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Jsem z Washingtonské statni univerzity a nasi oblasti zajmu je
mikrobiom matefského mléka.



MIléko — proc¢ chceme veédét, co obsahuje?

— Jedina specificky navrzend ,potravina®

— Matefrské mléko - sloZeni— je zlaty standard:
— Odhad pozadavku pro energii a Zivin u kojenct
— Pro vyrobu kojeneckych formuli

— Shrnuti: porozuméni, co obsahuje materské mléko a co vSsechno ovliviiuje, mUze
zlepsit lidské zdravi nez pochopeni slozeni jakékoliv jiné potraviny!

Na zacatek se zkuste zamyslet nad tim, co maji vSechna tato zvirata
spolecné? Samoziejmé, vSechna produkuji mléko, ze? Mezi mlékem
jsou ale velké rozdily, jak zminil Lars (pozn.: prof. Lars Bode, Phd,
USA, University of California; http://www.bodelab.com/team/lars-
bode/): riizni savci maji rizné slozeni mléka. Co nas opravdu zajima,
je samoziejmé slozeni lidského mléka. Mozna jste o tom vibec
nepiemysleli, ale lidské mléko je ve skute¢nosti jedina strava, ktera
byla stvofena pro lidskou konzumaci. Rostliny, ani nic jiného ke
konzumaci stvofeny nebyly, ale lidské mléko ano.

Proto je velmi dtlezité, abychom lépe porozuméli tomu, co se v
lidském mléce nachazi, a to nejen pro obdobi raného Zivota, ale po
cely zivot. Matefské mléko je pouzivano jako zlaty standard z fady
dtlezitych davodd - nastavuje vyzivové pozadavky a predstavuje
vyzivu pro kojence. Byla bych rada, abyste se zamysleli nad
skute¢nosti, ze znalost toho, co lidské mléko obsahuje a co jsme
vlastné predurceni konzumovat jako déti, ndAm pomtze pochopit, co
jsme pfedurceni konzumovat po zbytek naseho zivota.




Obsahuje materské mléko
bakterie?

— Materské mléko bylo dlouhou dobu povazovano za
S sterilni — tedy pokud nebylo kontaminovdno nebo
Co mlécné zlazy? F ; - i o
odebrano z ,infikované“ prsni zlazy
— Banky materského mléka maji pasterizované

mléko.

— Nikoho ani nenapadlo Ze by se bakterie mély priddvat zpdtky do mléka.

— Jesté donedavna, vyrobci kojeneckych formuli ani

NIH HUMAN

MICROBIOME
PROJECT

ve snu nenapadlo obohacovat kojenecké formule
bakteriemi.

— Co se zménilo?
* Evoluce diagnostickych metod.

* V podstaté nic neni sterilni!

Zaméime se konkrétné na mikrobiom matefského mléka a mozna bude pro mnoho
z vas pfekvapenim, Ze mikrobiom matefského mléka existuje, nebot v poslednich
desetiletich jsme se domnivali, Ze je mateiské mléko sterilni. Az doposud se v
literatufe uvadélo, ze pokud se v matefském mléce objevi bakterie, Zena trpi
mastitidou, nebo mléko bylo kontaminovano. Samozfejmé, banky mateiského
mléka mléko pasterizuji, a ja netvrdim, Ze toto neni dtlezité. Ale az do nedavna by
nas ani nenapadlo pfidavat do mléka bakterie.

Takze po dlouhou dobu panovalo pifesvédceni, Ze mléko by mélo byt sterilni a déti
by mély konzumovat sterilni potraviny. Tak pro¢ toto paradigma ménit? Kazdy
odbornik v tomto oboru se ztotozni s tim, Ze jsme upustili od kultivace bakterii a
zjisténi jejich obsahu v potravindch, mléce apod. a zacali jsme vyuZzivat
molekularnich metod, pomoci kterych identifikujeme DNA v potravinach ¢i
bakteriich. Dnes k zjisténi vhodného obsahu bakterii v mléce a ostatnich
potravinach pouzivame molekularni techniky a jiz k zjisténi obsahu bakterii
nemusime jiz bakterie kultivovat. Toto skute¢né pozménilo nasi znalost o lidském
mikrobiomu, o fadé jinych mikrobiom, ptdé, atd.

Zména technologie byla podnétem pro projekt Lidsky mikrobiom, ktery
pravdépodobné vétsina z vas znd. Ackoliv, kdyz byl projekt Lidsky mikrobiom
pripraven a zahdjen, nikoho nenapadlo zabyvat se mlékem. Mlékem jsme se zacali
zabyvat, jakmile byl projekt Lidsky mikrobiom dokoncen a nyni tyto informace
dopliiujeme do databdze.

Chci ptipomenout, Ze sterilni neni pravdépodobné nic. Pokud se podivate odlisSnym




zptisobem, pravdépodobné najdete diikazy o pfitomnosti bakterii.



Tuky ve vyziveé a zanet prsni
zlazy?

— Intervencni studie s konjugovanou kys. linolovou (pfidavek CLA vs.
placebo)

— Miléko sesbirané od 16 zdravych kojicich Zen 5x béhem laktace

Mo

— Detailni pohled na mlécny ,,stér” pro kvantifikaci imunitnich bunék

\, macrophage/epithelial ‘

’
— Analyza v laboratofi pro kultury zaslanych mléénych vzorkd neutrophils (mac/ep. lls
— CLA bez efektu, ale ... .
— Ve vétsiné vzorcich pozorovany bakterie — analyza kultur b.‘. e
predpokladala, Ze ve vzorcich nejsou bakterie = , Great Plate Count @ \

Anomaly“* Miécny “stér”

V 80. letech minulého stoleti byl objeven velky rozpor ve vysledcich poctu bakterii zjiSténych pfi pfimém pocitani bunék pozorovatelnych pod mikroskopem a poctu kolonii vyrostlych na
médiu (Staley J. T., Konopka A.: Annu. Rev. Microbiol. 39, 321 (1985). ,Great plate count anomaly“, byl prvni indicii toho, Ze kultivovat za rutinnich podminek Ize jen nékteré bakterie.
Tato zjisténi pfispéla k rozvoji molekularné biologickych metod pro studium bakterialnich populaci bez potfeby kultivace a s tim spojenych novych poznatkd o bakterialni diversité.

Predchozi tvrzeni bych rdda podlozila, a popsala vam, jak jsme nému dospéli. Nase
laboratof neni mikrobiologicka, ale fadu let jsme se timto tématem intenzivné zabyvali.
Uz nékolik let studujeme lipidy a nedavno se zacalo mluvit o DHA a Omega-3 mastnych
kyselinach. Zajimalo nas, jaky dopad bude mit pfijem lipid& nebo tuku u matky na slozeni
mléka a pred nékolika lety jsme se zacali zabyvat prfedevSsim mastnou kyselinou
nazyvanou konjugovana kyselina linolovd, neboli CLA (pozn.: CLA =Conjugated Linoleic
Acid). CLA je vyznamné protizanétlivd mastnd kyselina; vytvari se v mlécné 7laze, je také
obsazena v kravském mléce. Zajimalo nas, pokud bychom Zenam podavali CLA v podobé
potravniho doplnku, zda lze zménit schéma zanétli v mléce a snad i riziko mastitidy.
Nebudeme zachdzet do podrobnosti této studie, ale udélali jsme tzv. navrh kiizeni, kdy
zeny konzumovaly dopliiky CLA nebo placebo. Opakované jsme odebirali Zenam vzorky
mléka a poté je zkoumali pod mikroskopem. Na slidu jsou snimky z nékterych mlé¢nych
stérd. Na snimku v dolni casti vidite, Ze se v ném nachdzi imunitni bunky, neutrofily,
makrofagy a tak vypada zdravé lidské mléko. Zabyvali jsme se tim, zda jsme schopni burniky
v mléce zobrazit a zjistit, zda vypadaji zanétlivé - vice ¢i méné zanétlivé. Mléko jsme
odebrali a poslali jej do klinické laboratofe na nasi univerzité, kde byly pouzity metody pro
urceni mlé¢nych kultur a zjisténi pritomnych bakterii. Zajimavé bylo, Ze jsme nenasli
zadny vliv CLA, vystup, ktery jsme hledali. Navic, laboranti se vratili s nasledujicim
zavérem: ,VSechny vase vzorky jsou sterilni: nic neroste®. Ale kdyz se podivate na snimek
nahofte, jsou na ném bakterie a my jsme vidéli bakterie na fadé snimka a prosté nam to
nedavalo smysl. Vidéli jsme bakterie, a pfitom laboratof pfisla se zavérem, ze vzorky jsou
sterilni. Mysleli jsme si, Ze musime proces zopakovat a pouzit jiné techniky. Jedna se v§ak o




mikrobiologickou anomadlii tzv. Great Plate Count Anomaly, ktera urychlila dalsi
vyvoj molekuldrnich metod zkoumani bakterii. Mohli jsme pokracovat: ,Mozna
nase vzorky sterilni nejsou; mozna ke zkoumani bakterii potfebujeme pouZzit tyto
moderni techniky*
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Sphingomonas ® Bradyrhizobium B Veillonella Gemella
® Granulicatella Prevotella ® Actinomyces Other

— Individudlni bakterialni , otisk prstu” u kazdé
Zeny (“Bacterial fingerprints”)

\dart bacterisl genera in each of 3 milk samples from 16 subjects was
complex, and time for some subjects, 3 great

Hunt KM et al.
PLoS One. 2011;6(6):e21313

Odebrali jsme tedy nasledné 16 vzork(, abychom se podivali na bakterialni
identifikaci DNA. Stru¢né vam popisu tento snimek - zde je 16 Zen - S1 az
S16, a studie byla publikovana pred nékolika lety, a vidite sloupcové grafy.
Zaujmout by vas mély barvy vzorkt v kazdém ze sloupcovych graft.

Vidite tfi vzorky od Subjektu 1, tfi vzorky Subjektu 16 a kazda z barev
predstavuje urcity bakteridlni rod. Znovu se podivejte na jednotlivé barvy. V
kazdém ze vzorkil se vyskytovala Siroka skala bakterii a barvy u jedné zeny
mély podobnou strukturu. Toto nazyvame bakteridlni identifikaci (pozn:
,otisk prstu = bacterial fingerprint“). Lars pravé zminil identifikaci HMOs
(pozn.: HMOs=Human Milk Oligosaccharides = oligosacharidy materského
mléka) a u sloZeni mléka se tato identifikace objevuje ¢asto. Zeny maji
tendenci produkovat mléko, které ma v pribéhu casu stejné slozeni.
Pozorovali jsme bakteridlni ,otisk prstu® v pribéhu ¢asu a rada bych
poukdzala na vyznamné bakterie, které jsme v mléce dokazali identifikovat.
Nachazeji se v dolni casti - hlavni bakterie, které 1ze v matefském mléce
pozorovat, jsou streptokoky, stafylokoky - bakterie, o kterych si mtzete
myslet, Ze by mohly byt patogenni, ale v mléce se nachazi. Ddle serratia,
corynebacterium atd. Jsou to bézné bakterie v mléce, které 1ze identifikovat u




matek po celém svété.



Zména Paradigma:

Materské mléko, i v pfipadé zdravych
Zen, obsahuje bakterie; kdy mnoho
téchto bakterii by mohlo byt
potencidlné patogennich!
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‘What do you see?

Toto zjiSténi nds pfivadi k paradigma, respektive k myslence
paradigma zménit. Nevim, jestli je tento obrazek v Evropé znamy, ale
pokud se na néj podivate z jednoho thlu, uvidite starou Zenu, a
pokud se na néj podivate z jiného uhlu, uvidite krasnou mladou
divku: zalezi na tom, jakym zptisobem a jakou optikou se na obrazek
divate, a zaroven jste neustale schopni thel pohledu ménit. Tohle je
zptsob, jakym nahlizim na zménu v mysleni, ze mléko je sterilni,
pomoci vyzkumnych metod pro jednotlivé bakteridlni kultury, az k
tomu, Ze matefské mléko neni sterilni, pomoci molekularnich
metod: skute¢né zalezi na tom, na co se divate a jakym zptisobem se
na to divate. Pristup k paradigma, respektive jeho zména nam
opravdu naznacuje, Ze mléko, dokonce produkované zdravymi
Zenami bez zanétu atd., obsahuje bakterie. A dokonce i nékteré
bakterie, o kterych byste si mysleli, Ze v mléce nejsou, se v matefském
mléku skute¢né nachazi.




Které faktoryGsou asociovany s
variabilitou mikrobi erského

m].éka? Slepice nebo

vejce ? ~

— Cas porodu?

— ZpUsob porodu?

— Strava matky?

— Dalsi mléc¢né slozky?
— HMOs?

— Imunitni bunky?

— Péce o dité?
— Geneticka informace matky? IR 24P Tsevis

— Expozice mikroblm okolniho prostredi?

Ve zbyvajici casti bych chtéla kratce popsat co vime - ve skute¢nosti
je vic toho, co nevime. Variabilitu mikrobiomu v lidském mléce, a tak
rychle popisi nékteré z téchto faktord, které Lars pravé zminil.
Faktory, které v lidském mléce a u laktace sledujeme, kdyz se snazime
pochopit, co variabilitu zptisobuje. TakZe néco malo o obdobi po
porodu, zptisobu porodu, budeme trochu hovoftit i o stravé matky —
jsem vyzivarka, takZe toto je moje oblibena c¢ast. Poté o dalsich
slozkach v mléce a zda-li se slozky v mléce mtizou vzajemné
ovliviiovat. Také se velmi stru¢né zaméfime na péci o dité - miize to
pasobit trochu zvlastné, ale jde o zajimavy pribéh. Rada bych
pohovofila o matefské genetice a zivotnim prostiedi, ale zatim
nevime, jak by tyto skute¢nosti mohly mlé¢ny mikrobiom ovlivnit. A
chci upozornit, Ze se divame na vzajemny vztah; nebyly realizovany
téméf zadné intervencni studie, které by se pokusily zjistit pfi¢innou
souvislost, coz bych vam chtéla pfipomenout. V mnoha situacich,
zejména u stravy matky, mohou véci fungovat obéma zptisoby:
pamatujte na to, Ze bakterie produkuji latky, a zaroven latky mohou
mit vliv na rast bakterii. TakzZe mohou nastat obé situace, kdy




rve

vzajemnou pii¢innost nezname.



Struktura mikrobioty materského
mléka je relativné stabilni v case

— Prospektivni, longitudealni humanni studie
— 21 matek a kojenct

— Materské mléko sbirano od 0-6 mésicl po porodu (9 sbért)

BILL&MELINDA

GATES foundation

Obdobi po porodu ma vliv na mléény mikrobiom. Studie, kterou
jsme nedavno realizovali, byla financovana nadaci Gates a sledovali
jsme 21 Zen a kojenct od narozeni do Sesti mésictt po porodu. Béhem
tohoto obdobi jsme shromazdili devét vzork mléka a celou fadu
dalsich vzorkd, takze jsme se mohli podivat na zmény v pribéhu
¢asu.




— Hlavni zjisténi: pouze malé zmény
v mikrobioté materského mléka
(tedy z pohledu statistiky)

— . Pfiranni fazi laktace

- Nejvice ovlivnéna Gemella

 Pseudomonas.

— Potfeba vétsiho vzorku a vzorku
kolostra!

Granulicatella
& Corynebacterium

u Propionibacterium

uL

Relativni vyskyt (%)

— Potreba vyzkumu ve vztahu ke -
krmeni kojence « et

 staphylococcus

 Streptococeus

2 12 22 32 42 52 62 72 82 92 102 112 122 132 142 152 162 172

BILL&EMELINDA

ES foundation Cas po porodu (dny)

Williams et al., 2017

Tento sloupcovy graf zaznamenava stav v ¢asovém obdobi, a opét
vénujte pozornost barvam grafu. Pokud se na graf pozorné podivate,
relativni vyskyt (abundance) je aZ 100 %. Modra barva je streptokok a
svétle Cervena je stafylokok, tytéz bakteridlni rody, které jsme jiz
identifikovali. Pokud se podivate na barevné vzory, uvidite nékteré
zmény, ale pokud jde o statistiku, vypada to, Ze nékteré z téchto
zmén nejsou tak vyznamné, coz mulize byt zpisobeno tim, Ze jsme
méli pomérné malo vzorkd. Jediny statisticky posun je v této zelené
casti pro gemellu, ktera ma tendenci mit zprvu hodnoty vyssi, a poté
zmizi. Chtéla bych zdaraznit, Ze jsme zkoumali pouze 21 Zen, takze
skutec¢né potfebujeme zvysit pocet vzork. Co je zajimavé: na
pocatku laktace se néco déje a pak se zda, ze v pribéhu ¢asu dochazi
ke stabilité. VSechny tyto zeny kojily vylu¢né alespon tii meésice,
mnohé ¢tyfi mésice, a nezname tak skute¢ny dopad zavedeni
prikrm — pozdéji chci mluvit o tom, jak se mohou bakterie dostat do
mlécné zlazy - a je mozné, Ze krmeni ditéte rtiznorodou stravou
miize mit i vliv na mikrobiom matefského mléka. Rada bych tak
povzbudila vSechny, ktefi se timto zabyvaji, aby se zacali divat na




dtlezitou kombinaci, co mama déla, co déla dité atd., a snazili se
jedno s druhym spojit.



RGznorodé a limitované vystupy. 3 1000

CS asociovany s .

Vliv porodu?

ddiverzita v mléce (Cabrera-Rubio et al., 2016)?

Pmnozstvi bakterii (Khodayar-Pardo et al., 2014)?

Alpha Diversity Measure

trend pro vyssi relativni vyskyt Propionibacterium
(Williams, pred publikaci) [ o s0

250 085

Bez rozdilu (Urbaniak et al., 2016)

Delivery
Bez konecného verdiktu. C-section Vaginal

Cabrera-Rubio R et al.
J Dev Orig Health Dis. 2016 Feb;7(1):54-60

Jak ovliviiuje zptsobu porodu mlé¢ny mikrobiom. K dispozici jsou
pouze limitované a riiznorodé vystupy. Podivejte se na graf z jedné z
nejnovéjsich praci o alfadiversité. Jestlize je mikrobiom rozmanitéjsi,
znamena to, Ze bud existuje vice rznych druhd rodu, nebo je
rovnost jednotlivych konkrétnich roda vétsi. Na grafu je zobrazena
skala rozmanitosti, kdy vyssi rozmanitost je povazovana za dobrou. V
této studii bylo zjisténo, Ze mléko Zen, které rodily cisafskym rezem,
vykazovalo nizZ$i rozmanitost nez mléko Zen, které rodily vaginalné.
Existuje teorie, Ze se pravdépodobné jedna o pouziti antibiotik atd.,
ale toto s jistotou nevime. Zjisténi jsou ale neurcita; tato studie, ve
které byla zjisténa nizs$i diverzita mléka produkovaného Zenami,
které rodily cisafskym fezem. V jiné studii byly zjistény vyssi hladiny
bakterii u mléka produkovaného zenami, které porodily cisatskym
fezem. Pokud se podivame pozorné, najdeme nékolik rozdil@, avsak
nepiili§ velkych; jiné skupiny nenalezly absolutné zadny rozdil.
Znamena to, Ze rozdily existuji, ale jsou zavislé na lokalité, porodni
praxi, urovni poporodni péce? Nevime. Jak jsem jizZ zminila, povim
vam vice o tom, co nevime, nez o tom, co vime.

10



Efekt typu porodu?

. ’ e v s v
Noves — Elektivni nebo akutni cisarsky rez?
Bcitrobacter

W Corynebacterium

Dysinibacitus

W camobacterium

B Acinetobacter

Wsteptococcus

W staphybcoccus

Oactococcus

Bieissela

B Leuconostoc

g

Fyziologicky Akutni CS Elektivni CS

Cabrera-RubioR et al.
Am J Clin Nutr. 2012 Sep;96(3):544-51

Jednd se o velmi zajimavou studii, ktera byla publikovana a - s
pouzitim sekvence dalSiho genu, tak aby se pomoci néj zkoumal
mlécny mikrobiom. Na slidu vidite mlé¢ny mikrobiom Zen, které
rodily vaginadlné, a mlé¢ny mikrobiom Zen, které musely porodit
cisatskym fezem. Tedy Zeny, které prochazely porodem a pak musely
podstoupit cisaisky fez, protoze mély tézky pribéh porodu. Oba
mlécné mikrobiomy jsou relativné podobné. Zatimco Zeny, které si
zvolily cisatsky fez — které nepodstoupily pfirozeny porod atd., jedna
se o velmi odlisné procesy porodu -, mély mlé¢ny mikrobiom zcela
jiny. Tato skuteCnost nastala o tfi mésice pozdéji. Autofi se
domnivaji, Ze rozdil mezi témito dvéma zplisoby porodu mftze
souviset se stresovymi hladinami, ale nejsou si tim jisti; mohla by to
byt také souvislost s uzivanim rtznych antibiotik v nemocnici. Zda
se, Ze existuje dlouhodoby vztah; opét, nebudu fikat, Ze jde o ti¢inek,
protoze o kauzalité nic nevime.
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Typ porodu
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Kumar H et al.
Front Microbiol. 2016 Oct 13;7:1619

Dalsi, nedavno publikovana studie, kterou bych chtéla zminit, kdyz
jsem zkoumala zptisob porodu: tato studie se divala na Sest rtiznych
skupin po celém svété - velmi silna studie, a vSechny vzorky mléka
byly analyzovany ve stejné laboratofi, takZze bychom mohli témto
udajim opravdu dtvérovat. Navic v jednom misté bylo zkoumano 20
zen. Vzorky mléka byly sesbirany jeden meésic po porodu, a pro
piiklad: na snimku lze vidét Zeny ze Spanélska, které rodily
vaginalné, a Zeny ze Spanélska, které rodily cisaiskym fezem. MtiZete
vidét velmi odlisné vzory v téchto dvou typech mléka. Byl proveden
ale také vyzkum v Ciné, Finsku a Jihoafrické republice. Chtéla bych
zdlraznit, Ze pokud se podivate pouze na tyto skupiny, existuji i v
nich velké rozdily. A pokud se podivate v ramci jedné skupiny, nékdy
lze pozorovat rozdil mezi vagindlnim a cisafskym porodem, a v
nékterych pripadech nikoliv. TakzZe se vracim zpét k teorii, ze mlé¢ny
mikrobiom je ovlivnén mnoha faktory, které pravdépodobné souvisi s
lokalitou, at uz jde o vliv genetiky ¢i prostiedi. To nevime. A zaroven
zpusob porodu mtize mit vliv na slozeni mléé¢ného mikrobiomu, kdy
ale zavisi také na jednotlivych lokalitach.
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Zajimavé je i, zda existuje vztah mezi mléénym mikrobiomem a
matefskou adipozitou. Pokud jste studovali literaturu o mikrobiomu,
vite, Ze lze najit opravdu zajimavé udaje, které zkoumaji jak dospélé,
tak déti. Lze dohledat rozdily mezi mikrobiomem stolice u stihlych a
obéznich lidi, nasledné tedy i mlé¢ny mikrobiom mtze byt rozdilny.
Data jsou opét neurcita, coz mize byt zptisobeno tim, ze skute¢né
existuji rozdily na celém svété. Nebo také proto, Ze této problematice
jesté dostatecné nerozumime. Tato studie byla zvefejnéna pied
nékolika lety — védci zkoumali matefské mléko u Zen s normalni
hmotnosti a u Zen s nadvahou. Patrné vidite rozdily ve vzorcich
mikrobiomu kolostra. V Sesti mésicich po porodu byl mlécny
mikrobiom velmi podobny. Nevime, zda-li se jedna o podstatny
rozdil, ale zda se, Ze rozdily existuji. Pfinejmensim v této studii z
Finska. Pfi zkoumani nasi populace nenalézame velké rozdily; ani ve
vztahu k BMI. Pro bakteridlni rody jsme zjistili narast granulicatelly
u Zen s nadvahou a obéznich Zen, ale ve skutec¢nosti nejsme schopni
dohledat konzistenci. Proto si myslim, Ze ani v tomto ptipadé
konecny verdikt neptichazi v tvahu.
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Jeden muz se mé zeptal: ,...zajimdm se o vyzivu matek. Jaky vliv miize mit
strava matky na mlécny mikrobiom?“ Na slidu je stejna studie nadace Gates,
kterou jsem jiz prezentovala, 21 Zen, kterym jsme odebrali vzorky mléka a u
kterych jsme sledovali stravovaci navyky, v pribéhu deviti raznych ¢asovych
obdobi béhem laktace. Mame tedy velmi dobré informace o stravovani
matky. Na tomto snimku jsou ¢ervenou barvou pozitivni asociace, modrou
barvou jsou inverzni ¢i negativni asociace. Malé karaty nebo malé hvézdicky
znamenaji vyznamnou hodnotu p<o,01 nebo p<o,05.

Pokud se podivate na Firmicutes* nebo Bakteroides*, jedna o dva
nejdtlezitéjsi kmeny v mléce. A pokud se podivate na faktory ve strave,
souvisejici s pfijmem makronutrienti - energie, tuk, bilkoviny apod., 1ze
vidét pravidelnost. Zeny, které konzumovaly nejvy$si mnozstvi
makronutrient®, mély tendenci mit vyssi procento vyskytu Firmicutes a nizsi
procento Bakteroides. Vidite, Ze sloupec v ¢erném ramecku je prevazné
Cerveny, druhy sloupec je pfevazné modry. Velmi zajimavé. Takto vypada
souvislost mezi stravovanim matky a mlé¢nym mikrobiomem. Vyssi procento
Firmicutes v mléce mtiZe souviset s vys$im pfijmem celkové energie z lipid,
sacharidi a vlakniny ve stravé. Béhem nékolika minut se jesté k této
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problematice vratime.

(Pozn.: *Az 90 % bakterif ve strevé je zastoupeno 2 hlavnimi kmeny: Bacteroidetes a Firmicutes, kdy Firmicutes (gram+) se vyskytuji ve vyssi mife u lidi s nadvéhou/obezitou. Firmicutes produkuji ve strevé vice

vstrebatelnych substratd energie nez Bacteroides, alteruji metabolismus cukrd, produkci mastnych kyselin s kratkym retézcem, a zpisobuji tak inzulinovou rezistenci nebo zvysuji produkci ghrelinu (hormon

zvysujici chut k jidlu). Zpasobuji také subklinicky stfevni zanét, a povoleni vazeb enterocytu, které usnadriuje pranik endotoxind do krve. Vyslednd endotoxemie zaktivuje imunitni systém, coz vede k inzulinové

rezistenci a ndrdstu hmotnosti. SloZeni strevniho mikrobiomu tak ovliviiuje obezitu: ale i naopak, obezita ovliviiuje slozeni stfevni mikrofléry; napf. zahdji-li obézni ¢lovék redukcm dretu proporce Bacteroides

relativné vzroste, mnozstvi Firmicutes klesne. Pokud dojde k opétovnému ndrdstu hmotnosti, proporce Firmicutes se opét zvysi na ukor Bacteriodes. Zdroj:
z (MUDr. Lubos Kotik)
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Tento graf shrnuje mastné kyseliny, od nasycenych mastnych kyselin
s velmi kratkym fetézcem az po polynenasycené mastné kyseliny s
delSimi Tetézci, vyjadfuje souvislost mezi pfijem stravy a
bakteridlnimi kmeny v mléce. Zjistili jsme, pokud se podivate na EPA
a DHA, kdy cervena barva znamena pozitivni asociaci, Ze Zeny, které
konzumovaly vice EPA a DHA, mély tendenci mit vyssi hladiny
bakterii Firmicutes v mléce a nizs$i hladiny fusobakterii. Vidite i
konjugovanou kyselinu linolovou, mastnou kyselinu, kterou jsme
studovali na zac¢atku, coz je protizanétliva mastna kyselina.
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A pro aminokyseliny, které vidite na levé strané, a které jsou pro lidi
klicové, jsou vidét jasné vzory; cely sloupec modry, cely sloupec
Cerveny. Nas vyklad je, ze lidé, ktefi konzumovali napftiklad
nejdilezitéjsi aminokyselinyy, méli v mléce vyssi hladinu
proteobakterii. Opét, nejsme si jisti, co zptisobuje co, ale jde o velmi,
velmi jasné vzorce. Pokud se podivate vpravo, jednd se o
mikronutrienty, tedy o zdkladni vitaminy a minerdly: neni zde
mnoho rozdilti, ale existuje jich nékolik, které je potfeba zdtraznit.
Napfiklad vztah mezi vitaminem D a Firmicutes; nebo souvislost
mezi vitaminem E a Firmicutes. Nékteré z téchto slozek stravy maji
souvislost se slozenim mléka. Slozeni mléka jsme neméfili a myslim
si, Ze pro budouci studie je dtlezité. Chci jen upozornit, ze vztahy
jsou v tomto piipadé opacné nez pro vysledky s makronutrienty:
vys$i hladiny zakladnich mikronutrientd se poji s niz§imi proporcemi
Firmicutes v mléku.
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Prijem probiotik matkou a mikrobiota
materského mléka
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Vime také néco o pfijmu probiotik u matky a vyskytu probiotik v
mléce. Zde prezentuji studii ze Syrie, kdy byly zkoumany rtizné
bakterie v lidském mléce, a v potravinach. Na obrazku vidite rizné
probiotika, bakterie v potravinach, v matefském mléku, mikrobiom
stolice matky a ditéte. Nékteré probiotické bakterie se nachazi v
potravinach, v mléce a stejné tak i v matefské a détské stolici.
Zajimava je studie ze Spanélska, a doporucuji vam, abyste si tuto
vyzkumnou skupinu vyhledali, kdy byla podavana probiotika
kultivovana z matefského mléka Zendam s mastitidou. Do znac¢né
miry byla tato probiotika schopna mastitidu lécit. Vérim, Ze existuje
cesta mezi peroralni konzumaci urcitych probiotickych bakterii a
lidskym mlékem.
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Slepice nebo
Bakterie vejce ?
matefského
mléka

Obsah Zivin
materského

Potrebujeme!

Ziviny
konzumované

— Souvislost mezi prijmem Zivin u matkou

matky (a probiotik), obsahem Zivin v
mléce, a strukturou mikrobioty
materského mléka.

Navrhuji, aby budouci studie, které se zabyvaji touto oblasti,
zkoumaly skutec¢nou souvislost mezi konzumaci Zivin a probiotik
matkou, obsah Zivin v matefském mléce, obsah mikrobta. Mazeme
dovodit, Ze existuji urdité piimé vlivy, ale lze také fici, Ze bakterie v
lidském mléce mohou produkovat slouceniny. Neékteré z téchto
bakterii se podili na tvorbé aminokyselin, mastnych kyselin,
vitamind. Potfebujeme proto védét, co se déje ve stfevé ve srovnani s
tim, co se déje v mlécné zlaze, a uvidime, jestli zde objevime pficinné
souvislosti.
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Které faktor
variabilitou mikro

m].ék.a? Slepice nebo

sou asoclovany s

vejce ?

Cas porodu?
ZpUsob porodu?
Strava matky?

Dalsi mlécné slozky?
— HMOs?

— Imunitni buriky?

Péce o dité?
Geneticka informace matky? llustrace: Charis Tsevis

Expozice mikrobdm okolniho prostredi?

Jesté bych chtéla zminit nékolik véci , vztah mezi HMOs (pozn.
HMOs = Human Milk Oligosaccharides, oligosacharidy materského
mléka) a mikroby v mléce a také imunitnich burkach.
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Zde je studie, ktera je v tisku a kterou jsme provedli s Larsem Bodem;
zabyvali jsme se souvislostmi mezi celkovym HMOs a ostatnimi
castmi ¢i izoformami HMOs a pak rGznymi bakteridlnimi rody.
Pokud se podivame na souvislosti v mléce, vidime u mléka pozitivni
vztah mezi celkovym HMOs, a 2FL, a stafylokokem.
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HMOs stimuluji rast Staphylococcus, ktery
pochazi z materského mléka

S. epidermidis

Treatments
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— 2 Staph izolovany z materského mléka

— Potvrzena kauzalni souvislost mezi mnozstvim
oligosacharidii matefského mléka (HMOs) a
ristem bakterif
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— Ale nékteré aminokyseliny ano

— HMOs néjak signalizuji bakteriim, aby pro svdj
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\Time (h)

Hunt KM et al.
Appl Environ Microbiol. 2012 Jul;78(14):4763-70

Tuto studii jsme pred nékolika lety publikovali s Larsem, kdy se nam
podafilo kultivovat nékolik druha stafylokokd z mléka - staph
epidermidis a staph aureus spole¢né s HMOs, coz znazormiuji na
grafu zelené linky. Pokud dodavate ziviny nebo pokud vlozite HMOs
do kulturnich médii, bakterie staph rostou vice, coz potvrzuje
kauzalni vztah, ne pouze souvislost. V této studii jsme predpokladali,
ze HMOs jsou vyuzity jako prebiotika, tedy bakterie konzumuji
prebiotika HMOS. Pti zkoumani samotnych kultiva¢nich médii se ale
ukazalo, ze HMOs z médii nezmizely. Na druhou stranu se z medii
ztratily aminokyseliny, coz je velmi zajimavé, protoze vidime tento
vztah mezi pfijmem aminokyselin matkou a bakteriemi. Musime se
vratit k vysledkiim - protoze HMOs v kultiva¢nim médiu stimulovaly
bakterie, aby pouzivali aminokyseliny pro energii a rast. Velmi
zajimavé zjisténi.

21



s E¥EIES

Zpé&t k PRVNIM vzork@im matefského mléka analyzovanych pro mikrobiom ..

personalizované pro distribuci imunitnich bunék.

e [ |]. m=nn

I| l I
gt III Ill II
I ||| ||| ||| IlI |I ||| Subjekt 1 Subjekt 2 Subjekt 3 I

Subjekt 6

, EEEE.
’
:
| || .|
. u
. 1

) — e e

Relativni vyskyt (%)

50
&
2
2

Subjekt 9

3
N I
:

- ——

Subjekt 14

&

Sub]ekt 10 !I

. takeé
- == - -
Subjekt 4!'
. I I B jin¢
3 Eozinofily
_Su%kt 7 3 Lymfocyty
R —— Hl Neutrofyly

Subjekt 11

Subjekt 15

II I Bl Makrofagy/Epitealni sekter

Subjekt 12

s

Subjekt 16 !I
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Podivali jsme se také na nase ptivodni vzorky mléka (16 subjekti).
Zkoumali jsme bunky pod mikroskopem a podafilo se nam
identifikovat, Ze jde o hlavni buriky v mléce, makrofagy, neutrofily,
lymfocyty a eozinofily, a toto jsou sloupcové grafy téchto mlé¢nych
bunék. A opét vidite, Ze u kazdé Zeny lze identifikovat mlécné bunky,
jedna se o pét vzorkl v rzném casovém obdobi u kazdé Zeny.
Zajimalo nas, zda identifikace v mlé¢énych imunitnich burkach
souvisi s identifikaci v mlé¢ném mikrobiomu. A tato studie je
momentalné v tisku, takze snad si ji budete moci brzy najit.
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Zde jsou vidét dva grafy - metodologie se nazyva kanonicka korelace
— kdy komplexni spolecenstvi, v tomto ptipadé komplexni bunky -
komplexni spolecenstvi bakterii - my jsme schopni se podivat,
dobfe, pokud se jedno komplexni spolecenstvi posune, miizeme
predvidat posun v ramci jiného komplexniho spolecenstvi? Na levé
strané se podivame na vztah mezi imunitnimi buiikami a rody
mlécénych bakterii a zde vidite hezky vztah, vidite stejny vztah s
Gramovym barvenim. Co bylo ale prvni, slepice nebo vejce?
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llustrace: Charis Tsevis

Mald poznambka k péci o dité.
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Souvislost s pristupy v péci o
dite?
— Sbér materského mléka mezi Zenami Zzijicimi v
Stredoafrické republice
— Tdiverzita mikrobioty materského mléka se poji

7T socialni ,networking“

— " Nyni se detailnéji zabyvame timto vystupem mezi
rodinami v Americe

Spolupracovali jsme s vyzkumnou pracovnici, ktera vede nékolik
vyzkumt ve Stredoafrické republice. Antropolozku, ktera studuje
socialni networking, a péci o dité, kolik maji déti socialnich interakci
a podobné nam pfivezla vzorky mléka. Nebudeme zachazet do
podrobnosti této studie, ale podafilo se ndm propojit socidlni sit
ditéte se slozenim mlééného mikrobiomu jeho matky. Pokud se
podivate na vystupy, ukazuje se, ze déti, které mély v pribéhu casu
vice interakci s vice lidmi, prokazovaly vétsi rozmanitost
mikrobiomu. TakZe pokud jsou déti ve vzajemné interakci s vice
lidmi, jejich matky produkuji matefské mléko s vyssi bakterialni
rozmanitosti. Velmi zajimavé zjisténi.




Nekteré evidentni (velké) otazky...

—\Jsou ty’bakterie zivé?

— \Jsou pritomny v mlécné zlaze
u:nekojicich zen?

Urbaniak et al.
Microbiome. 2014 Jul 11;2:24.

Nékolik dal$ich zavaznych otazek, které jsem chtéla pouze zminit.
Otazky jako napft. jsou mlécné bakterie zivé? Odpovéd je — ano. Kdyz
byly tyto bakterie kultivovany, vytvarely dalsi kultury. Mozna nejsou
vSechny bakterie Zivé, ale mnohé z nich ano. Jsou mlé¢né bakterie i v
mlécné zlaze nekojici matky? Odpovéd je ano. Bakterie jsou i v
mlécnych zlazach zZen, které nikdy nekojily.
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Ptvod mikrobioty materského
mléka? \
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Adv Nutr. 2014 Nov 14;5(6):779-84

Odkud bakterie v mléce pochazeji?

Domnivam se, ze vite, Ze toto je jedna z nejdtlezitéjsich otazek.
Odkud pochazeji? Jak je mozné, Ze mléc¢na zlaza neni sterilni?

Na slidu lze vidét graf vyzkumné skupiny Juan-Miguel Rodrigues.
Myslime si, Ze existuje nékolik cest, kterymi se bakterie dostavaji do
mléka. Prvni jsou Gsta ditéte: u mlécné zlazy dochazi ke zpétnému
pfenosu, coz je nazorné na ultrazvuku, takze se bakterie z ust
kojence dostanou do prsou. Také si myslime, Ze existuje cesta ze
zazivaciho traktu matky, kdy se bakterie ve stfevé dostanou do krve a
dojde k prenosu do mlécné zlazy. Problematika, kterou se fada z nas
snazi pochopit. Zkoumali jsme také vztahy mezi komunitami
bakterii na téchto mistech. Vychazime z toho, Ze slozeni mlé¢nych
bakterii bude velmi podobné slinam ditéte, coz ze své podstaty

vyplyva.
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Dalsi kroky

— Pochopeni variability

— Typ porodu, uZiti ATB, strava matky (s probiotiky), zZiviny
materského mléka, genetika

— Jaka je souvislost mezi mikrobiotou matefského mléka a
mikrobiotou stolice kojence?

— Dalsi mikrobialni taxa (protozoa, virus, fungi)?
— Objasnéni pGvodu
‘ — Souvislost mezi zdravim matky a kojence?

— Potieba peclivych longitudealnich studii

— Pfistup ,jedna velikost” zde , nesedi”

photo: Kimberly Lackey

Slepice nebo
vejce ?

Co dale? Méli bychom pochopit variabilitu mlé¢ného mikrobiomu.
Potfebujeme porozumét, jaky je vztah mezi mléénym mikrobiomem
a mikrobiomem kojenecké stolice.

Nezkoumali jsme zatim jiné druhy bakterii ¢i mikrobti v mléce,
potiebujeme nejprve pochopit jejich pavod.

Samoziejmé musime porozumét vztahlim mezi matefskym mlékem
a zdravim ditéte: to je to podstatné.
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Vrchol ledovcee...Dékuji!

Matefské mléko obsahuje
diverzni komunitu bakterii

N
S|
.
=
o

* Normalni variace

 Vliv prostiedi, vyZivy,
porod, kojeni, genetika,
zdravi, etc.

¢ Impakt na akutni a
chronické zdravi prsni zlazy

* Impakt na akutni a
chronické zdravi kojence

//humanni studie

Prospektivni epidemiologické

studie
Zviteci,

%

' Vyhody metodologie

Neznémre |

McGuire and McGuire, Adv Nutr. 2015
Jan 15;6(1):112-23

Mark McGuire, PhD
Janet Williams, PhD

Bill Price, PhD

Bahman Shafii, PhD
Katherine Yahveh, PhD
Courtney Meehan, PhD
Lars Bode, PhD

To nejpodstatnéjsi pro mlé¢ny mikrobiom - jesté toho spoustu

nevime.
Rada bych podékovala mym kolegtim.

Dékuji vam.
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