-obezogenni,  anti-hypertenzni, = hypocholesterolemickou  ¢i
antiproliferacni aktivitu (Roy et. al., 2004).

Jiz v 50 letech minulého stoleti se zacaly vyrabét fermentované kojenecké formule,
tyto formule jsou vyrabény fermentaci formuli na bazi kravského mléka, diky specifickym
bakterialnim kmenim produkujici kyselinou mlécnou. Béhem vyroby dochazi pouze
k mirnému zahtati, takze vysledné produkty neobsahuji zadné zivé bakterie ale pouze
produkty fermentace. Studie zaméfené na UCinky fermentovanych formuli s probiotiky se
zaméfovaly pfevazné na priznaky gastrointestindlniho diskomfortu. Mezi pfiznaky
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gastrointestinalniho diskomfortu patii ublinkavani, flatulence, meteorismus, kojenecké koliky
atd. Mechanismus uc¢inku u refluxnich potizi je vysvétlovan vlivem na urychleni
vyprazdiovani zaludku a zahusténim zalude¢niho obsahu. Nadymani je ovlivnéno ptitomnosti
bakterialni laktdzy, inhibici protedaz, modifikaci stfevni mikrobioty a protizanétlivym
pusobenim bakterialnich metaboliti. Bohuzel pouze jedna studie prokazuje, Ze fermentované
formule mohou snizit dopady infekénich prijmt u zdravych déti. Studie zroku 2004
(Thibault et. al., 2004) porovnavala dvé skupiny déti, jedné skupin€¢ byly podaviany
fermentované kojenecké formule, druhé skupiné byly podavany standardni kojenecké
formule. Vysledky neprokazaly u prvni skupiny zménu v poétu prijmovych epizod vyZzadujici
hospitalizaci ani v celkovém poctu prajmovych epizod. Zmény byly sledovany pouze ve
snizeni po¢tu prijmi vedoucich k dehydrataci. Jind studie vSak prokazala vyrazné snizeni
gastrointestinalniho diskomfortu a snizeni intenzity meteorismu (Roy et. al., 2004).
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4 Material a metodika

4.1 Kojenci

Zkoumanymi kojenci byla dvojCata narozena cisafskym fezem dne 1.8.2014 v porodnici
Praha Motol. Kojenciim byla jiz od narozeni podavana probiotika Biopron, po tfech tydnech
byla dvojcata prevezena do nemocnice Praha Kr¢, kde jim byla podavana probiotika BioGaia
obsahujici Lactobacillus reuteri az do 28.10.2014 kdy jim byla opét nasazena probiotika
Biopron. Oba kojenci byly plné€ kojeni. U kojence 1 bylo podezdieni na alergii na bilkoviny
mléka, z divodu nalezu krve ve stolici. Ve véku 3 meésica byly kojenciim zarazeny do diety
Beba kaSe od firmy Nestlé obsahujici Bifidobacterium animalis subsp. lactis.

4.2 Odebrani a priprava vzorku

Vzorky stolice byly pravidelné odebirany po dobu 7 let. Cerstvé vzorky byly asepticky
pfevedeny do zkumavek, nasledné¢ byly prevezeny do laboratoie a zde byly podrobeny
analyze. Vzorky byly sériové 9x fedény za anaerobnich podminek (z kazdého fedéni odebran
1ml vzorku).

4.3 Priprava médii a kultivace

Agar byl pripraven smichanim WCH 43 g/, sojového peptonu 5 g/l, L-cysteinu 0,5 g/l a
1 ml/l tweenu v destilované vodé. Tato smés byla pfivedena k varu a vSechny slozky se
nechaly rozpustit. Poté byl agar sterilovan v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut a
nasledné byl jesté vytemperovan na 50 °C ve vodni lazni. Po srovnani teplot byla k agaru
pfimichana antibiotika vhodné pro jejich naslednou selektivni upravu.

Pro G- (gramnegativni) bakterie byl pripraven Wilkins-Chalgren agar se sojovym
peptonem, krvi a G-suplementem. Byl pfipraven zakladni agar bez pfidavku tweenu. Po jeho
vytemperovani na teplotu 50 °C bylo pfidano 5 ml krve (Laked horse blood, Thermo Fisher
Scietific) na 100 ml média a 2 ml G-suplementu (G-Anaerobe Selective Supplement, Thermo
Fisher Scientific) na 100 ml média.

Na stanoveni bifidobakterii byl pouzity modifikovany Wilkins-Chalgren agar, ktery byl
ptipraven piidavkem 100 mg/l mupirocinu a 1ml/l kyseliny octové. Protoze médium neni
dostatec¢né selektivni, pokud stolice obsahuje vyssi koncentraci klostridii a mensi koncentraci
bifidobakterie byl ddle pro stanoveni bifidobakterii pouzit Wilkins-Chlagren agar
s norfloxacinem 200mg/1, mupirocinem 100 mg/l a 1ml/1 kyseliny octové.

Na pripravu Rogosa agaru pro laktobacily bylo 6,9 g agaru rozmichano ve 100 ml
destilované vody, tato smés se nechala povafit, dokud nebyly rozpustény vSechny slozky
agaru. Po 20 minutach, kdyz byl agar rozvatfen, se do n¢& pfidalo 0,132 ml 98% kyseliny
octové a médium se nechalo dalSich 2 minuty povafit. Nasledné bylo medium umisténo do
vodni 1azné o teploté 50°C.

TBX agar pro E. coli byl pfipraven rozmichanim 3,66 g TBX média ve 100 ml
destilované vody, poté byl pfiveden k varu, aby se rozpustili vSechny slozky media. Nasledné
byl agar vysterilovan v autokldvu po dobu 15 minut pfi 121 °C a po sterilaci byl
vytemperovan na teplotu 50 °C ve vodni ldzni, poté byl prelit do sterilnich Petriho misek a
nechal se zatuhnout.
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Pro stanoveni enterokokt bylo pouzito Slanetz-Bartley medium, které bylo piipraveno
rozmichanim 4,2g Slanetz-Bartley média ve 100 ml destilované vody. Tato smé&s byla
ptivedena k varu, dokud se nerozpustili vSechny slozky média. Po rozvafeni médium ziskalo
zlatou barvu. Po vytemperovani na 50 °C se médium nalilo do sterilnich Petriho misek a
nehalo se zatuhnout.

Redici fada byla piipravena nasledovng&. Narostla kultura byla pomoci fediciho roztoku
ziedéna tak, Ze byl nabran 1 ml vzorku do fediciho roztoku, ¢imZ vzniklo fedéni 107!, timto
zpuisobem se pokracovalo dél (z fedéni 10™! se odebralo 1 ml vzorku do fediciho roztoku a
vzniklo fedéni 1072 atd.). Pokradovalo se az do fedéni 107,

Média pro tedici fadu byla pfipravena pomoci tzv. role tube techniky v anaerobnim
prostfedi. Nafedéné vzorky byly premistény do sterilnich Petriho misek, které byly okamzité
zality selektivnimi medii. Pro stanoveni celkového poctu anaerobnih bakterii byl pouzit
Wilkins-Chalgren agar (WCH) Oxoid, pro bifidobakterie WCH agar modifikovany pfidanim
100 mg/l mupirocinu, 1 ml/l kyseliny octové (bifidobakterie MUP) nebo 100 mg/l mupirocinu
a norfloxacin s kyselinou octovou (bifidobakterie NOR), pro laktobacily byl pouzit Rogosa
agar Oxoid a pro gramnegativni anaeroby byl pouzit Wilkins-Chalgren agar modifikovany G-
N anaerobnim selektivnim dopliikem, pro Escherichia coli bylo pouzito chromogenni
médium TBX (Oxoid), které bylo nalito do sterilnich Petriho misek (primér 10 ml) a po
zatuhnuti na n¢j byla zaockovéana jednotliva fedéni (0,1 ml) a byla rozetfena po zatuhlém
médiu pomoci ockovaci hokejky. U bifidobakterii MUP a NOR bylo nutné antibiotika, tedy
mupirocin, dat doptfedu louhovat do zkumavky s bujonem na dobu 30 minut. Nasledné byly
bifidobakterie a anaerobni bakterie inkubovédny v anaerostatech (Anaerobic plus systém,
Oxoid) pfi 37 °C po dobu 48 h. Laktobacily byly inkubovany vickem dola pfi 37 °C po dobu
3 dnt za mikroaerofilnich podminek, ¢eho jsme dosahli tim, Zze jsme misky po naoCkovani
jesté jednou prelili médiem a E. coli byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Pro
kultivaci enterokokti bylo pouzito Slanetz-Bartley agar (Oxoid). Kultivace enterokoku
probihala za aerobnich podminek v termostatu pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

4.4 Vyhodnoceni rozboru

Poté co byla dokoncena kultivace, byly Petriho misky rozlozeny dle schématu na
pracovni stil a pomoci digitalniho pocitadla byly na pocitatelnych fedéni spocitany pocty
narostlych kolonii. Spocitané kolonie u laktobacilti, bifidobakterii a celkovych pocti bakterii
musely byt vynasobeny dvakrat, protoze jejich inokula¢ni davka byla 0,5ml a byly naneseny
na malé Petriho misky. U bakterii, u kterych byl pouzit TBX agar byl celkovy pocet
vynasoben 10x, protoze bylo ockovano 0,1 ml.

Konec¢ny vysledek byl vypocitan dle tohoto vzorce:
P=[(P1+P2)/11]*F (KTJ/g)

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé€ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — prevracené hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ - kolonie tvofici jednotka

Vysledek vyjadfoval presny pocet kolonii tvorici jednotku v 1 g zkoumaného vzorku stolice.
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4.5 Izolace kolonii

Po kultivaci byly z Petriho misek pomoci bakteriologické klicky odebrany vybrané
kolonie. Kolonie se odebirali z kazdého druhu média. Kolonie byly za sterilnich podminek
vlozeny do zkumavek obsahujici tekuty modifikovany Wilkins-Chalgren bujén (WCHB), jenz
byl pfipraven za anaerobnich podminek. Tento bujon se skladal z 33 g/l WCHB, 5 g/l
sojového peptonu, 0,5 g/l L-cysteinu a 1 ml/l tweenu. Z médii pro stanoveni bifidobakterii
bylo odebrano do 10 kolonii podle variability kultiva¢nich charakteristik. Nasledné se
zkumavky s izolaty nechaly kultivovat pii 37 °C po dobu 24 hodin.

4.6 Vybér vzorku a analyza MALDI-TOF

Poté co byly izolaty kultivovany, bylo nutné vybrat vhodné vzorky pro dalsi analyzu
pomoci zafizeni MALDI-TOF. Jednotlivé izoldty byly pomoci injek¢nich stiikacek naneseny
na podlozni sklicko a prekryty krycim sklickem, poté byly vlozeny pod svételny mikroskop
s fazovym kontrastem. Kontaminované vzorky byly vyfazeny a pouzily se pouze ty vzorky,
které prokazovaly nejvétsi variabilitu, byly ¢isté a jednotné. Pod mikroskopem byly vzorky
zvétSeny a u nekterych byl proveden i digitdlni snimek. Vybrané vzorky byly oznaceny
Ciselnymi kody pro lepsi orientaci.

Z oznaCenych vzorki bylo odebrano pomoci injek¢ni stfikacky 1 ml kultury do
uzaviratelnych eppendorf zkumavek o objemu 1,5 ml, které byly oznaceny stejnym kodem
jako kultury. Tyto kultury byly vlozeny do centrifugy a stoCeny pii 14500 otackach po dobu 2
minut, ¢imz jsme docilili odstfedéni a usazeni sedimentu na dno eppendorfky. Z eppendorfek
byl slit supernatant a na dné zlstala tzv. peleta. Pelety byly odebrany a smichany pipetou
$ 500 ul 70 % ethanolu. Poté byly opét zkumavky dany do centrifugy a nasledné byl ethanol
slit. Zbytky ethanolu byly opatrné odpipetovany, aby nebyly poskozeny pelety. Zkumavky
byly 10 minut ponechdny, aby vyschly. Po vyschnuti bylo do zkumavek pfidano 15 pl
kyseliny mravenci (Sigma Aldrich) a 15 pul 100 % acetonitrilu. Nasledné byly vzorky
homogenizovany pomoci vortexu a stoCeny. Na stfibrnou desticku od firmy Bruker bylo
naneseno 1 ul tekuté slozky vysledného supernatantu. Poté, co supernatant na desticce
zaschnul, bylo na desticku pipetou naneseno 1 ul HCAA (kyselina a — kyano — 4 -
hydroxyskoficova) matrice, kterd se opét nechala zaschnout. Poté byla stfibrna desticka
vlozena do zafizeni MALDI-TOF, kde probéhla analyza a identifikace nanesenych vzorkd.

Zafizeni funguje na zékladé ozafeni vzorku laserem, kdy je vzorek ionizovan a na
zakladé doby letu ionizovanych proteind jsou pak bakterialni kmeny identifikovany pomoci
databaze mikroorganismu. Ukazatelem presnosti identifikace mikroorganismu je tzv. skore na
Skale od 0 do 3. Hodnota 0-1,699 znamend nespolehlivou identifikaci, hodnota 1,700- 1,999
znamena pravdépodobna identifikace na urovni rodu; 2,000-2,999 znamenad jista identifikace
na urovni rodu a pravdépodobna na urovni druhu; 2,300-3,000 znaci velice pravdépodobnou
identifikace na trovni druhu.
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5 Vysledky

5.1 Rozbor stirevni mikrobioty

Ve vzorcich kojenecké stolice byly méfeny tyto hodnoty: celkové pocty, gram negativni
bakterie, Bifidobacterium NOR, Bifidobacterium MUF, Lactobacillus, E. coli, koliformni
bakterie a enterokoky, u prvniho rozboru doslo i k detekci klostridii. V tabulce jsou uvedeny
poCty stanovenych skupin bakterii, zjisténé pii jednotlivych méfenich. Hodnoty jsou
vyjadfeny v logaritmech KTJ (kolonie tvofici jednotku) v 1 g stolice. Pro kazdého kojence
byla vytvorena tabulka zvlast'. V pfipadé, ze ve vzorku nebyl detekovan dany druh bakterie, je
v kolonce napsano ND (nedetekovano) protoze pocet bakterii byl nizsi nez detek¢ni limit (<2
KTJ/g) a hodnota nebyla pouzita v navazujicich grafech a tabulkdch. Analyza pomoci
ptistroje MALDI-TOF detekovala bakteridlni druhy Bifidobacterium adolescentis,
Bifidobacterium longum a Bifidobacterium bifidum v rozboru z 15.06.2021 Vysledky analyzy
MALDI-TOF viz piiloha €. 1.

Tab. €. 1 Souhrnna tabulka Kojenec 1

datum rozboru CcP G- Bif MUP Bif NOR klostridie Lb E. coli koliform ENT
28.08.2014 9,73+0,05 | 9,48 +0,03 ND ND 7,42+0,02 | 6,13 +0,06 | 9,78 + 0,00 ND| 9,01 + 0,06
23.09.2014 10,23 +0,08 | 9,15+0,00 | 9,74+0,01 | 9,94 + 0,00 ND 7,21+0,05 [ 9,01+0,03|9,27+0,03 | 7,86 + 0,08
29.9.20114 10,60+ 0,00 | 9,83 +0,00 | 10,41 +0,00 10,23 + 0,00 ND 7,18 +0,17 | 9,27 + 0,01 | 8,00+ 0,00 | 9,44 + 0,25
10.10.2014 10,64 +0,00 | 10,12 + 0,47 | 10,53 + 0,00 | 10,45 + 0,00 ND 9,50 + 0,00 | 9,42+ 0,05 | 9,29+ 0,01 | 8,95 + 0,10
15.10.2014 10,60 + 0,00 | 10,34 + 0,00 | 10,69 + 0,00 (10,75 + 0,00 ND 8,79+0,42 [ 9,19+0,58 ND 10,06 + 0,54
21.10.2014 10,02 +0,25| 952+0,01 | 9,89+0,01 |10,08 + 0,06 ND 9,27 +0,01 | 9,32 +0,02 ND 9,37 £ 0,19
01.11.2014 10,66 +0,00 | 9,73 +0,05 | 10,42 +0,03 (10,34 + 0,00 ND 8,67+0,32 [9,82+0,11 | 8,81+0,16 |10,21 + 0,19
07.11.2014 10,58 + 0,00 | 10,29 + 0,05 | 10,62 + 0,00 |10,32 + 0,13 ND 8,23+ 0,06 | 9,07+ 0,06 | 9,90+ 0,00 | 9,64 + 0,23
28.11.2014 10,62 +0,00 | 9,94 +0,01 | 10,41 +0,00 (10,60 + 0,00 ND 8,81+0,03 [925+0,64 |947+0,11|9,50+0,17
15.12.2014 10,58 +0,00 | 9,76 +0,01 | 10,23 +0,03 | 9,85+ 0,23 ND 6,78 +0,00 | 9,72 +0,24 | 9,00+ 0,00 | 9,88 + 0,02
14.01.2015 9,00+0,00 | 841+0,10 | 8,00+0,00 ND ND ND 8,35+ 0,04 | 8,53 +0,20 ND
20.01.2015 10,58 +0,00 | 8,80+0,17 | 10,51 +0,00 | 9,91 + 0,00 ND ND 7,67 £0,10 ND 7,55+ 0,21
26.00.2016 10,16+ 0,05 | 8,77 +0,41 |10,06+0,02 | 8,92 +0,07 ND ND 7,45+ 0,15 ND 7,06 + 0,06
15.06.2021 10,09 +0,05 | 8,86+0,01 | 10,06 +0,02 | 9,76 + 0,15 ND ND ND ND ND

(CP- celkové pocty, G- gramnegativni bakterie, Bif MUP a NOR- bifidobakterie mupirocin a
norfloxacin, Lb- laktobacily, koliform- koliformni bakterie, ENT- enterokoky)

Tab. ¢. 2 Souhrnna tabulka Kojenec 2

datum rozboru CP G- Bif MUP Bif NOR klostridie Lb E. coli koliform ENT
28.08.2014 9,77+0,11 | 850+ 0,03 ND ND 8,32 +0,04 | 6,00+ 0,00 | 8,00+ 0,00 ND 7,74+ 0,19
23.09.2014 11,02 +0,00 | 9,82+0,00 | 10,03+ 0,00 | 9,98 0,00 ND 7,09 0,08 | 9,54 0,55 | 6,30 £ 0,00 | 8,42 + 0,37
29.9.20114 10,73 + 0,00 | 10,00 £ 0,00 | 10,58 + 0,00 | 10,40 £ 0,00 ND 9,49 + 0,04 | 9,04 0,22 | 8,15 + 0,00 | 9,09 0,17
10.10.2014 10,24 0,10 | 9,53+0,08 | 10,43+ 0,00 |10,85 = 0,52 ND 9,12 +0,12 | 9,17 0,42 | 8,79+ 0,22 | 9,42 + 0,06
15.10.2014 10,53 + 0,00 | 10,58 £ 0,00 | 10,07 + 0,00 | 9,94 + 0,00 ND 9,72 +0,00 | 9,97 = 0,03 | 9,20 + 0,09 | 9,58 + 0,09
21.10.2014 10,53 +0,00 | 10,25 + 0,05 | 10,62 + 0,00 | 10,60 = 0,00 ND 9,72 0,00 | 9,00 0,10 | 7,94 + 0,05 | 9,77 + 0,12
11.11.2014 10,18+ 0,10 | 9,98+ 0,02 | 10,72 + 0,00 | 10,68 £ 0,00 ND 9,31+0,01 | 9,46 0,17 | 9,18 + 0,00 | 9,31 0,27
07.11.2014 10,68 +0,00 | 9,85+ 0,07 | 10,46+ 0,04 |10,78 = 0,00 ND 9,37 +0,04 | 9,70 0,00 | 9,30 £ 0,00 | 9,74 0,03
28.11.2014 10,64 + 0,00 | 9,74+ 0,04 | 10,58 +0,00 10,41 = 0,00 ND 9,32+ 0,02 | 9,63+0,03 | 9,82 +0,23 | 9,76 + 0,07
15.12.2014 10,90 + 0,00 | 10,22 + 0,02 | 10,66 = 0,00 | 10,75 + 0,00 ND 8,08 + 0,15 10,14 + 0,00/10,61 = 0,00 9,87 + 0,18
14.01.2015 9,30 + 0,00 ND 6,78 + 0,00 ND ND ND 8,53+ 1,41 ND 7,18 + 0,13
20.01.2015 10,02 £0,02 | 8,36x0,22 | 10,00 0,08 | 9,87 + 0,00 ND 6,85+0,34 | 8,30+0,00 | 7,03£0,02 | 7,21 £ 0,24
26.09.2016 9,96+ 0,08 | 899+0,23 | 998+0,11 | 9,31+0,06 ND ND 8,03 £ 0,03 ND 7,220,221
15.06.2021 10,10 0,08 | 8,592 0,09 | 9,89 +0,16 | 9,59 0,20 ND ND ND ND ND
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5.2 Vyvoj mikrobioty kejencu v Case

Vyvoj mikrobioty po dobu 7 let, kdy byly vzorky odebirany, vyjadiuji tabulky 3 a 4. Pri
prvnim rozboru, ktery byl proveden 3 tydny po porodu nebyly ve stolici detekovany zadné
bifidobakterie 1 pfesto, Ze kojencim byla ihned po narozeni zafazena probiotika. Na médiich
pro bifidobakterii byly detekovany klostridie. U Kojence 1 byly detekovany vysoké pocty E.
coli, u Kojence 2 byly pocty E. coli nizsi. U obou kojenct byly zaroven detekovany vysoké
pocty laktobacilt. Dalsi rozbor byl proveden po 3 tydnech podavani Biopronu (23.09.2014).
V tomto rozboru jiz byly detekovany bifidobakterie u obou kojenci. Pocty laktobacili u
Kojence 1 klesly, zatimco u Kojence 2 doslo k zvySeni jejich poctu. U obou kojenct doslo
zaroven k navySeni celkovych pocti, u Kojence 2 bylo navyseni vétsi. U Kojence 2 doslo i
k navySeni poctu enterokoku. Klostridie jiz nebyly detekovany ani v jednom vzorku. Dalsi
zmény ve vyvoji mikorbioty lze sledovat v rozboru z 10.10.2014, dva tydny po vysazeni
probiotik Biopron, u obou kojenct doslo k narustu poctu laktobacilt a koliformnich bakterii.
U kojence 2 doslo i k navySeni poctu bifidobakterii MUP. Vyrazné zmény pak byly sledovany
az vrozboru z 14.01.2015, kdy u obou kojenci doslo k poklesu vSech druht bakterii.
V dalsich rozborech doslo opét k narustu poctu bakterii, nizké zistaly pouze pocty enterokoku
a L. coli.

Vyvoj poctu klostridii, bifidobakterii, E. coli a enterokokti v Case znazoriuje detailnéji
graf ¢.3, kde je zaroven vidét porovnani mezi Kojencem 1 a 2.

Graf ¢. 1 Vyvoj mikrobioty v ¢ase Kojenec 1
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Graf. €. 2 Vyvoj mikrobioty v ¢ase Kojenec 2
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Graf ¢. 3 Vyvoj poctu bifidobakterii, klostridii, E. coli a enterokoka Kojenec 1 a 2
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5.3 Porovnani pocta bakterii po zarazeni probiotik

Statistické vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu mezi pocty bakterii v jednotlivych
rozborech bylo provedeno pomoci T testu. Porovndvany byly tyto rozbory: 28.08.2014 x
23.09.2014 (3 tydny po podavéni Biopronu), 23.09.2014 x 10.10.2014 (2 tydny po vysazeni
Biopronu) a 10.10.2014 x 26.09.2016. Zvlast' byly provedeny T testy pro bifidobakterie.
Tabulka 9 a 10 ukazuje vysledky T testu pro E. coli mezi rozbory z 28.08.2019%x26.09.2016.

Tab €. 3 T test pro vSechny bakterie Kojenec 1
T test pro 28.08.2014 23.09.2014 10.10.2014
vS§echny bakterie X X X
23.09.2014 10.10.2014 26.09.2016
t Stat -1,27193201 -0,4696314 0,0207645
t krit (2) 2,119905299 2,1199053 2,16036866
Tab. €. 4 T test pro vSechny bakterie Kojenec 2
T test pro 28.08.2014 23.09.2014 10.10.2014
vSechny bakterie X X X
23.09.2014 10.10.2014 26.09.2016
t stat -1,4903008 -0,378105 -0,2113249
t krit (2) 2,1199053 2,1199053 2,16036866
Tab. €. 5 T test pro bifidobakterie Kojenec 1
T test pro 28.08.2014 23.09.2014 10.10.2014
bifidobakterie X X X
23.09.2014 10.10.2014 26.09.2016
t stat -98,4 -6,0350985 1,750082037
t krit (2) 4,30265273 4,30265273 4,30265273
Tab. €. 6 T test pro bifidobakterie Kojenec 2
T test pro 28.08.2014 23.09.2014 10.10.2014
bifidobakterie X X X
23.09.2014 10.10.2014 26.09.2016
t stat -400,2 -3,002607 2,51656911
t krit (2) 4,30265273 4,3026527 4,30265273

Tab. ¢. 7 T test iro E. coli Koi'enec 1

t stat

4,58284791

t krit

4,30265273

Tab. ¢. 8 T test iro E.coli Koi'enec 2

t stat

0,773909806

t krit

4,30265273

Na zakladé T testu nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily v poctu bakterii
v rozborech z 28.08.2014 a 23.09.2014, 23.09.2014 a 10.10.2014, rozdily nebyly zjistény ani
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mezi rozbory z 10.10.2014 a 26.09.2016, a to u obou kojencu. Na zakladeé hodnoty T stat vSak
muizeme fict, ze k vétSim rozdilim v poctu bakterii dochézelo mezi rozbory 28.08.2014 a
23.09.2014, coz bylo tii tydny po zavedeni probiotik Biopron. Statisticky vyznamné rozdily
byly zjistény pouze v pocCtech bifidobakterii a to v prvnim porovnini (28.08.2014x
23.09.2014) u obou kojenct, v druhém porovnani (23.09.2014x10.10.2014) byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil pouze u Kojence 1. Ve tfetim porovnani nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil v poCtu bakterii ani u jednoho kojence. Jako posledni byl zjistovan
statisticky vyznamny rozdil v poctu bakterii E. coli mezi rozbory z 28.08.2014 a 26.09.2016,
dle vysledku mizeme fict, ze u Kojence 1 existuje statisticky vyznamny rozdil v poctu E. coli
mezi rozbory z 28.08.2014 a 26.09.2016, u Kojence 2 statisticky vyznamny rozdil neni.
Vsechny testy byly provedeny na hladiné vyznamnosti a= 0,05.

5.4 Porovnani vyvoje mikrobioty mezi kojenci

Vliv probiotik na mikrobiotu byl porovnavan i mezi dvojCaty navzdjem. Porovniny
byly hodnoty z 28.08.2014; 23.09.2014 (3 tydny po poddvani Biopronu); 10.10.2014 (2 tydny
po vysazeni Biopronu) a z26.09.2016. Hodnoty zjednotlivych rozbora byly na zavér
porovany pomoci T testu, porovnany byly i primérné pocty bakterii ze vSech rozbort.

Graf ¢. 3 Porovnani rozboru z 28.08.2014
Rozbor 28.08.2014
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Na prvnim rozboru z 28.08.2014 byly detekovany nejvétsi rozdily v poctu E. coli.
Pocet E. coli byl u Kojence 1 o 1,78 KTJ/g vyssi, vyssi byly u Kojence 1 i pocty enterokoku a
to o 1,25 KTJ/g, dale pak byly vyssi pocty gramnegativnich bakterii o 0,98 KTJ/g. Naopak
niz8i pocty byly zaznamenany hlavné v poctu klostridii a to o 0,90 KTJ/g. Hodnoty CP byly
srovnatelné.
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Graf ¢.4 Porovnani rozboru z 23.09.2014
Rozbor 23.09.2014
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Rozbor z23.09.2014 byl proveden 3 tydny po poddvani probiotik Biopron. V tomto
rozboru byl nejvétsi rozdil detekovan v poctu koliformnich bakterii, ktery byl u Kojence 1 o
2,03 KTJ/g vétsi. U Kojence 2 byly detekovany vyssi hodnoty CP (0,21 KTIJ/g),
gramnegativnich bakterii (0,67 KTJ/g), bifidobakterii MUP (0,29 KTJ/g), E. coli (0,53 KTJ/g)
a enterokoku (0,56 KTJ/g). Pocty laktobacila byly o0 0,12 KTJ/g vyssi u Kojence 1.

Graf €. 5 Porovnani rozboru z 10.10.2014
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Pfi rozboru 10.10.2014 (2 tydny po vysazeni probiotik Biopron) byly naméfeny u
obou kojenci podobné pocty bakterii. Nejvétsi rozdil byl v poétech gramnegativnich a
koliformnich bakterii, které byly u Kojence 1 vyssi, ne vSak o vice jak 1KTJ/g. Pocty
enterokokt byly u Kojence 2 0 0,47 KTJ/g vyssi.
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Graf €. 6 Porovnani rozboru z 26.09.2016
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V rozboru z26.09.2016 nebyly detekovany vyrazn€jsi rozdily v poctech bakterii.
Nejvétsi rozdil byl v poctech E. coli a Bif NOR, které byly u Kojence 2 vyssi 0 0,58 KTJ/g a
0 0,39 KTJl/g.

Graf ¢. 7 Porovnani primérnych pocta bakterii
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Na zavér byly porovnany i primérné hodnoty vSech bakterii, ze vSech rozbort, které
byly po dobu 7 let provadény. Nejvétsi rozdil byl v poctu klostridii, ktery byl u Kojence 2 o
0,9 KTJ/g vyssi. Také pocty laktobacilt byly o 0,49 KTJ/g vyssi u Kojence 2. Primérné pocty
koliformnich bakterii byly o 0,4 KTJ/g vyssi u Kojence 1. Ostatni poCty bakterii byly u obou
kojenct srovnatelné. Nakonec byly vSechny rozbory statisticky vyhodnoceny pomoci T testu.
Vysledky T testu (viz Tab. €. 7) neprokazaly statisticky vyznamny rozdil v poctech bakterii
mezi Kojencem 1 a Kojencem 2.
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Tab. ¢. 9 T test porovnani kojencu

T test  |28.08.2014]29.09.2014 | 10.10.2014 | 26.09.2016 avg
t Stat 0,680846 | 0,0386305 | 0,4897503 | -0,2580958 | -0,2802271
tkrit (2) |2,2281389 | 2,1447867 | 2,1447867 |2,22813885| 2,1199053

39




6 Diskuze

6.1 Strevni mikrobiota po cisaiském porodu

Nase t€lo osidluje obrovska populace mikroorganismu, kterou nazyvame mikrobiota.
Ackoliv se v nasem stievé nachazi mnoho druht mikroorganismu, neexistuje jedna optimalni
kompozice zaruCujici zdravi jedince. Stav, kdy je naruSen pomér mezi zadoucimi a
nezadoucimi druhy mikroorganismi se nazyva dysbidza. Dysbidza je spojovdna s tfadou
onemocnéni jako je napiiklad syndrom drazdivého steva, kardiovaskularni choroby, vysoka
hladina cholesterolu, diabetes, astmata i fada psychickych poruch (Salminem et al., 2004).

Klic¢ovym faktorem ovliviiyjici vyvoj mikrobioty novorozence je zpusob porodu. Po
pfirozeném vagindlnim porodu je mikrobiota slozena pievazné z bifidobakterif
(Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium adolescentis aj.), dal§imi
Casto se vyskytujicimi rody jsou pak Streptococcus, Bacteroidetes a pozdéji 1 Lactobacillus
(Biasucci et al. 2010). Po cisafského porodu se v mikrobioté vyskytuji hlavné rody
Clostridium a Enterococcus, pravé pritomnost rodu Clostridium byva Casto pfi¢inou riznych
gastrointestindlnich poruch v novorozeneckém veku (Rutayisire et al. 2016). Dle Musilova et
al., 2015 se rod Clostridium Castéji vyskytuje u kojenct s absenci rodu Bifidobacterium.

Rozbor, ktery byl proveden 28.08.2014, vySe zminéna fakta potvrzuje, stolice obou
kojenct narozenych cisaiskym fezem obsahovala tfi tydny po porodu klostridie a nebyly zde
detekovany bifidobakterie. Ackoliv rozbor nebyl zaméfen na detekci klostridii, tak k jejich
narustu doslo na médiich pro bifidobakterie. Tento jev vysvétluje (Pechar et al., 2014) tim, ze
zvolena média pro kultivaci bifidobakterii nezarucuji dostatecnou selektivitu a z toho diivodu,
zde muze dojit k narustu klostridii. Jakozto vhodny selektivni faktor uvadi (Novakova et. al.,
2014) pouziti 8 HQ (8-hydroxychinolin) v kombinaci s mupirocinem, kdy po pfidani 8 HQ
doslo jiz po 18 hodinach k inhibici rastu Clostridium difficile, rast bifidobakterii nebyl timto
faktorem ovlivnén. Nutno vSak podotknout, ze pfitomnost klostridii v mikrobioté
novorozence nemusi vést ke gastrointestinalnim onemocnénim jako je tomu u dospélého, a to
z divodu absence mechanismu, ktery vaze a nasledné zpracovava toxiny nebo z divodu
ptitomnosti ochranych slozek matef'ského mléka (Hung et al., 2015).

Zarazejici v rozboru z 28.08.2014 byly pouze pocty laktobacila (Kojenec 1- 6,13+0,06;
Kojenec 2- 6,00£0,00). Pocty laktobacili u novorozencti narozenych cisaiskym fezem byvaji
v prvnich tydnech Zzivota nizsi napf. studie (Musilova et. al., 2015) uvadi pramérny pocet
laktobacilli u kojencti v primérném 20 dnu zivota 3,90+2,02. Vyssi hodnota u nasich kojencti
je pravdépodobné zptisobena podavanim probiotik BioGaia, ktera obsahuji konkrétné druh
Lactobacillus reuteri. PoCty laktobacili zistavaly vysoké i v dalSich rozborech, coz mohlo
byt zpusobeno diky tomu, ze byli kojenci plné kojeni. Matefské mléko obsahuje krome
laktobacilt i bifidobakterie a pres 200 druhtit OMM, coz déla z matefského mléka prvni zdroj
prebiotik a probiotik pro novorozence. Matefské mléko tak zajiStuje spravny vyvoj
mikrobioty, modulaci imunity a ucastni se i na rozvoji mozku (Soto et al. 2014; Musilova et.
al., 2015).

6.1.1 Modifikace stievni mikrobioty podavanim probiotik

Probiotika definujeme jakozto zivé nepatogenni mikroorganismy, které pii podavani
v dostaté€ném mnozstvi maji pozitivni vliv na zdravi jedince. Jejich funkci je podpofeni
sttevni funkce a udrzeni jeji eubidzy (Nevoral, 2004).

U naSich kojenci byla z divodu absence bifidobakterii v prvnim rozboru, ihned
zavedena probiotika Biopron, kterd obsahuji druhy B. breve, B. bifidum a B. longum. Dalsi
rozbor byl proveden tfi tydny po zavedeni Biopronu, tedy 23.09.2014. Jiz v tomto rozboru byl
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shledan statisticky vyznamny rozdil v poctu bifidobakterii u obou kojenct, pocty Bif MUP
byly u Kojence 1 0 9,74 KTJ/g vyssi, u Kojence 2 o 10,03 KTJ/g vyssi a Bif NOR byly u
Kojence 1 o 9,94 KTJ/g vyssi, u Kojence 2 o 9,98 KTJ/g vyssi. Poté byla probiotika
kojencim vysazena a po 2 tydnech 10.10.2014 byl proveden dalsi rozbor ve kterém byl
schledén statisticky vyznamny rozdil v poc¢tu bifidobakterii u Kojence 1, kdy 1 pres absenci
Biopronu doslo k narustu poctu bifidobakterii. U Kojence 2 byly pocty bifidobakterii
srovnatelné. Pocty bifidobakterii zistaly srovnatelné i v dalSich rozborech. K udrzeni poc¢tu
bifidobakterii mohlo pomoct i zafazeni kasi od firmy Nestlé BEBA do diety kojenct. Tyto
kase obsahuji B. animalis a byly kojencim podavany od 3 mésict véku.

Rod Bifidobacterium je jednim z nejcastéjSich roda kolonizujici stfevo novorozence a
vzhledem ke svym pozitivnim G¢inkiim na zdravi jedince je tomuto probiotiku vénovana stale
vétsi pozornost. U kojenci narozenych vaginalné tvoii bifidobakterie az 90% mikrobidln{
populace, u kojencti narozenych cisaiskym fezem je pocet bifidobakterii nizsi. Vyssi pocty
bifidobakterii maji pozitivni vliv na zdravi jedince, predevs§im snizénim vyskytu stfevnich
infekci a prijmd, bariérou proti patogenim Ci spravnym vyvojem imunitniho systému
(LoCascio et al, 2010). Z toho davodu byla probiotika na§im kojencim zavedena jiz od
narozeni.

Déale byly porovnavany poCty E. coli v prvnim rozboru (28.08.2014) a poslednim
rozboru ve kterém byly detekovany (26.09.2016). U Kojence 1 doslo ke statisticky
vyznamnému rozdilu v poctu E. coli, u Kojence 2 nikoliv. E. coli se bézn¢€ vyskytuji ve stieve
Cloveka a zahrnuji jak patogenni, tak nepatogenni druhy. Jednim z nepatogennich druhd je E.
coli Nissle 1917, ktera ma probiotické ucinky a vyuziva se pfi travicich potizich nebo pokud
chceme zabranit Sifeni patogennich mikroorganisma. Nékteré nepatogenni druhy E. coli se
podili na tvorbé vitamint, napt. E. coli KBT001 se podili na tvorbé vitaminu B12 (Jonkers et
al. 2012). Dle studie (Yang et al. 2019) se pocty E. coli zvySuji pii zavedeni smiSené stravy. U
naSich kojenct vSak byly sledovany vysoké pocty E. coli jiz od narozeni. Kojenci byli
pravdépodobné kontaminovany E. coli z okolniho prostfedi (ruce zdravotnického personalu,
nacinni atd.) béhem cisafského porodu a pouze u Kojence 1 doSlo nasledné béhem zivota
k poklesu jejich hodnot, u Kojence 2 zustaly hodnoty srovnatelné, nutno fici, Ze jejich pocet
v prvnim rozboru nebyl tak vysoky jako u Kojence 1 (Kojenec 1- 9,78 KTJ/g; Kojenec 2-
8,00 KTJ/g). Ve studii (Musilova et. al., 2015) byly u novorozenct jejichz mikrobiota
neobsahovala bifidobakterie také dominantni bakterie E. coli a to v poctu 8,56 KTJ/g u
vaginalné€ narozenych déti a v poctu 9,40 KTJ/g u déti narozenych cisafskou sekci, coz jsou
podobné hodnoty jako byly nameéfeny u naSich kojenci. Ackoliv kmeny E. coli v naSich
rozborech nebyly identifikovany, mizeme fici, Ze se jednalo o nepatogenni kmeny, protoze
kojenci netrpéli Zadnym prijmovym onemocnénim.

6.1.2 Vliv uzivani probiotik na jednotlivce

Stievni prostfedi se u kazdého jednotlivce vyrazné liSi. Jeho slozeni a funkce jsou
vyrazné ovlivnény stravou, aktivitou, zivotnimi podminkami, medikaci, komorbiditou, a proto
nemuzeme pii podavani probiotickych preparati ocekavat u kazdého jedince stejny efekt a to
ani u tak podobnych jedincd, jako jsou dvojcata. I jednovajecna dvojcata mohou mit
mikrobioty vyrazné€ odlisné (Gao R. et. al., 2019; Jilek, 2020). Ackoliv u nasich kojencu
nebyly pfi jejich porovnani T testem shledany statisticky vyznamné rozdily v zddném
z porovnavanych rozbord, pfi podrobnéjsim pohledu do grafi 3-7 jsou patrné malé odchylky
v poctech jednotlivych bakterialnich druhdg.

Porovnanim mikrobioty dvojvajecnych a jednovajeCnych dvojcat se zabyvaly studie
(Turnbaugh et al., 2009; Yatsunenko et al., 2012). Jednd se o prvni studie, ve kterych bylo
zkoumano vice jak 50 dvojcat. Ob¢ studie prokazaly, ze mikrobioty jednovajecnych dvojcat si
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jsou vice podobné nez mikrobioty dvojcat dvouvajecnych, i pres to nebyly pocty jednotlivych
druht dplné stejné ani u jednovajecnych dvojcat.

Nejvyrazngjsi rozdil mezi nasimi kojenci byl pozorovan v prvnim rozboru, a to hlavné
v poCtu E. coli, enterokokd a klostridii, které byvaji ¢astou pficinou klostridiové kolitidy.
Studie (La Rosa et. al., 2014) tvrdi, ze hlavnim faktorem urcujici mnozstvi klostridii ve
stftevni mikrobioté neni zpisob porodu, ale mnohem dilezitéjsi je gestacni vék a podavani
antibiotik. Analyza vzorkt odebiranych od pifedCasné narozenych déti prokazala, ze
s rostoucim gestacnim vékem roste 1 pocet klostridii. V pfipadé podavani antibiotik, bylo
zaznamenano snizeni poctu klostridii, k tomutu efektu v§ak dochazelo pouze u novorozencu
narozenych po 28 tydnu gesta¢niho véku. Pocet klostridii ovliviiuje i poddvani antibiotik
matkam jak pfed porodem, tak i po ném. Podavani antibiotik je spojeno s vyssim vyskytem
Clostridium leptum a nizSimi poCty bifidobakterii (Rutayisire et al., 2016).

V dal$ich rozborech provedenych po podavani probiotik Biopron jiz nebyly klostridie
detekovany ani u jednoho kojence a diky podavani téchto probiotik doslo ke kolonizaci
bifidobakteriemi. Jak jiz bylo zminéno vySe, vhodnost poddvani daného druhu probiotik je
velice sporna. Problémem je interindividualni variabilita jedinct, ktera zpusobuje, ze dané
probiotikum nékomu poméaha a nékomu ne. Moznym feSenim je druhova analyza slozeni
stfevni mikrobioty pomoci sekvenacnich metod. Toto vySetteni je bohuzel finan¢né 1 Casoveé
narocné, a tak se v praxi pristupuje k vybéru probiotik metodou pokus omyl (Jilek, 2020).

Pozitivni vliv podédvani probiotik obsahujici bifidobakterie zkoumala i rozsihla
randomizovana studie provedend na stovkach déti, ktera prokazala celkové snizeni mortality,
incidence, zavaznosti a komplikaci 1écby déti s nekrotizujici enterokolitidou. Nejcastéji
pouzivanymi druhy byly B. breve, B. infantis, B. bifidum (Rao et. al., 2007). Jedna studie
vyuzila i B. animalis jakozto mozny zpusob 1écby détské koliky. Vysledky prokazaly a¢innost
B. animalis v boji proti tomuto onemocnéni, coz studie vysvétluje tim, ze v boji proti détské
kolice se vyrazné zapojuje stfevni mikrobiota kojence podporujici 1écebnou roli probiotik
(Nocerino et al., 2020).

V poslednim rozboru byly odebrany izolaty bifidobakterii a pomoci pfistroje
MALDI-TOF identifikovany na uroven druhu Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
longum a Bifidobacterium bifidum. Tyto benefitni bakterie jsou béznou soucasti mikrobioty
déti 1 dospélych. Bifidobakterie se ve stfeveé ucastni mnoha metabolickych a fyziologickych
pochodt. Konkrétn€ B. adolescentis je povazovan za producenta GABA (kyselina gama
amino mdselnd), coz je hlavni inhibi¢ni mediator v centrdlnim nervovém systému. Diky tomu,
je tato bakterie schopna ovlivnit vyskyt mentalnich poruch jako jsou deprese ¢i uzkosti. Tento
fakt byl potvrzen studii (Duranti et. al., 2020), kterd pii podavani B. adolescentis PRL2019
a B. adolescentis HD17T2H myS§im, detekovala vyssi tvorbu GABA v mySim organismu.

42



7 Zavér

Pti pohledu na vysledky vSech rozbort jsou viditelné rozdily v poctu jednotlivych druha
bakterii u obou kojenci. Zmeény jsou viditelné hlavné v prvnich meésicich Zivota, kdy
z divodu cisafského porodu a nasledné modifikace mikrobioty probiotiky dohazelo ke
zménam v poctech bakterii, a to hlavné klostridii, bifidobakterii a E. coli.

Rozdil mezi zkoumanou mikrobiotou v jednotlivych rozborech byl prokdzdn pouze
v poctu bifidobakterii mezi rozbory z28.08.2014 a 23.09.2014 (3 tydny po zavedeni
Biopronu) u obou kojenct a u Kojence 1 i mezi rozbory z23.09.2014 a 10.10.2014 (2 tydny
po vysazeni Biopronu). U Kojence 1 byl prokdzan rozdil i v po¢tu E. coli mezi rozbory
2 28.08.2014 a 26.09.2014. Tyto vysledky byly ziskdny pomoci T testu, na hladiné
vyznamnosti o= 0,05.

Mezi kojenci nebyly prokdazany statisticky vyznamné rozdily v poCtech bakterii ani
v jednom rozboru ale pifi pohledu do grafii 3-7 jsou malé rozdily viditelné, coz potvrzuje
tvrzeni o variabilité mikrobioty kazdého z nas, ktera zptsobuje rozdilny ucinek pii podavani
probiotik.

Vysledky analyzy MALDI-TOF potvrdily vyskyt bifidobakterii bézn€ se vyskytujicich
v mikrobioté déti 1 dospélych jedincu.

Ze ziskanych vysledki mizeme potvrdit, Ze zpusob porodu doopravdy ovliviiuje slozeni
stfevni mikrobioty kojence, predevsim v prvnich mésicich zivota. Zaroven mizeme potvrdit
ucinnost probiotik, pfi snaze o modifikaci mikrobioty ve prospéch jedince.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

atd- a tak déle

tzv- takzvany

et. al- a dalsi

obr- obrazek

¢- cislo

kg- kilogram

ml- mililitr

mg- miligram

1- litr

ul- mikrolitr

MO- mikroorganismy

RNA- ribonukleova kyselina

DNA- deoxyribonukleova kyselina
WHO- World Health Organization
ATB- antibiotika

ND- nedetekovédno

MUP- mupirocin

NOR- norfloxacin

PCR- polymerase chain reaction
TLRS- toll like receptor

KTIJ- kolonie tvorici jednotku

GIT- gastrointestindlni trakt

EFSA- European Food Safety Authority
OMM- oligosacharidy matefského mléka
MRSA - meticilin resistenti Staphylococcus aureus
FDA- Food and Drug Asociation
QPS- Qualified Presumption of Safety
TBX- trypton bile X-glucuronid

TJ- tight junction

WCHB- Wilkins- Chalgren bujon
GRAS- Generally Recognized As Safe
IgA- imunoglobulin A

GOS- galaktooligosacharidy

FOS- fruktooligosacharydy

GABA- kyselina gama-aminomdselnd
napf- naptiklad
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha ¢. 1 Vysledky MALDI-TOF

Nazev vzroku 1D vzorku Napis na vzorku Organisus (nejlepsi shoda) Skore hodnota Organismus (druha nejlepii shoda) Skore hodnota2
Bl 1 11 Bifidobacterium longum 1,87 Bifidobacterium longum 1,85
B2 1 J1 Bifidobacterium longum 1,93 Bifidobacterium longum 1,84
B3 2 12 Bifidobacterium adolescentis 2,04 Bifidobacterium adolescentis 197
B4 2 12 Bifidobacterium adolescentis 1,90 Bifidobacterium longum 1,84
B5 3 13 Bifidobacterium adolescentis 2,00 Bifidobacterium adolescentis 192
B& 3 13 Bifidobacterium adolescentis 2,14 Bifidobacterium adolescentis 2,08
B7 4 14 Bifidobacterium adolescentis 2,13 Bifidobacterium adolescentis 1,84
B8 4 14 Bifidobacterium adolescentis 2,19 Bifidobacterium adolescentis 2,01
B9 5 15 Bifidobacterium adolescentis 2,05 Bifidobacterium adolescentis 2,01
B10 5 15 Bifidobacterium adolescentis 2,10 Bifidobacterium adolescentis 2,06
B11 ] 16 Bifidobacterium adolescentis 2,01 Bifidobacterium adolescentis 1,54
B12 1] 16 Bifidobacterium adolescentis 2,13 Bifidobacterium adolescentis 1,593
B13 7 17 Bifidobacterium adolescentis 1,75 Bifidobacterium adolescentis 1,73
B14 7 17 Bifidobacterium adolescentis 2,04 Bifidobacterium adolescentis 1,51
B15 B 18 Bifidobacterium adolescentis 2,12 Bifidobacterium adolescentis 2,06
B16 ] 18 Bifidobacterium adolescentis 2,18 Bifidobacterium adolescentis 1,99
B17 9 19 Bifidobacterium adolescentis 188 Bifidobacterium adolescentis 1,82
B18 9 19 Bifidobacterium adolescentis 1,98 Bifidobacterium adolescentis 1,89
B19 10 110 Bifidobacterium adolescentis 2,10 Bifidobacterium adolescentis 2,08
B20 10 J10 Bifidobacterium adolescentis 2,09 Bifidobacterium adolescentis 2,07
B21 11 1E Bifidobacterium adolescentis 1,79 identifikaci organismu nelze provést 1,66
B22 11 1€ Bifidobacterium adolescentis 1,83 Bifidobacterium adolescentis 1,75
B23 12 128 Bifidobacterium bifidum 1,99 Bifidobacterium bifidum 1,85
B24 12 126 fadne piky nenalezeny 0,00 fadne piky nenalezeny 0,00
€1 13 13E Bifidobacterium longum 1,70 identifikaci organismu nelze provést 1,63
c2 13 136 Bifidobacterium longum 2,12 Bifidobacterium longum 1,54
D& 27 17x Bifidobacterium longum 1,80 identifikaci organismu nelze provést 1,60
D7 28 18x Bifidobacterium adolescentis 198 Bifidobacterium adolescentis 1,74
D& 28 1Bx Bifidobacterium adolescentis 1,96 Bifidobacterium adolescentis 188
D9 29 110x Bifidobacterium longum 1,83 Bifidobacterium adolescentis 1,83
oi0 29 J10x Bifidobacterium adolescentis 1,86 Bifidobacterium adolescentis 186
D1l 30 Vi Bifidobacterium longum 1,96 Bifidobacterium longum 1,90
o1z 30 V1 Bifidobacterium longum 2,03 Bifidobacterium langum 184
D13 31 V2 Bifidobacterium longum 1,78 Bifidobacterium longum 176
D14 31 V2 Bifidobacterium longum 1,50 Bifidobacterium longum 1,84
D15 32 V3 Bifidobacterium bifidum 2,03 Bifidobacterium bifidum 1,76
D16 32 V3 Bifidobacterium bifidum 1,93 Bifidobacterium bifidum 188
D17 33 Vi Bifidobacterium adolescentis 2,18 Bifidobacterium adolescentis 2,15
D18 33 Vi Bifidobacterium adolescentis 2,06 Bifidobacterium adolescentis 1,90
D19 34 V5 Bifidobacterium adolescentis 2,22 Bifidobacterium adolescentis 220
D20 34 V5 Bifidobacterium adolescentis 2,18 Bifidobacterium adolescentis 2,08
021 35 VB Bifidobacterium adolescentis 2,04 Bifidobacterium adolescentis 1,90
022 35 VE Bifidobacterium adolescentis 2,08 Bifidobacterium adolescentis 196
D23 36 V7 Bifidobacterium adolescentis 2,20 Bifidobacterium adolescentis 2,04
D24 36 V7 Bifidobacterium adolescentis 2,17 Bifidobacterium adolescentis 2,07
El 37 VB Bifidobacterium adolescentis 227 Bifidobacterium adolescentis 2,15
E2 37 VB Bifidobacterium adolescentis 2,20 Bifidobacterium adolescentis 211
E3 38 VeSS Bifidobacterium longum 187 Bifidobacterium longum 182
E4 38 Vo Bifidobacterium longum 2,03 Bifidobacterium langum 187
ES 39 W10k Bifidobacterium adolescentis 2,10 Bifidobacterium adolescentis 199
E6 39 W10 Bifidobacterium adolescentis 2,05 Bifidobacterium adolescentis 134
C3 14 14t Bifidobacterium longum 1,83 Bifidobacterium longum 1,82
c4 14 14€ Bifidobacterium longum 1,85 Bifidobacterium longum 1,79
C5 15 15€ Bifidobacterium adolescentis 1,98 Bifidobacterium adolescentis 1,83
C6 15 I5€ Bifidobacterium adolescentis 2,10 Bifidobacterium adolescentis 1,88
c7 16 16€ Bifidobacterium longum 172 Bifidobacterium longum 1,70
C8 16 I6¢ entifikaci organismu nelze prové 1,56 identifikaci organismu nelze provést 1,53
c9 17 17€ Bifidobacterium adolescentis 1,81 identifikaci organismu nelze provést 149
C10 17 17¢ Bifidobacterium adolescentis 1,54 Bifidobacterium adolescentis 1,92
€11 18 186 Bifidobacterium longum 186 Bifidobacterium longum 1,70
cl2 18 186 Bifidobacterium longum 2,07 Bifidobacterium adolescentis 2,02
€13 19 19€ Bifidobacterium adolescentis 1,94 Bifidobacterium adolescentis 1,78
Cl4 15 19€ Bifidobacterium adolescentis 2,12 Bifidobacterium adolescentis 2,11
€15 20 1106 Bifidobacterium longum 1,82 Bifidobacterium adolescentis 1,80
Cl6 20 1108 Bifidobacterium adolescentis 2,02 Bifidobacterium longum 1,90
€17 21 J1x entifikaci organismu nelze prové 148 identifikaci organismu nelze provést 1,40
Cl18 21 J1x entifikaci organismu nelze prove 137 identifikaci organismu nelze provést 1,34
€19 22 12x% Bifidobacterium longum 1,88 Bifidobacterium longum 1,88
C20 22 12x% Bifidobacterium longum 1,88 Bifidobacterium longum 1,84
€21 23 13x Bifidobacterium longum 2,06 Bifidobacterium longum 1,90
c22 23 13x Bifidobacterium longum 1,93 identifikaci organismu nelze provést 1,61
€23 24 Jdx entifikaci organismu nelze prove 1,54 identifikaci organismu nelze provést 153
£24 24 J4x entifikaci organismu nelze prove 1,60 identifikaci organismu nelze provést 1,60
D1 25 15x% entifikaci organismu nelze prove 1,68 identifikaci organismu nelze provést 1,63
D2 25 15x% Bifidobacterium longum 2,10 Bifidobacterium longum 1,93
D3 26 J6x Bifidobacterium longum 2,08 Bifidobacterium longum 2,07
D4 26 J6x Bifidobacterium longum 1,94 Bifidobacterium longum 1,75
D5 27 1Tx entifikaci organismu nelze prové 144 identifikaci organismu nelze provést 1,35
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