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Abstrakt  

StŚevn² mikrofl·ra je rozs§hlĨ ekosyst®m mikroorganismŢ, kterĨ tvoŚ² symbiotick®  

i patogenn² druhy. Mikrofl·ra pln² Śadu dŢleģitĨch funkc² v lidsk®m organismu. 

Nezpochybnitelnou funkc² je vliv na zdravotn² stav hostitele. Pro zdravĨ mikrobiom obecnŊ 

plat², ļ²m vyġġ² je biodiverzita, t²m vyġġ² je prospŊġnost. Hlavn²m pŚedpokladem ovġem je, 

ģe se nejedn§ o vysokou rozmanitost patogenn²ch bakteri§ln²ch druhŢ. Mikrobiom tvoŚ² 

mnoho ĂprospŊġnĨchñ druhŢ zejm®na z ļeledi Bifidobacterium a Lactobacillus. 

V posledn²ch desetilet²ch narŢst§ popularita doplŔov§n² tŊchto ĂprospŊġnĨchñ druhŢ pomoc² 

rŢznĨch doplŔkŢ stravy (napŚ. probiotika). PŚedkl§dan§ diplomov§ pr§ce se zabĨv§ pilotn² 

studi² vlivu kapalnĨch komerļn²ch probiotickĨch prepar§tŢ od americk® firmy Ascended 

Health (nedostupn® na ļesk®m trhu) na lidskĨ mikrobiom.  

 Studie se z¼ļastnilo 9 dobrovoln²kŢ, kteŚ² poskytli 70 fek§ln²ch vzorkŢ odebranĨch 

v ļase pŚed uģit²m, bŊhem uģ²v§n² a po uģit² zkoumanĨch prepar§tŢ.  

Pro zjiġtŊn² biodiverzity stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ byly pouģity dvŊ metody, obŊ 

zaloģen® na identifikaci pomoc² bakteri§ln² DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA. Prvn² metoda 

vyuģ²v§ techniku PCR-DGGE a pot® identifikaci pomoc² Sangerova sekvenov§n². Druh§ 

metoda je zaloģena na pŚ²pravŊ knihovny pro sekvenov§n² nov® generace. Vyhodnocen²  

a analĨza biodiverzity byla provedena v poļ²taļov®m programu QIIME 2. Diverzita mezi 

vzorky byla urļena na z§kladŊ poļtu operaļn²ch taxonomickĨch jednotek. Vedle 

biodiverzity byly sledov§ny zmŊny v relativn²m zastoupen² nejpoļetnŊjġ²ch bakteri§ln²ch 

ļeled² a ļeled² dod§vanĨch v probiotic²ch.   

 Aļkoli vĨsledky studie nejsou zcela jednoznaļn®, lze je shrnout tak, ģe bŊhem 

uģ²v§n² probiotickĨch prepar§tŢ doġlo u 6 d§rcŢ ke zvĨġen² biodiverzity stŚevn²ch 

bakteri§ln²ch druhŢ. Po ukonļen² uģ²v§n² se biodiverzita u tŊchto d§rcŢ zaļala vracet  

do stavu pŚed uģit²m. NejpoļetnŊji zastoupen® ļeledi ve fek§ln²ch vzorc²ch jsou 

Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcaceae. Relativn² zastoupen² tŊchto tŚ² ļeled² 

nebylo ovlivnŊno uģ²v§n²m probiotik. Proveden® analĨzy neprok§zaly zmŊnu v relativn²m 

zastoupen² probiotickĨch bakteri§ln²ch ļeled² ve fek§ln²ch vzorc²ch odebranĨch bŊhem 

uģ²v§n² a po ukonļen² uģ²v§n² komerļn²ch probiotickĨch prepar§tŢ.  

Kl²ļov§ slova: stŚevn² mikrofl·ra, 16S rRNA, komerļn² probiotika, biodiverzita 
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Abstract  

The intestinal microflora is an extensive ecosystem of microorganisms that consists of 

symbiotic and pathogenic species. The microflora is responsible for many important 

functions in the human body. An unquestionable function is that it affects the health state of 

the host. The higher the biodiversity, the greater the benefit for the host. However, it is 

necessary to point out that this should not include a high diversity of pathogenic bacterial 

species. There are many "beneficial" species, especially from the Bifidobacterium and 

Lactobacillus families. In recent decades, the popularity of supplementing these "beneficial" 

species with various supplementary diets (e.g. probiotics) has been growing a lot. The 

presented diploma thesis deals with pilot studies of liquid commercial probiotic preparations 

from American companies Ascended Health (not available on the Czech market) and their 

effects on the human microbiome. 

The study involved 9 volunteers who provided 70 fecal samples before, during, and 

after use of the studied products. Two methods were used to determine the biodiversity of 

intestinal bacterial species. Both are based on the identification by bacterial DNA that 

encodes gene 16S rRNA. The first method uses PCR-DGGE technique and then 

identification by Sanger sequencing. The second method is based on preparation of a library 

for next generation sequencing. The evaluation and the analysis of biodiversity was 

performed in the PC programme QIIME 2. The differences between the samples were 

determined based on the number of operational taxonomic unit. The study also monitors 

changes in the relative frequency of the most bacterial families and families supplied in 

probiotics. 

Even though the study results are not always conclusive, it can be said, however, that 

the use of probiotic preparations increased the biodiversity of intestinal bacterial species of 

6 donors. The biodiversity of these donors began to return to pre-use state after 

discontinuation of the probiotics. The most abundant families in faecal samples are 

Bacteroidaceae, Lachnospiraceae and Ruminococcaceae, the relative abundance of which 

was not affected by the use of probiotics. The analyzes did not show any change in the 

relative abundance of probiotic bacterial families in faecal samples during and after the use 

of commercial probiotic preparations. 

Key words: intestinal microflora, 16S rRNA, commercial probiotics, biodiversity 
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DGGE denaturaļn² gradientov§ gelov§ elektrofor®za  

 (z angl. Ădenaturing gradient gel electrophoresisñ)  

dH2O deionizovan§ voda 

dNTP deoxynukleotidtrifosf§t 

DS doplnŊk stravy 

dsDNA dvouvl§knov§ DNA  

 (z angl. Ădoubleïstranded DNAñ)  

EBV virus Epstein-Barrov®  

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctov§  
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GIT gastrointestin§ln² trakt 
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 (z angl. Ăprincipial coordinate analysisñ) 

PCR polymerasov§ ŚetŊzov§ reakce  

 (z angl. Ăpolymerase chain reactionñ) 

QIIME 2 z angl. ĂQuantitative Insights Into Microbial Ecologyñ 

qPCR kvantitativn² PCR 
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 (z angl. Ăshort chain fatty acidñ) 
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1 Đvod 

KomerļnŊ dostupn® probiotick® prepar§ty jsou v dneġn² dobŊ bŊģnĨm doplŔkem stravy 

velk®ho mnoģstv² svŊtov® populace. Jsou vyuģ²van§ zejm®na pro podporu imunity a po l®ļbŊ 

antibiotiky. Na svŊtov®m trhu se nach§z² cel§ Śada rŢznĨch typŢ probiotik a vybrat ty spr§vn® 

mŢģe bĨt probl®m. Pro uģ²v§n² probiotik se nab²z² mnoho ot§zek. ĂJe skuteļnŊ spr§vn® 

vyuģ²vat komerļn² probiotick® prepar§ty?ñ ĂJsou skuteļnŊ tak prospŊġn®, jak uv§d² 

vĨrobce?ñ ĂJak vybrat spr§vnĨ (cenovŊ pŚijatelnĨ, dostateļnŊ ¼ļinnĨ) pŚ²pravek?ñ 

ĂNestaļilo by stŚevn² mikrofl·ru doplŔovat a obnovovat konzumac² pŚirozenĨch potravin?ñ 

 Vedle mikroorganismŢ obsaģenĨch v probiotik§ch se pŚirozenŊ v lidsk®m tŊle 

nach§z² komplexn² ekosyst®m mikroorganismŢ. Organismus v prŢbŊhu ģivota pŚich§z²  

do kontaktu s miliony symbiotickĨch i patogenn²ch mikroorganismŢ. Na os²dlen² organismu 

mikroorganismy pŢsob² velk® mnoģstv² vnitŚn²ch a vnŊjġ²ch vlivŢ. Mikroorganismy 

pokrĨvaj² kŢģi, jsou pŚ²tomn® uvnitŚ ¼stn² dutiny, v dĨchac²ch cest§ch, v moļovĨch cest§ch, 

ļi v ģensk® pochvŊ. Jedna z nejpoļetnŊjġ²ch a z§roveŔ nejzaj²mavŊjġ²ch mikrofl·r se nach§z² 

ve stŚevech. Tato pr§ce je zamŊŚena pŚedevġ²m na interakci stŚevn² mikrofl·ry s pod§vanĨmi 

komerļn²mi probiotickĨmi prepar§ty (KPP) americk® firmy Ascended Health. 

1.1 Mikrofl·ra gastrointestin§ln²ho traktu 

LidskĨ gastrointestin§ln² trakt (GIT) je komplexn² syst®m, kterĨ zaļ²n§ ¼stn² dutinou, 

pokraļuje pŚes ģaludek do stŚev a konļ² koneļn²kem. Gastrointestin§ln² trakt poskytuje 

povrch 150ï200 m2, kterĨ mŢģe bĨt kolonizov§n a pŚechodnŊ obsazen rŢznĨmi mikroby [1]. 

Mikrofl·ra obĨvaj²c² celĨ GIT je nesm²rnŊ rozs§hlĨm a sloģitĨm ekosyst®mem. Skl§d§ se 

z aerobn²ch i anaerobn²ch mikroorganismŢ [2]. NapŚ²ļ celĨm GIT je pozorov§n obrovskĨ 

rozd²l v hustotŊ os²dlen² a sloģen² mikrofl·ry [1]. V horn² ļ§sti GIT, v ģaludku a tenk®m 

stŚevŊ se nach§z² niģġ² poļty bakteri², dŢvodem je niģġ² hodnota pH a kratġ² doba prŢchodu 

potravy. Nejvyġġ² biodiverzita bakteri² je v prostŚed² tlust®ho stŚeva, kde je n²zk§ rychlost 

bunŊļn®ho obratu, n²zkĨ redoxn² potenci§l a doba prŢchodu je dlouh§ [3]. Vliv na sloģen² 

populac² v jednotlivĨch ļ§stech GIT m§ pŚedevġ²m vnitŚn² prostŚed² dan®ho m²sta a jeho 

funkce, kterou zajiġŠuje v t®to ļ§sti GIT. Pro zachov§n² spr§vnĨch funkc² GIT m§  

pro hostitele z§sadn² vĨznam sloģen² jeho stŚevn² mikrofl·ry. Bakterie pŚ²tomn® v GIT pln² 

hned nŊkolik funkc²: produkuj² vitaminy, absorbuj² ionty (Ca, Mg, Fe), chr§n² pŚed patogeny, 

posiluj² imunitn² syst®m, fermentuj² Ănestraviteln® ļ§sti potravinñ na mastn® kyseliny 

s kr§tkĨm ŚetŊzcem (SCFA, z angl. Ăshort chain fatty acidñ) a na dalġ² metabolity [1,4,5]. 
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 M²stem vstupu do GIT je ¼stn² dutina. Potrava je zde mechanicky drcena na mal® 

ļ§sti, coģ zvŊtġuje jej² povrch pro pozdŊjġ² zpracov§n². Doch§z² zde ke ġtŊpen² sacharidŢ  

a k jejich vstŚeb§n². Aktivita v ¼stn² dutinŊ mŢģe m²t velkĨ vliv na tr§ven² potravy v doln² 

ļ§sti GIT. Or§ln² mikrobiom se skl§d§ z pŚechodnĨch a komenz§ln²ch bakteri§ln²ch 

populac², kter® ļasto tvoŚ² biofilmy na povrchu dutiny [6]. Proveden® analĨzy ukazuj²,  

ģe nejbŊģnŊji se vyskytuj²c²m rodem je Streptococcus, dalġ²mi ne vģdy pŚ²tomnĨmi rody jsou 

Neisseria, Gamella nebo Veillonella [7]. Z bliģġ²ch pozorov§n² se zd§, ģe pŚ²tomnost 

jednotlivĨch taxonŢ z§vis² na interakc²ch mezi mikroby v r§mci komunity. NapŚ²klad druhy 

Streptococcus oralis a Streptococcus gordonii maj² n²zkou metabolickou komplementaritu 

a vysokou metabolickou konkurenci, a proto jsou vz§jemnĨmi antagonisty [8]. Dalġ² 

pŚ²tomnĨ druh Porphyromonas gingivalis m§ naopak vysokou metabolickou 

komplementaritu, a tak mŢģe symbioticky rŢst s jinĨmi taxony or§ln² mikrofl·ry [1]. 

 Ģaludek je hlavn²m m²stem v GIT, kde doch§z² k tr§ven². Potrava je zde m²sena 

s proteolytickĨmi enzymy a ģaludeļn²mi kyselinami, kter® napom§haj² rozpadu a n§sledn® 

absorpci ģivin. Kysel® prostŚed² m§ tak® ochranou funkci pŚed patogeny. Vzhledem k velmi 

kyselĨm podm²nk§m (pH < 4) je v ģaludku inhibov§n rŢst mnoha bŊģnĨch bakteri². 

Z pohledu os²dlen² mikroorganismy je ģaludek jedineļnĨm m²stem. Poļet pŚ²tomnĨch 

mikrobŢ je uv§dŊn v rozmez² 101 aģ 103 bakteri² na gram obsahu [1,9]. Prov§dŊn® studie 

odhalily, ģe existuj² dvŊ hlavn² skupiny lid², s a bez Helicobacter pylori (nŊkteŚ² jedinci maj² 

niģġ² zastoupen²m Helicobacter pylori) [10]. Jedinci s dominanc² Helicobacter pylori 

v mikrobiomu mŊli vĨznamnŊ zvĨġenĨ pod²l kmene Proteobacteria. Helicobacter pylori je 

v souļasn® dobŊ velmi studovanĨm bakteri§ln²m druhem. Ļasto bĨv§ spojov§n s gastritidou, 

peptickĨmi vŚedy a rakovinou ģaludku. I pŚes tuto skuteļnost je tento druh v urļit® m²Śe 

povaģov§n za zdrav² prospŊġnĨ [11]. D§le se v prostŚed² ģaludku bŊģnŊ vyskytuj² rody 

Streptococcus a Prevotella.  

 Na ģaludek navazuj² stŚeva, kde doch§z² k tr§ven² a k absorpci ģivin. Do dvan§ctn²ku 

tenk®ho stŚeva se produkuj² ģluļov® kyseliny a pankreatick® enzymy, kter® se pod²lej²  

na tr§ven² potravy. Epiteli§ln² buŔky v jejunu a ileu umoģŔuj² absorpci ģivin, pŚedevġ²m 

glukosy za vyuģit² glukosovĨch transport®rŢ a sod²kovĨch iontŢ. Tenk® stŚevo pokraļuje  

do tlust®ho stŚeva, kter® je kratġ² a m§ vŊtġ² prŢmŊr. Zde doch§z² pŚedevġ²m k absorpci vody 

a miner§ln²ch l§tek [1].  
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Pro studium mikrofl·ry tenk®ho a tlust®ho stŚeva se nejļastŊji pouģ²vaj² fek§ln² 

vzorky. Pro pŚesnou charakterizaci tenk®ho stŚeva jsou ovġem nevhodn®, a proto se  

ve speci§ln²ch pŚ²padech pouģ²v§ biopsie tenk®ho stŚeva [12]. NejļastŊji detekovanĨmi 

bakteri§ln²mi rody jsou Clostridium, Streptococcus a Bacteroides [13]. Problematice 

mikrofl·ry stŚeva je vŊnov§na kapitola 1.2. 

1.2 StŚevn² mikrofl·ra  

Je zn§mo, ģe prakticky vġechny mnohobunŊļn® organismy ģij² ve velmi ¼zk®m vztahu 

s okoln²mi mikroby a lidskĨ organismus nen² ģ§dnou vĨjimkou. Lidsk® tŊlo obĨvaj²  

v obrovsk®m mnoģstv² bakterie, archea, viry, houby a protozoa, kteŚ² ovlivŔuj² metabolick® 

a imunitn² funkce organismu [14,15]. Je odhadov§no, ģe lidsk§ mikrobiota obsahuje t®mŊŚ 

1014 bakteri§ln²ch bunŊk, coģ je asi 10kr§t v²c, neģ je v tŊle pŚ²tomnĨch lidskĨch bunŊk, 

pokud nejsou uvaģov§ny buŔky krve. Pr§vŊ GIT je nejv²ce kolonizovanĨm syst®mem.  

V samotn®m tlust®m stŚevŊ se odhaduje vĨskyt v²ce neģ 70 % vġech mikrobŢ v lidsk®m tŊle. 

Tato skuteļnost je podpoŚena pŚ²tomnost² cel® Śady molekul (napŚ. nestraviteln® ļ§sti 

potravy), kter® mohou bĨt vyuģity jako ģiviny mikroorganismŢ obsaģenĨch pr§vŊ v tlust®m 

stŚevŊ [15].  

Z§jem o stŚevn² mikrofl·ru a studie s n²m spojen® v posledn²ch desetilet²ch 

exponenci§lnŊ rostou [16]. Mnoho studi² prok§zalo znaļnĨ vliv stŚevn² mikrofl·ry  

na ovlivnŊn² zdravotn²ho stavu hostitele a progresi cel® Śady onemocnŊn². U zdravĨch 

jedincŢ udrģuje osidluj²c² mikrofl·ra se svĨm hostitelem mutualistickĨ vztah, kterĨ je 

prospŊġnĨ obŊma partnerŢm [1]. Tak® je zn§mo, ģe prostŚednictv²m stŚevn² mikrofl·ry 

doch§z² k rozvoji mnoha gastrointestin§ln²ch nemoc² (napŚ. z§nŊtliv® onemocnŊn² stŚev, 

kolorekt§ln² karcinom). Z§roveŔ m§ stŚevn² mikrofl·ra souvislost s Śadou nemoc² tĨkaj²c²ch 

se jinĨch syst®mŢ. Mezi tyto choroby patŚ² napŚ²klad onemocnŊn² jater, psychick® poruchy, 

metabolick® nemoci, autoimunitn² onemocnŊn² nebo infekļn² nemoci [17]. NŊkter® 

prov§dŊn® epidemiologick® studie uk§zaly, ģe stŚevn² mikrofl·ra mŢģe hr§t potencion§ln² 

roli pro urļen² ¼ļinnosti imunoterapie bŊhem l®ļby rakoviny [18]. 

Na stŚevn² mikrofl·ru, a pŚedevġ²m na jej² sloģen² m§ vliv cel§ Śada vnŊjġ²ch  

a vnitŚn²ch faktorŢ [19]. VĨznamnĨmi faktory ovlivŔuj²c²mi zastoupen² jednotlivĨch 

bakteri§ln²ch druhŢ a jejich mnoģstv² jsou vŊk, v§ha, pohlav², strava, zdravotn² stav, uģ²van® 

l®ky (napŚ.  l®ļba pomoc² antibiotik [20]), styl ģivota, okoln² prostŚed², stres, ale i genetick§ 

vĨbava pŚedan§ od rodiļŢ [21,22]. 
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Prov§dŊn® studie odhalily, ģe mikrofl·ra kaģd®ho jedince se formuje uģ bŊhem 

tŊhotenstv² v tŊle matky, kdy je plod vystavov§n napŚ²klad bakteri²m pŚ²tomnĨm v placentŊ 

[23]. Prvn² velk§ kolonizace tŊla mikroorganismy pŚich§z² po narozen² jedince. TŊlo 

novorozence je os²dleno podle zpŢsobu porodu [24]. U novorozencŢ narozenĨch bŊģnou 

cestou doch§z² ke kontaktu nejprve s vagin§ln² mikrofl·rou matky a aģ pot® s vnŊjġ²m 

prostŚed²m. Takto narozen® dŊti maj² ve stŚevn² mikrofl·Śe vyġġ² zastoupen² rodŢ 

Lactobacillus a Prevotella. U novorozencŢ narozenĨch c²saŚskĨm Śezem je os²dlen² tŊla 

mikroorganismy odliġn® a chudġ². Novorozenec pŚich§z² do kontaktu s koģn² mikrofl·rou 

matky a v jeho stŚevŊ dominuj² rody Streptococcus, Corynebacterium a Propionibacterium 

[25]. BŊhem prvn²ch tĨdnŢ ģivota doch§z² k masivn²mu a dynamick®mu vĨvoji mikrofl·ry, 

kter§ se postupnŊ stabilizuje. Zhruba ve vŊku 3 let je stŚevn² mikrofl·ra z 40ï60 % podobn§ 

dospŊl®mu mikrobiomu [26]. BŊhem kojeneck®ho obdob² Ś²d² vĨvoj mikrofl·ry pŚedevġ²m 

vĨģiva (mateŚsk® ml®ko, umŊl§ kojeneck§ vĨģiva). Dalġ² vliv na sloģen² mikrofl·ry m§ 

obdob² puberty a hormon§ln² zmŊny s n² spojen® [24]. Mal® dŊti a jedinci v obdob² puberty 

vykazuj² vĨznamnĨ rozd²l v pod²lech Bacteroides a Bifidobacterium ve srovn§n² 

s dospŊlĨmi [27,28]. U dospŊlĨch jedincŢ je mikrofl·ra pomŊrnŊ stabiln², ovġem  

ne absolutnŊ. I bŊhem ģivota se mŊn² v z§vislosti na vnŊjġ²ch a vnitŚn²ch faktorech  

a nemocech. Dalġ²mi faktory, kter® ovlivŔuj² kolonizaci tŊla mikroorganismy v ran®m st§diu 

ģivota jsou uģ²van§ antibiotika, prostŚed² do kter®ho se jedinec narod², pŚ²tomnost 

sourozencŢ nebo dom§c²ch mazl²ļkŢ [24].  

Z velk® ļ§sti se na sloģen² stŚevn² mikrofl·ry pod²l² strava. Hned po zpŢsobu porodu 

m§ v poļ§tc²ch ģivota obrovskĨ vĨznam strava kojence. Kojenci vyģivovan² mateŚskĨm 

ml®kem maj² ve stŚevŊ velkĨ pod²l rodŢ Bifidobacterium a Lactobacillus, u kojencŢ 

ģivenĨch umŊlou vĨģivou dominuj² rody Enterococcus, Enterobacteria, Bacteroides, 

Clostridia a Streptococcus. Bakteri§ln² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu se pod²l² na vytv§Śen² 

vrozen® imunity bŊhem vĨvoje. Abnorm§ln² bakteri§ln² kolonizace zpŢsoben§ umŊlou 

kojeneckou vĨģivou mŢģe m²t za n§sledek Śadu dŊtskĨch onemocnŊn² v dŢsledku ġpatn® 

imunity [29,30]. Rod Bifidobacterium fermentuje dietn² oligosacharidy na SCFA  

(pŚ. butyr§t), kter® moduluj² imunitn² syst®m hostitele tak, aby produkoval IgG a podporuj² 

vznik vrozen® imunity [31]. Po celou dobu dospŊlosti zŢst§v§ strava jedn²m 

z nejdŢleģitŊjġ²ch urļuj²c²ch ļinitelŢ pŚi formov§n² sloģen², biodiverzity a bohatosti 

bakteri§ln²ch druhŢ pŚ²tomnĨch ve stŚevn² mikrofl·Śe. ObecnŊ je pŚ²jem stravy bohat®  

na ovoce, zeleninu a vl§kninu spojov§n s vyġġ² rozmanitost² stŚevn² mikrofl·ry. Jedinci 
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konzumuj²c² tento typ stravy maj² v mikrobiomu vyġġ² vĨskyt kmene Firmicutes [31,32]. 

Studie uk§zaly, ģe po 4denn²m pod§v§n² ģivoļiġn® stravy dojde ke sn²ģen² mnoģstv² 

Firmicutes. To naznaļuje, ģe i velmi kr§tk® dietn² manipulace mohou m²t podstatnĨ dopad 

na stŚevn² mikrofl·ru [33]. Jin§ pr§ce autorŢ De Filippo a kol. [34] zase porovn§v§ stŚevn² 

mikrofl·ru u skupiny evropskĨch a venkovskĨch africkĨch dŊt² a jejich sklony k obezitŊ. 

Prov§dŊn® sekvenov§n² fek§ln²ch vzorkŢ odhalilo pŚ²tomnost 4 hlavn²ch bakteri§ln²ch 

kmenŢ (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes a Actinobacteria). Ve vzorc²ch  

od evropskĨch dŊt² bylo pozorov§no vyġġ² relativn² zastoupen² Firmicutes a Proteobacteria, 

zat²mco africk® dŊti mŊly vyġġ² relativn² zastoupen² Bacteroidetes a Actinobacteria.   

U evropskĨch dŊt² byl pozorov§n v²ce neģ dvakr§t vyġġ² pomŊr mezi kmeny Firmicutes  

a Bacteroidetes, coģ naznaļuje dramaticky odliġnou bakteri§ln² kolonizaci stŚeva u obou 

populac², nez§vislou pŚ²mo na typu stravy. Je zn§mo, ģe pomŊr Firmicutes : Bacteroidetes 

se liġ² u ob®zn²ch a ġt²hlĨch lid². Tento pomŊr kles§ s ¼bytkem hmotnosti pŚi n²zkokalorick® 

stravŊ [35]. Vzhledem k obŊma zjiġtŊn²m se d§ pŚedpokl§dat, ģe zvĨġenĨ pomŊr  

Firmicutes : Bacteroidetes u evropskĨch dŊt² mŢģe m²t souvislost se sklony k obezitŊ. Nav²c 

konzumace stravy z§padn²ho typu (bohat§ na ģivoļiġn® b²lkoviny, cukry, ġkrob a chud§  

na vl§kninu) zvyġuje riziko obezity [34].  

 Studie autorŢ Turnbaugh a kol. [36] se zamŊŚila na vliv genotypu a sd²len®ho prostŚed² 

na stŚevn² mikrobiom. Studie se z¼ļastnilo nŊkolik p§rŢ dospŊlĨch monozygotn²ch  

a dizygotn²ch dvojļat a jejich matky. VĨsledky studie dok§zaly, ģe stŚevn² mikrobiom je 

sd²len mezi ļleny rodiny a na sloģen² m§ vliv i genetick§ informace pŚedan§ od rodiļŢ.  

U obou p§rŢ dvojļat nebyly pozorov§ny vĨrazn® odliġnosti v kompozici stŚevn²ho 

mikrobiomu. U monozygotn²ch dvojļat byl ovġem rozd²l menġ².   

Jedn²m z nejvĨznamnŊjġ²ch faktorŢ, maj²c²ch vliv na stŚevn² mikrofl·ru, je zdravotn² 

stav jedince a l®ky, kter® uģ²v§. Existuje obrovsk® mnoģstv² studi² se zamŊŚen²m na lidskou 

stŚevn² mikrofl·ru v kombinaci s rŢznĨmi nemocemi. Z pohledu uģ²vanĨch l®ļiv je velmi 

dŢleģitĨ dopad antibiotik na stŚevn² mikrofl·ru. Vedle pozitivn²ho ¼ļinku pŚi l®ļbŊ 

onemocnŊn² mohou antibiotika naruġit vz§jemnou interakci mezi stŚevn² mikrofl·rou  

a hostitelem a zpŢsobit akutn² onemocnŊn², ļi pŚispŊt k chronickĨm zdravotn²m probl®mŢm 

[37]. DŢsledkem l®ļby antibiotiky mohou bĨt akutn² prŢjmy nebo i ģivot ohroģuj²c² 

pseudomembran·zn² kolitida [38,39]. Z pohledu chronickĨch stavŢ se mŢģe jednat o astma 

nebo atopick§ onemocnŊn². Tato onemocnŊn² bĨvaj² spojov§na s uģ²v§n²m antibiotik 

v dŊtstv² a zmŊnou stŚevn² mikrofl·ry [40,41]. Ve studii autorŢ Dethlefsen a kol. [37] byly 
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sledov§ny ¼ļinky antibiotik (ciprofloxacin) na stŚevn² mikrobiom tŚ² zdravĨch jedincŢ. D§rci 

poskytli vzorky pŚed uģ²v§n²m antibiotik a po ukonļen² uģ²v§n². VĨsledkem bylo zjiġtŊn²,  

ģe mikrobiota pŚed a po uģ²v§n² antibiotik si je podobn§ u vġech jedincŢ na ¼rovni rodu,  

ale jsou pozorov§ny interindividu§ln² rozd²ly na niģġ² ¼rovni. Antibiotikum sniģovalo 

rozmanitost bakteri§ln²ch taxonŢ pŚibliģnŊ na jednu tŚetinu. Zhruba po 4 tĨdnech od vysazen² 

antibiotik doġlo k n§vratu rozmanitosti na pŢvodn² ¼roveŔ pŚed uģit²m antibiotik. Existuje 

ale Śada studi² [37,42,43], kter® poukazuj² na dlouhodobĨ dopad nŊkterĨch antibiotik  

na stŚevn² mikrofl·ru. Pro pŚedch§zen² komplikac²m, spojenĨm s uģit²m antibiotik, se 

v dneġn² dobŊ podporuje obnova zdrav® mikrofl·ry souļasnĨm uģ²v§n²m probiotik, jak 

uv§d² pan² profesorka Tlaskalov§-Hogenov§ na webovĨch str§nk§ch Spoleļnosti  

pro probiotika a prebiotika o.s. [44]. Uģ²v§n² probiotik je vŊnov§na kapitola 1.3 (str. 21). 

1.2.1 Bakteri§ln² sloģen² norm§ln² stŚevn² mikrofl·ry 

StŚevn² mikrofl·ra je tvoŚena pŚev§ģnŊ bakteriemi. BŊģnŊ se ud§v§, ģe stŚevn² mikrofl·ru 

tvoŚ² nŊkolik tis²c bakteri§ln²ch druhŢ [14]. Objevila se i studie, kter® odhaduje kolektivn² 

lidskou stŚevn² mikrofl·ru aģ na 35000 bakteri§ln²ch druhŢ [45]. Hlavn² zastoupen²  

ve stŚevn² mikrofl·Śe maj² anaerobn² druhy. NapŚ²klad tlust® stŚevo je os²dleno z 99,9 % 

pr§vŊ anaerobn²mi bakteriemi. Zbytek tvoŚ² bakterie aerobn² [46]. Anaerobn²mi bakteriemi 

stŚevn² mikrofl·ry jsou fakultativn² a striktn² druhy.  Nejv²ce zastoupenĨmi anaerobn²mi 

rody jsou Bifidobacterium, Lactobacillus a Bacteroides [47].  

 ObecnŊ mezi pŚevl§daj²c² kmeny obĨvaj²c² prostŚed² tlust®ho stŚeva patŚ² Firmicutes 

a Bacteroidetes. PomŊr mezi tŊmito dvŊma kmeny se vĨznamnŊ pod²l² na predispozic²ch 

k chorobnĨm stavŢm jedince [35]. Ovġem nen² to jedinĨ faktor z pohledu bakteri§ln²ho 

sloģen², kterĨ by mŊl vliv na projeven² choroby. V mal® m²Śe se v prostŚed² stŚev vyskytuj²  

i prim§rnŊ patogenn² druhy jako jsou napŚ²klad Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, 

Vibrio cholera, Escherichia coli a Bacteroides fragilis. Pokud dojde ke zvĨġen² mnoģstv² 

tŊchto druhŢ, vede to v mnoha pŚ²padech k propuknut² chronick®ho onemocnŊn². M®nŊ 

vĨznamnĨm kmenem je Proteobacteria, jehoģ druhy jsou zastoupeny v n²zk®m mnoģstv². 

N²zk§ hojnost tohoto kmene, a z§roveŔ vysok® zastoupen² rodŢ Bacteroides, Prevotella  

a Ruminococcus pŚisp²vaj² k zdrav®mu stŚevn²mu mikrobiomu [31,48].  

Na sloģen² a rozmanitost stŚevn²ho mikrobiomu maj² vĨznamnĨ dopad nemoci. Jak 

autoimunitn², tak neoplastick§ onemocnŊn², napŚ²klad z§nŊtliv§ onemocnŊn² stŚev, 

cukrovka, obezita, kardiovaskul§rn² onemocnŊn², rŢzn® alergie nebo rakovina [17].  
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 Jednu z dalġ²ch metod pro charakterizaci norm§ln² stŚevn² mikrofl·ry navrhlo 

konsorcium MetaHIT. Tento typ klasifikace bakteri§ln²ho sloģen² je zaloģen na tŚ²dŊn² 

druhov®ho sloģen² do symbiotickĨch typŢ podle vztahu mezi hostitelem a mikroby. Tyto 

typy byly pojmenov§ny jako enterotypy. ObecnŊ existuj² tŚi enterotypy. Enterotyp 1 je 

charakterizov§n vysokĨm vĨskytem Bacteroides a vyskytuje se napŚ²klad spoleļnŊ 

s Parabacteroides. Bakterie patŚ²c² do enterotypu 1 vyuģ²vaj² prim§rnŊ energii z fermentace 

sacharidŢ a b²lkovin. Bakterie z rodu Bacteroides maj² ġirokĨ sacharolytickĨ potenci§l. 

Vyuģit² tŊchto substr§tŢ jako zdroje energie je zpŢsobeno zvĨġenou pŚ²tomnost² genŢ 

k·duj²c²ch enzymy, kterĨmi jsou hexoaminidasy, galaktosidasy a proteasy. Enterotyp 2 je 

charakterizov§n vysokĨm vĨskytem rodu Prevotella. Vyskytuje se spoleļnŊ s rodem 

Desulfovibrio, kterĨ v synergii pom§h§ odbour§vat mucinov® glykoproteiny pŚ²tomn® 

v slizniļn² vrstvŊ stŚeva. Rod Prevotella je vĨznamnĨ mucinovĨ degrad§tor, kterĨ vyuģ²v§ 

schopnost² rodu Desulfovibrio, kterĨ urychluje krok desulfatace mucinu. Enterotyp 3 je 

nejļastŊji se vyskytuj²c²m typem. Je typickĨ vysokĨm vĨskytem rodu Ruminococcus, kterĨ 

se vyskytuje spoleļnŊ s rodem Akkermansia, jenģ obsahuje druhy schopn® degradovat 

mucin. Enterotyp 3 je spojov§n s membr§novĨm transportem cukrŢ, coģ naznaļuje efektivn² 

vazbu mucinu, n§slednŊ jeho hydrolĨzu a absorpci cukrŢ bakteriemi. D§le byla u tŊchto 

enterotypŢ pozorov§na cel§ Śada specifickĨch metabolickĨch funkc². NapŚ²klad enterotyp 1 

se vyznaļuje synt®zou biotinu, riboflavinu, pantothen§tu a askorb§tu. U enterotypu 2 

pŚevl§d§ synt®za thiaminu a fol§tu. Nelze Ś²ct, kterĨ enterotyp je povaģov§n za ĂzdravĨñ 

normaln² mikrobiom [31,49]. KaģdĨ ĂzdravĨñ mikrobiom mus² bĨt vyv§ģenĨ a mŊl by 

dosahovat zvĨġen® biodiverzity bakteri§ln²ch druhŢ [50]. Fylogenetick® a funkļn² rozd²ly 

mezi enterotypy maj² samozŚejmŊ vliv na vz§jemn® vztahy mezi hostitelem a mikrobiomem 

[49].    

1.2.2 Funkce stŚevn² mikrofl·ry 

Jak jiģ bylo Śeļeno, stŚevn² mikrofl·ra udrģuje symbiotickĨ vztah se stŚevn² sliznic² a d²ky 

tomu zajiġŠuje pro zdrav®ho jedince podstatn® metabolick®, imunologick® a ochrann® 

funkce. I z tŊchto dŢvodŢ je stŚevn² mikrofl·ra povaģov§na za Ăorg§nñ s rozs§hlou 

metabolickou schopnost² a funkļn² plasticitou [31]. PŚestoģe je mikrofl·ra GIT, a zejm®na 

stŚevn² mikrobiom, vĨznamnŊ prostudovanou oblast², st§le existuje mnoho nepopsanĨch 

taxonŢ s nezn§mĨmi funkcemi [1].  

 Jednou z hlavn²ch funkc² stŚevn² mikrofl·ry je jej² pod²l na metabolismu ģivin. 

Nestraviteln® oligosacharidy (pŚ. vl§knina) a sacharidy, kter® uniknou proxim§ln²mu tr§ven², 
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jsou v tlust®m stŚevŊ fermentov§ny za ¼ļasti anaerobn²ch bakteri§ln²ch rodŢ Bacteroides, 

Roseburia, Bifidobacterium, Fecalibacterium a Enterobacteria. VĨsledkem t®to fermentace 

je synt®za Śady metabolitŢ, pŚev§ģnŊ SCFA. VĨznamnĨmi SCFA jsou butyr§t, propion§t  

a acet§t. Ty jsou pro bakterie Ăodpadn²mñ produktem, ale pro hostitele maj² obrovskĨ 

vĨznam v podobŊ substr§tŢ zpracov§vanĨch v mnoha metabolickĨch drah§ch  

(napŚ. metabolismus lipidŢ, glukosy, cholesterolu) [31,51,52]. D§le jsou sign§ln²mi 

molekulami a bohatĨm zdrojem energie pro hostitele. PŚedpokl§d§ se, ģe SCFA pŢsob² jako 

ligandy pro receptory (Gpr41) spŚaģen® s G-proteiny [53]. NŊkter® SCFA (napŚ. butyr§t) 

mohou vznikat pŚemŊnou toxickĨch vedlejġ²ch produktŢ (D-lakt§t) metabolismu. Tento 

proces zabraŔuje hromadŊn² tŊchto toxickĨch l§tek v tŊle. Bylo zjiġtŊno, ģe za ¼ļasti stŚevn² 

mikrofl·ry a pŚi pH 6,5 doch§z² k metabolismu lakt§tu pr§vŊ na butyr§t [54]. D§le bylo 

prok§z§no, ģe stŚevn² mikrofl·ra m§ pozitivn² vliv na metabolismus lipidŢ. NapŚ²klad 

Bacteroides thetaiotaomicron zvyġuje ¼ļinnost hydrolĨzy lipidŢ zvĨġen²m exprese kolipasy, 

kterou potŚebuje pankreatick§ lipasa pro tr§ven² lipidŢ [55]. NŊkter® druhy stŚevn² 

mikrofl·ry obsahuj² apar§t metabolizuj²c² proteiny na sign§ln² molekuly. Aminokyselinov® 

transport®ry na bunŊļn® stŊnŊ bakteri² usnadŔuj² vstup aminokyselin ze stŚevn²ho lumenu  

do bakteri². UvnitŚ bakteri² pot® doch§z² ke konverzi na mal® sign§ln² molekuly  

a antimikrobi§ln² peptidy [31]. Mezi dŢleģit® pŚ²klady patŚ² konverze L-histidinu na histamin 

nebo konverze glutam§tu na kyselinu ɔ-aminom§selnou [56,57]. Dalġ² metabolickou funkc² 

stŚevn² mikrofl·ry je synt®za vitaminu K a vitaminŢ B (B2, B7, B12) [58]. Z§stupci rodu 

Bacteroides syntetizuj² konjugovanou kyselinu linolovou, kter§ m§ antidiabetick®, 

antiaterogenn², antiobesogenn², hypolipidemick® a imunomodulaļn² vlastnosti [59]. StŚevn² 

mikrofl·ra, zejm®na Bacteroides intestinalis a do urļit® m²ry tak® Bacteroides fragilis  

a E. coli, m§ schopnost dekonjugovat a dehydratovat prim§rn² ģluļov® kyseliny  

a pŚemŊŔovat je na sekund§rn² ģluļov® kyseliny (deoxycholov§ a litocholov§). D§le bylo 

tak® prok§z§no, ģe zdrav§ stŚevn² mikrofl·ra zvyġuje koncentraci kyselin pyrohroznov®, 

citronov®, fumarov® a jableļn® v s®ru [60]. Dalġ² studie uk§zaly pod²l stŚevn² mikrofl·ry  

na rozkladu rŢznĨch polyfenolŢ pŚ²tomnĨch v potravŊ. Polyfenolov® sekund§rn² metabolity 

se vyskytuj² v rostlin§ch, ovoci a produktech poch§zej²c²ch z rostlin (ļaj, kakao, v²no). Mezi 

tyto l§tky patŚ² napŚ²klad flavonoidy (flavony, flavonoly, flavanony, flavanonoly, 

isoflavony, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly (flavandioly) a anthokyaniny [61]), taniny, 

lignany a chlorogenov® kyseliny. Polyfenoly jsou ve stravŊ obvykle neaktivn² a vyskytuj² se 

zde ve formŊ glykosilovanĨch deriv§tŢ. Mikrofl·ra stŚeva zajiġŠuje biotransformaci tŊchto 

deriv§tŢ a po odġtŊpen² cukern® sloģky vznikaj² aktivn² slouļeniny. Ty jsou absorbov§ny 
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port§ln² ģilou a jsou transportov§ny do dalġ²ch tk§n² a org§nŢ, kde zajiġŠuj² antimikrobi§ln² 

a dalġ² metabolick® pŢsoben² [62]. 

 Studie stŚevn²ho mikrobiomu prok§zaly jeho vliv na metabolismus xenobiotik a l®kŢ. 

PŢsoben² mikrobŢ na metabolismus tŊchto l§tek mŢģe m²t hlubokĨ dopad na l®ļbu rŢznĨch 

nemoc². Studie autorŢ Clayton a kol. [63] uk§zala, ģe mikrobi§ln² metabolit p-kresol mŢģe 

v dŢsledku kompetitivn² inhibice jatern²ch sulfotransferas sniģovat schopnost jater 

metabolizovat acetaminofen. Dalġ²m pŚ²kladem metabolismu l®ļiv indukovanĨch stŚevn²m 

mikrobiomem je dekonjugace protin§dorov®ho l®ļiva irinotekan, kter® je pŚemŊŔov§no 

mikrobi§ln² ɓ-glukuronidasou. V dŢsledku jeho reakce se zvyġuje toxicita l®ļiva, kter§ mŢģe 

v®st k prŢjmu, vzniku z§nŊtu a anorexii [31,64]. PŚ²kladem pozitivn²ho pŢsoben² stŚevn² 

mikrofl·ry na metabolismus l®ļiva je napŚ²klad aktivace prontosilu nebo neoprontosilu. 

Jedn§ se o azo-antibakteri§ln² prol®ļiva na b§zi sulfanilamidu. Pro aktivaci l®ļiva se vyuģ²v§ 

redukļn²ho metabolismu pŚ²tomnĨch stŚevn²ch bakteri² z rodu Clostridium a Eubacterium, 

kter® aktivuj² l®ļivo prostŚednictv²m svĨch azoreduktas a nitroreduktas. Prontosil, 

neoprontosil a Śada prol®ļiv (sulfasalazin, olsalazin, ipsalazid, balsalazid) kyseliny  

5-aminosalycilov® se pouģ²v§ pŚi l®ļbŊ ulcer·zn² kolitidy a z§nŊtlivĨch onemocnŊn²ch stŚev 

[65].   

 PŚirozen§ stŚevn² mikrofl·ra d§le pŚisp²v§ k ochranŊ vnitŚn²ho prostŚed²  

pŚed patogenn²mi mikroorganismy. Tato ochrana je zaloģena na velmi sloģit®m 

mechanismu. Imunitn² syst®m stŚevn² sliznice mus² udrģovat homeost§zu s prospŊġnĨmi 

druhy a z§roveŔ mus² br§nit nadmŊrn®mu rŢstu rezistentn²ch a patogenn²ch druhŢ. 

K ochranŊ napom§h§ mimo jin® i pŚ²tomnost vrstvy hlenu, kter§ se skl§d§ z mucinovĨch 

glykoproteinŢ a chr§n² buŔky epitelu [66].  Tento typ ochrany je typickĨ hlavnŊ pro tlust® 

stŚevo. V tenk®m stŚevŊ je vrstva hlenu diskontinu§ln² a nedostateļn§, proto zde mus² bĨt 

jinĨ zpŢsob ochrany. Bylo zjiġtŊno, ģe pŚirozen§ stŚevn² mikrofl·ra prostŚednictv²m 

vlastn²ch metabolitŢ indukuje synt®zu antimikrobi§ln²ch proteinŢ (napŚ. katahelicidiny, 

lektiny typu C, defensiny). Tyto proteiny prim§rnŊ naruġuj² povrchov® struktury komenz§lŢ 

a patogenŢ [31,67,68].  Z pohledu produkce antimikrobi§ln²ch proteinŢ se pŚedpokl§d§,  

ģe Bacteroides thetaiotaomicron patŚ² mezi kl²ļov® druhy Ś²d²c² jejich produkci [67]. Studie 

nav²c uk§zaly, ģe Bacteroides thetaiotaomicron indukuje expresi matrixov® 

metaloproteinasy (matrilysinu) z PanethovĨch bunŊk tenk®ho stŚeva. Matrilysin d§le ġtŊp² 

prodefensin na aktivn² defensin, kterĨ m§ antibakteri§ln² aktivitu [69]. Dalġ²m pŚ²kladem 

interakce mikrofl·ry s hostitelem pŚi zajiġŠov§n² antimikrobi§ln² ochrany je schopnost rodu 
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Lactobacillus produkovat kyselinu ml®ļnou. Kyselina ml®ļn§ naruġuje vnŊjġ² membr§nu 

gramnegativn²ch bakteri². SvĨm pŢsoben²m na vnŊjġ² membr§nu zvyġuje antimikrobi§ln² 

aktivitu lysozymu ġtŊp²c²ho peptidoglykany bakteri§ln² bunŊļn® stŊny [70].  

 StŚevn² mikrofl·ra hraje vĨznamnou roli pŚi udrģov§n² struktury a funkce GIT. 

NapŚ²klad Bacteroides thetaiotaomicron indukuje expresi mal®ho proteinu 2A (SPRR2A) 

bohat®ho na prolin, kterĨ je nutnĨ pro udrģen² desmosomŢ na epiteli§ln²ch klc²ch [31]. Dalġ² 

mechanismus udrģuj²c² tŊsn® spoje je zprostŚedkov§n pŚes signalizaci TLR2 (protein  

Ătoll-like receptor 2ñ), kterĨ je stimulov§n peptidoglykany z mikrobi§ln² bunŊļn® stŊny [71]. 

Dalġ² prospŊġnou bakteri² je Lactobacillus rhamnosus GG, kterĨ produkuje rozpustn® 

proteiny (p40 a p75), kter® mohou pŚedch§zet apopt·ze stŚevn²ch epiteli§ln²ch bunŊk [72]. 

Na udrģen² spr§vnĨch funkc² stŚevn² bari®ry m§ pod²l i endokanabinoidn² syst®m. NapŚ²klad 

gram-negativn² bakterie Akkermansia muciniphilia mohou zvyġovat hladiny 

endokanabinoidŢ, kter® reguluj² funkce stŚevn² bari®ry sn²ģen²m metabolick® endotoxemie 

(pŚ²tomnost lipopolysacharidŢ v krvi) [31].    

1.2.3 Metody vyuģ²van® pro studi um stŚevn² mikrofl·ry 

V poļ§tc²ch studov§n² stŚevn² mikrofl·ry bylo vyuģ²v§no kultivace bakteri². Kultivace bĨv§ 

ļasto prov§dŊna v rŢznĨch typech m®dia s obsahem ģivnĨch l§tek i bez nich. D§le je moģn® 

prov§dŊt kultivaci za aerobn²ch i anaerobn²ch podm²nek [73]. Metoda kultivace je st§le 

vyuģ²v§na, ale pro studium cel®ho stŚevn²ho mikrobiomu je nedostaļuj²c². StŚevn² 

mikrofl·ra obsahuje celou Śadu bakteri§ln²ch druhŢ, kter® nelze kultivovat. Kultivace je 

moģn§ pouze u tŊch druhŢ bakteri², kter® byly vylouļeny z tŊla spoleļnŊ se zbytky 

nestr§ven® potravy. Z tohoto dŢvodu bylo potŚeba nal®zt vĨhodnŊjġ² techniky, kter® by 

pomohly rozkl²ļovat sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu z pohledu zastoupenĨch bakteri§ln²ch 

druhŢ v cel® ġ²Śi. Hlavn² nevĨhodou kultivace bakteri² je dodrģen² striktn²ch anaerobn²ch 

podm²nek bŊhem cel®ho procesu. To v poļ§tc²ch vedlo k izolaci pouze 10ï25 % mikrofl·ry. 

S rozvojem anaerobn²ch technik kultivace, pŚi dodrģen² vġech podm²nek, je moģn® 

dos§hnout kultivace v²ce neģ 50 % lidsk® fek§ln² fl·ry [74,75].  

 D²ky dostupnosti dneġn²ch vĨkonnĨch technologi² sekvenov§n² genŢ je moģn® 

studovat stŚevn² mikrobiom velmi podrobnŊ. Nejprve se izoluje bakteri§ln² DNA, kter§ 

k·duje gen pro 16S rRNA. Pot® se provede sekvenace a bioinformatick§ analĨza [31].  

 PŚi sekvenov§n² bakteri§ln²ch genŢ se vyuģ²v§ metagenomick§ analĨza. Oblast 

bakteri§ln²ho genu pro 16S rRNA m§ velikost 1,5 kb a je vysoce konzervativn². Obsahuje 



 

20 

 

vġak i 9 hypervariabiln²ch m²st, kter§ jsou vhodn§ pro rozliġen² rŢznĨch bakteri§ln²ch druhŢ 

[76]. PŚi bakteri§ln² identifikaci se bŊģnŊ sleduj² oblasti v 16S rRNA, kter® se oznaļuj² jako 

V3, V4, V6 a V8. Na Obr§zku 1 (str. 21) je zobrazena struktura bakteri§ln²ho genu 

k·duj²c²ho 16S rRNA s konzervativn²mi a vyznaļenĨmi variabiln²mi ¼seky.  V poļ§tc²ch 

studia se vyuģ²valo Sangerovo sekvenov§n², to bylo s rozvojem sekvenaļn²ch metod 

nahrazeno sekvenov§n²m nov® generace (NGS, z angl. Ănext generation sequencingñ). 

Metody NGS poskytuj² obrovskĨ objem dat ve srovn§n² se SangerovĨm sekvenov§n²m  

a urychlily celkovĨ proces identifikace. Ovġem i tyto metody jsou pŚi identifikaci n§chyln® 

k chyb§m. NejļastŊjġ² pŚ²ļinou chyb je ġpatnĨ vĨbŊr primerŢ nebo chyby plynouc² z metod 

pŚ²pravy knihovny [31]. V Tabulce 1 je uveden pŚehled vyuģ²vanĨch sekvenaļn²ch technik 

spoleļnŊ s jejich pŚesnost², vĨhodami a nevĨhodami.  

Tabulka 1: PŚehled vyuģ²vanĨch technik NGS 

błȊŜǾ  tǌŜǎƴƻǎǘ  ±ȇƘƻŘȅ bŜǾȇƘƻŘȅ 

454 (Roche) 
ǇȅǊƻǎŜƪǾŜƴƻǾłƴƝ 

99,9% 

mŜƴǑƝ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǾȊƻǊƪǳΣ 
ŘƭƻǳƘł őǘŜŎƝ ŘŞƭƪŀΣ ǾŜƭƪŞ 
ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǾȊƻǊƪǻ ǎŜ 
ǎƴŀŘƴȇƳ őǘŜƴƝƳ 

dǊŀƘŞΣ 
ƘƻƳƻǇƻƭȅƳŜǊƴƝ 

chyby 

Ϧ{Ƙƻǘ ƎǳƴϦ ǎŜƪǾŜƴƻǾłƴƝ 98,0% 
kǊłǘƪŞ őǘŜƴƝ v ƪǊłǘƪŞƳ 

őŀǎŜ 
nłǊƻőƴƻǎǘ ƴŀ 
ǎƪƭłŘłƴƝ ǵǎŜƪǻ 

Solexa (Illumina)  98,0% 
pǌŜǎƴŞΣ ǊȅŎƘƭŞΣ 
ǎǇƻƭŜƘƭƛǾŞ 

dǊŀƘŞ 

Pacific Bio 99,9% 
rȅŎƘƭŞΣ ŘƭƻǳƘł ŘŞƭƪŀ 

őǘŜƴƝ 
dǊŀƘŞ ǾȅōŀǾŜƴƝ 

Ion Torrent  98,0% rȅŎƘƭŞΣ ƭŜǾƴŠƧǑƝ ǾȅōŀǾŜƴƝ 
vƝŎŜƴłǎƻōƴŞ 

chyby 
monomeru 

SOLiD 99,9% 
mŞƴŠ ƴłƪƭŀŘƴŞ ǾŜ 
ǎǊƻǾƴłƴƝ ǎ ƧƛƴȇƳƛ 

metodami 

pƻƳŀƭŞ ŀ 
ƻōǘƝȌƴŞ 

ǎŜƪǾŜƴƻǾłƴƝ 
ǇŀƭƛƴŘǊƻƳǻ 

Pozn§mka: Tabulka byla sestavena na z§kladŊ prac² autorŢ Quail a kol. [77] a Liu a kol. [78]. Homopolymern² 

chyby = chyby ve ļten² homopolymern²ch sekvenc² (napŚ. CCCCC).  
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VĨsledkem sekvenov§n² jsou velmi ļasto objemn§ data, kter§ jsou fragmentovan§  

a vz§jemnŊ se pŚekrĨvaj². D²ky bioinformatick® analĨze jsou data ĂvyļiġtŊnañ, a pak je 

moģn® identifikovat bakteri§ln² taxony. Proveden² statistick® analĨzy sekvenaļn²ch dat 

pom§h§ pŚi identifikaci Ŭ-diverzity (druhov§ bohatost vzorku),  ɓ-diverzity (zmŊny 

v druhov®m sloģen² mezi vzorky) nebo relativn²ho zastoupen² druhu [31]. 

 

Obr§zek 1: Model struktury DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA u bakterie E. coli. Ve struktuŚe jsou zobrazeny 
konzervativn² a variabiln² (V1ïV8) oblasti. Na obr§zku jsou tak® vyznaļena m²sta, na kter§ jsou c²leny 

jednotliv® PCR primery. VhodnĨ vĨbŊr primerŢ z§vis² na tom, jestli je c²lem sekvenace celĨ gen nebo pouze 

subdom®na, kter§ obsahuje variabiln² oblast. Obr§zek byl pŚevzat z pr§ce autorŢ Peterson a kol. [76]  

a n§slednŊ upraven.  

1.3 Probiotika   

Historie probiotik sah§ uģ do minulĨch stolet², kdy lid® pro podporu sv®ho zdrav² pili 

napŚ²klad fermentovan® ml®ko. V roce 1899 objevil Henry Tessler, z Pausterova institutu 

v PaŚ²ģi, bakterii rodu Bifidobacterium ve stŚevech kojenĨch dŊt². Z§znamy uv§d², ģe tito 

kojenci mŊli m®nŊ prŢjmovĨch onemocnŊn². V roce 1917 byla izolov§na bakterie 

Escherichia coli, kter§ byla pouģita pro c²lenou l®ļbu pacientŢ se shigelosou [79]. Prvn² 

definice probiotik vznikla aģ v roce 1965 a byla omezena na l§tky produkovan® bakteriemi, 

kter® podporuj² rŢst dalġ²ch bakteri². V roce 1989 se objevila pŚedstava ģiv®ho mikrobi§ln²ho 

doplŔku, ovġem tato definice byla st§le jeġtŊ spojov§na se zdravou vĨģivou. Posledn²,  

a z§roveŔ souļasn§ definice, povaģuje probiotika za ģiv® mikroorganismy, kter® je tŚeba 
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pŚij²mat v dostateļn®m mnoģstv², aby mŊly pozitivn² vliv na zdrav². Definice se neomezuje 

pouze na nutriļn² ¼ļinky [80,81].  

 Na z§kladŊ zm²nŊnĨch definic i provedenĨch studi² je zŚejm®, ģe probiotika ovlivŔuj² 

zdravotn² stav uģivatele. Probiotika maj² vliv na rezidentn² mikrobiotu, buŔky stŚevn²ho 

epitelu i imunitn²ho syst®mu [80]. Probiotika jsou ļasto vyuģ²v§na pro zlepġen² rovnov§hy 

mikroorganismŢ, kter® osidluj² prostor stŚev a cel®ho GIT. PŢsob² proti potenci§ln²m 

poruch§m stŚevn² mikrobi§ln² rovnov§hy, kter® jsou spojeny s uģit²m antibiotik. Z§roveŔ 

sniģuj² riziko kolonizace patogenn²mi mikroorganismy [82]. ObecnŊ lze probiotikum oznaļit 

za Ăpotravinuñ nebo pŚ²pravek obsahuj²c² nepatogenn², prospŊġn® ģiv® bakterie a kvasinky 

[79].  

NejļastŊji se v probiotic²ch vyskytuj² rody Lactobacillus, Bifidobacterium  

a Saccharomyces boulardii [83]. Bakterie z rodu Lactobacillus a Bifidobacterium jsou 

fakultativnŊ anaerobn², gram-pozitivn² tyļinky. Saccharomyces boulardii jsou kvasinky 

[79]. Prvn² dostupn§ probiotika obsahovala pouze jeden druh mikroorganismŢ, a to 

pŚedevġ²m ty z rodu Lactobacillus nebo Saccharomyces. N§sledn® formy probiotik uģ byly 

druhovŊ rozmanitŊjġ² a poļet mikroorganismŢ se uv§d² od 108 do v²ce neģ 1010 CFU  

(z angl. Ăcolony forming unitñ) [80]. NejļastŊji obsaģenĨmi druhy z rodu Lactobacillus jsou  

L. acidophilus, L. rhamnosus, L. bulgaricus, L. reuteri, L. casei, L. sporogenes,  

L. plantarum, L. delbrueckii , L. fermentum, L. lactus, L. brevis a L. cellobiosus a z rodu 

Bifidobacterium to jsou B. animalis, B. infantis, B. lactis, B. bifidum, B. thermophilus  

a B. longum [79,81]. Dalġ² bakterie obsaģen® v probiotickĨch prepar§tech jsou Streptococcus 

lactis, S. cremoris, S. alivarius, S. intermedius, rod Leuconostoc, Pediococcus, 

Propionibacterium, Bacillus a Enterococcus [81].  

V posledn²m desetilet² ve spoleļnosti extr®mnŊ vzrostl z§jem o uģ²v§n² probiotik. 

V roce 2014 v USA pŚesahovaly trģby z prodeje probiotik 1,1 miliardy dolarŢ, celosvŊtovŊ 

to pak bylo 25 miliard dolarŢ. Probiotika jsou nav²c povaģov§na za zdravou vĨģivu, proto 

nejsou regulov§na ĐŚadem pro kontrolu potravin a l®ļiv (FDA) a jsou ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ 

volnŊ dostupn§. VŊtġina uģivatelŢ je pŚesvŊdļena, ģe vġechna probiotika funguj² a vyģ²vaj² 

je pŚi nejrŢznŊjġ²ch zdravotn²ch komplikac²ch. Menġ² ļ§st spotŚebitelŢ si uvŊdomuje, ģe ne 

vġechny znaļky probiotik jsou stejnŊ ¼ļinn®, a ne vġechny pŢsob² stejnŊ na danĨ zdravotn² 

probl®m [79]. Studie ukazuj², ģe probiotick§ ¼ļinnost mŢģe bĨt druhovŊ i d§vkovŊ 

specifick§, a ģe d®lka uģ²v§n² z§vis² na klinick® indikaci. Z§roveŔ plat², ģe ¼ļinnost probiotik 
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je specifick§ i ve vztahu k rŢznĨm chorob§m a zdravotn²m probl®mŢm. Studie uk§zaly 

¼ļinnost probiotik pŚi akutn²m infekļn²m prŢjmu, prŢjmech souvisej²c²ch s uģ²v§n²m 

antibiotik, prŢjmech zpŢsobenĨch bakteri² Clostridium difficile, pŚi jatern² encefalopatii, 

ulcer·zn² kolitidŊ, syndromu dr§ģdiv®ho traļn²ku, funkļn²ch gastrointestin§ln²ch poruch§ch 

a nekrotizuj²c² enterokolitidŊ. Naopak existuj² dŢkazy, ģe l®ļba probiotiky nen² ¼ļinn§  

pŚi akutn² pankreatitidŊ a CrohnovŊ chorobŊ [83]. V tomto pŚ²padŊ nelze Ś²ct, ģe by 

probiotika nemocn®mu uģivateli ġkodila. Ovġem pŚi jejich uģ²v§n² nebyl nalezen 

pŚedpokl§danĨ efekt, kterĨ by pŚin§ġel nemocn®mu uģivateli vĨhody [84].   

1.3.1 Vybran® mechanismy ¼ļinku probiotik 

StŚevn² mikrofl·ra mŢģe bĨt pozmŊnŊna pŢsoben²m stravy, ģivotn²m stylem, expozic² 

toxinŢm nebo uģ²v§n²m antibiotik. Studie prok§zaly vztah mezi zdrav²m, nemoc², imunitn²m 

syst®mem a zmŊnami v mikrofl·Śe. Pro udrģen² zdrav² je dŢleģit§ rozmanitost prospŊġnĨch 

mikroorganismŢ, proto jsou ġirokospektr§ probiotika terapeuticky ¼ļinnŊjġ² [83].  

 ObecnŊ lze mechanismy pŢsoben² probiotickĨch mikroorganismŢ vysvŊtlit zvĨġen²m 

specifick® a nespecifick® imunitn² odpovŊdi hostitelem, produkc² antimikrobi§ln²ch l§tek, 

kompetic² s patogeny o ģiviny a vazebn§ m²sta na sliznici stŚev. NŊkter§ probiotika vykazuj² 

adhezi a kolonizaci (alespoŔ pŚechodnou), coģ prodluģuje jejich retenļn² ļas v lidsk®m tŊle 

a prodluģuje probiotickou aktivitu [81]. Mechanismy pŢsoben² probiotik jsou velmi sloģit®. 

Ve studii autorŢ Wilkins a kol. [83] jsou rozdŊleny do sedmi skupin.   

 Do prvn² skupiny probiotik jsou Śazeny mikroorganismy, kter® blokuj² adhezi 

patogenn²ch bakteri² na stŚevn² epitel a produkuj² inhibiļn² l§tky. Probiotika druh® skupiny 

posiluj² stŚevn² imunitn² odpovŊdi [85]. Pro tŚet² skupinu je typickĨ mechanismus, kterĨ 

udrģuje norm§ln² hladiny SCFA [86]. Ļtvrt§ skupina probiotickĨch bakteri² m§ schopnost 

modulovat funkce imunitn²ho syst®mu (napŚ. potlaļuj² stŚevn² proz§nŊtliv® cytokiny).  

Do p§t® skupiny patŚ² probiotick® bakterie Ăopravuj²c²ñ stŚevn² propustnost [83]. Ġest§ 

skupina probiotik (napŚ. Saccharomyces boulardii) je schopn§ se pŚ²mo v§zat  

na gram-negativn² patogenn² bakterie, a t²m potlaļovat jejich rŢst [87]. Posledn² skupinu 

tvoŚ² mikroorganismy, kter® reguluj² absorpci elektrolytŢ a dalġ²ch l§tek ve stŚevŊ [85]. 

KromŊ zm²nŊnĨch mechanismŢ maj² probiotika schopnost dekonjugovat ģluļov® kyseliny,  

a t²m sniģovat hladinu cholesterolu. D§le mohou vazbou toxinŢ a karcinogenŢ zabraŔovat 

jejich absorpci stŚevem [88]. 
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1.3.2 Komerļn² probiotick® pŚ²pravky 

Kaģd§ zemŊ na svŊtŊ m§ svŢj ¼Śad pro kontrolu potravin a l®ļiv. V USA funguje organizace 

oznaļovan§ jako FDA [89], v Ļesk® republice je St§tn² ¼stav pro kontrolu l®ļiv (SĐKL). 

Kaģd®mu institutu tohoto typu pŚ²sluġ² povinnost kontrolovat a schvalovat prod§van§ l®ļiva 

v pŚ²sluġn®m st§tŊ. PŚ²pravky oznaļovan® jako doplŔky stravy (DS) jsou tŊmito ¼Śady 

regulov§ny ponŊkud odliġnĨm zpŢsobem neģ l®ky. Vġichni vĨrobci l®kŢ usiluj²c² o uveden² 

sv®ho l®ļiva na trh mus² dokl§dat ¼ļinnost a bezpeļnost sv®ho pŚ²pravku klinickĨmi 

studiemi.  Na rozd²l od l®kŢ jsou ale DS volnŊ prodejn® pŚ²pravky, kter® nepodl®haj² 

prakticky ģ§dn® kontrole. Pro uveden² DS na trh neexistuje ģ§dnĨ poģadavek na prok§z§n² 

¼ļinnosti. VĨrobci DS pouze nesm² tvrdit, ģe jejich doplnŊk lze pouģ²t k l®ļbŊ nebo prevenci 

jak®hokoli konkr®tn²ho onemocnŊn². Na vĨrobku mohou bĨt uvedena prohl§ġen²  

o Ăobecn®m blahu, funkc²ch i zdrav²ñ. To ovġem pouze za pŚedpokladu, ģe se vĨrobce zŚekne 

odpovŊdnosti [89]. DŢvodem je jejich individu§ln² ¼ļinek na kaģd®ho uģivatele  

a na konkr®tn² zdravotn² probl®m [79].   

Jako komerļn² probiotick® prepar§ty jsou oznaļov§ny bŊģn® potravinov® doplŔky 

obsahuj²c² nakultivovan® probiotick® bakteri§ln² kmeny [90]. Komerļn² probiotick® 

prepar§ty jsou nejļastŊji dostupn® v podobŊ kapsl² [82], ale existuj² i kapaln® pŚ²pravky 

(KPP vyuģit§ pro tuto studii). Pro probiotika se velmi ļasto vyuģ²vaj² bakteri§ln² druhy 

produkuj²c² proteiny nazĨvan® bakteriociny. Produkce bakteriocinŢ je ļasto popisov§na jako 

ģ§douc² probiotick§ vlastnost. Ve specifickĨch pŚ²padech bylo pops§no, ģe tato l§tka 

podporuje probiotick® pŚeģit² v GIT (genov§ exprese bakteriocinu zvyġuje kolonizaļn² 

potenci§l napŚ²klad druhu Lactobacillus salivarius, a z§roveŔ inhibuje konkurenļn² 

mikroorganismy [91]), pŚisp²v§ ke kontrole patogenŢ a ļ§steļnŊ ovlivŔuje hostitelovu 

genovou expresi (genŢ pod²lej²c²ch se na z§nŊtu [92]) ve stŚevn²ch buŔk§ch [93]. Studie 

autorŢ Hegarty a kol. [93] se zamŊŚila na stanoven² bakteriocinu produkovan®ho bakteriemi 

pŚ²tomnĨmi v bl²ģe nespecifikovanĨch KPP. Souļ§st² studie d§le byla identifikace bakteri² 

zodpovŊdnĨch za produkci bakteriocinŢ a zjiġtŊn² jejich pod²lu v KPP. Z 16 testovanĨch 

produktŢ byla produkce bakteriocinu prok§z§na pouze u 8 izol§tŢ. Bylo zjiġtŊno, ģe ve vġech 

tŊchto izol§tech produkuj²c²ch bakteriocin byl pŚ²tomen Lactobacillus acidophilus  

a identifikovanĨm bakteriocinem byl laktacin B.  
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1.3.2.1 Probiotika firmy Ascende d Health  

PŚedkl§dan§ pr§ce se zabĨv§ probiotiky firmy Ascended Health, proto bude n§sleduj²c² odd²l 

vŊnov§n tŊmto pŚ²pravkŢm. Veġker® informace jsou ļerp§ny z webovĨch str§nek firmy 

Ascended Health [94]. Nemus² se proto jednat o vŊdecky podloģen® a ovŊŚen® informace. 

Vġichni dobrovoln²ci ¼ļastn²c² se t®to studie uģ²vali souļasnŊ 2 druhy KPP  

od americk® firmy Ascended Health. Firma vyr§b² Ăl®ļiv®ñ pŚ²pravky pŚ²rodn²ho pŢvodu. 

Pro vĨrobu pŚ²pravkŢ jsou pouģ²v§ny rostlinn® l§tky, miner§ly a byliny.  

PŚ²pravek ĂPro Aliveñ je tekutĨ probiotickĨ prepar§t pŚ²rodn²ho pŢvodu. Firma 

uv§d², ģe pŚ²pravek obsahuje vyġġ² koncentraci prospŊġn® mikrofl·ry a dalġ² l§tky jako jsou 

vitaminy B, bl²ģe nedefinovan® enzymy, organismy produkuj²c² bakteriociny proti 

patogenn²m bakteri²m, inhibitory kvasinek a pl²sn² a dalġ² nedefinovan® l§tky potŚebn®  

pro homeost§zu. PŚ²pravek ĂPro Aliveñ je Ămultifunkļn²ñ probiotikum urļen® pro doplnŊn² 

prospŊġn® mikrofl·ry napŚ²klad po l®ļbŊ antibiotiky, pro zvĨġen² imunitn² odpovŊdi  

na virov®, bakteri§ln² a pl²sŔov® infekce a na podporu adaptace na stres. PŚ²pravek obsahuje 

20 druhŢ ĂprospŊġnĨchñ bakteri² (Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. rhamnosus,  

L. salivarius, L. amylovorus, L. plantarum, L. fermentum ME-3, L. brevis, L. curvatus,  

L. buchneri, L. acetotolerans, L. bulgaricus, Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. lactis, 

Streptococcus thermophilus, P. bifidum, Brevibacillus laterosporus, Bacillus subtilis subsp. 

natto, Saccharomyces boulardii). VĨrobce upozorŔuje, ģe vedlejġ²m ¼ļinkem pŚ²pravku 

mohou bĨt pŚ²znaky podobn® chŚipce.  

DruhĨ uģ²vanĨ KPP se nazĨv§ ĂActive Detoxñ, kterĨ obsahuje ģiv® mikroby, 

chel§tory a v²ce neģ 60 stopovĨch miner§lŢ. PŚ²pravek pom§h§ Ădetoxikovatñ j§tra a ledviny 

uģivatele. Tento prepar§t je navrģen tak, aby pom§hal tŊlu pŚi odstraŔov§n² parazitŢ a toxinŢ. 

K procesu Ădetoxikaceñ by mŊly pom§hat pŚ²tomn® chel§tory a hum§ty, kter® vychyt§vaj² 

toxiny. Tyto komplexy jsou pot® vyhled§ny dodanĨmi mikroby a jsou za jejich ¼ļasti 

rozkl§d§ny na neġkodn® molekuly. Vedle podpory detoxikace jater a ledvin by mŊl vĨrobek 

pom§hat pŚi zotaven² z chronick® ¼navy, pozvednut² n§lady pŚi depres²ch a k optimalizaci 

hmotnosti. PŚ²pravek obsahuje 9 druhŢ ĂprospŊġnĨchñ mikrobŢ (Lactobacillus plantarum, 

L. plantarum 299v, L. acidopphilus DDS-I, L. fermentum ME-3, L. curvatus, 

Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. lactis, Saccharomyces boulardii). Vedlejġ²m 

¼ļinkem pŚ²pravku mohou bĨt opŊt pŚ²znaky podobn® chŚipce. 
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1.3.2.2 Probiotika  dostupn § na ļesk®m trhu 

ĻeskĨ trh nab²z² celou Śadu probiotickĨch vĨrobkŢ, kter® jsou st§le obmŊŔov§ny. JistĨ 

seznam tŊchto probiotickĨch vĨrobkŢ je dostupnĨ na webovĨch st§nk§ch Spoleļnosti  

pro probiotika a prebiotika o.s. [44]. Tato spoleļnost na svĨch st§nk§ch rozdŊluje probiotick® 

vĨrobky do 5 skupin (fermentovan® vĨrobky, doplŔky stravy ï KPP, potraviny pro kojence 

a mal® dŊti, potraviny pro zvl§ġtn² l®kaŚsk® ¼ļely a ostatn² vĨrobky). Mezi fermentovanĨmi 

vĨrobky najdeme napŚ²klad ml®ļnĨ n§poj Actimel (obsahuje jogurtov® a probiotick® 

kultury) nebo jogurt Activia (obsahuje ģivou kulturu Bifidobacterium). Z doplŔkŢ stravy, 

kter® pom§haj² obnovit stŚevn² mikrofl·ru, lze jmenovat napŚ²klad pŚ²pravky Probiotics 20, 

Candistop, Bio-Kult. Za zm²nku stoj² i potraviny pro zvl§ġtn² l®kaŚsk® ¼ļely. Tato skupina 

vĨrobkŢ mus² bĨt pouģ²v§na pod dohledem l®kaŚe.  Jsou zde uvedeny pŚ²pravky jako 

napŚ²klad ColonFit Plus (obsahuje ģiv® bakterie a vl§kninu) nebo ENTEROL, kterĨ je veden 

jako l®k a spad§ pod kontrolu SĐKL. 

 V Ļesk® republice jsou dostupn® pouze nekapaln® probiotick® pŚ²pravky. Vġechny 

vĨġe zm²nŊn® DS jsou prod§v§ny ve formŊ kapsl² rostlinn®ho pŢvodu. Probiotika, stejnŊ 

jako v t®to pr§ci uģ²van® KPP, obsahuj² ģiv® kultury probiotickĨch bakteri². Probiotika 

z ļesk®ho trhu obsahuj², podobnŊ jako KPP uģ²van§ pŚi t®to studii, rody Lactobacillus, 

Bifidobacterium a Streptococcus. PŚ²pravky nelze srovn§vat podle mnoģstv² 

mikroorganismŢ na jednu d§vku. NapŚ²klad pŚ²pravek Probiotics 20 obsahuje 20 mld CFU 

na denn² d§vku (10 mld CFU/kapsle), firma Ascended Health tento ¼daj u svĨch pŚ²pravkŢ 

neud§v§. Na rozd²l od uģ²vanĨch KPP se probiotika dostupn§ na ļesk®m trhu nemus² 

skladovat v chladu [44]. 

Vzhledem k mnoģstv² dostupnĨch probiotickĨch pŚ²pravkŢ a vĨrobkŢ na ļesk®m  

i celosvŊtov®m trhu je v t®to pr§ci zm²nŊna pouze nepatrn§ ļ§st. VĨrobky podporuj²c² stŚevn² 

mikrofl·ru dosahuj² velk® popularity, a proto by zde mohl bĨt uveden mnohem rozs§hlejġ² 

seznam. 

1.3.3 Ostatn² probiotika  

Vedle KPP existuj² i jin§ probiotika. Za probiotika se daj² povaģovat rŢzn® kysan® potraviny 

(napŚ. jogurty, kef²ry, sĨry a dalġ² fermentovan® potraviny) [95,96]. Uģ v minulosti vyuģ²vali 

lid® fermentaci ml®ka pro jeho dlouhodob® uchov§n². Tyto procesy zahrnovaly neŚ²zen®  

a pomal® zakys§n² ml®ka, kter® bylo zpŢsobeno v nŊm pŚ²tomnĨmi mikroorganismy. 

Souļasn® technologie vyuģ²vaj² vybran® ml®ļn® mikroorganismy, kter® prov§dŊj² 
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specifickou fermentaci ml®ka za pŚesnŊ stanovenĨch podm²nek (pH, teplota, obsah vody). 

Hlavn²m ¼ļelem pŚ²pravy fermentovanĨch produktŢ je dosaģen² lepġ²ch fyzik§ln²ch, 

chemickĨch a nutriļn²ch vlastnost² [96]. Pro fermentaci jsou bŊģnŊ vyuģ²v§ny bakterie 

ml®ļn®ho kvaġen², Bifidobacterium a kvasinky. Skupina bakteri² ml®ļn®ho kvaġen² zahrnuje 

nŊkolik ļlenŢ z rodu Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc a Pediococcus 

[97]. C²len§ ml®ļn§ fermentace zlepġuje kromŊ nutriļn²ch vlastnost² produktŢ stravitelnost 

sloģek ml®ka, a tak® vede k synt®ze nŊkterĨch vitaminŢ B bŊhem procesu. V prŢbŊhu 

fermentaļn²ho procesu produkuj² nav²c ml®ļn® kultury Śadu metabolitŢ  

(napŚ. antibakteri§ln², antikarcinogenn², anticholesterolemick® slouļeniny) a enzymŢ. 

Fermentovan® produkty mohou bĨt povaģov§ny za probiotika, protoģe vedle lepġ²ch 

nutriļn²ch vlastnost² mohou m²t i ļ§steļnou terapeutickou ¼ļinnost [96]. 

1.4 Prebiotika  a vl§knina 

Vl§knina bĨv§ ļasto nazĨv§na prebiotikum. Aļkoliv vġechna prebiotika jsou vl§knina,  

ne vġechna vl§knina je prebiotikum. Rozd²l mezi prebiotiky a vl§kninou spoļ²v§ v tom,  

ģe prebiotika jsou fermentov§na pŚesnŊ definovanĨmi skupinami mikroorganismŢ  

a vl§kninu z potravy vyuģ²v§ vŊtġina mikroorganismŢ tlust®ho stŚeva [98]. Prebiotika lze 

tedy definovat jako ĂselektivnŊ fermentovan® sloģky potravy, kter® podporuj² rŢst bakteri², 

umoģŔuj² specifick® zmŊny ve sloģen² a aktivitŊ stŚevn² mikrofl·ryñ. SvĨm pŢsoben²m 

pŚin§ġ² konzumentovi vĨhody a zlepġuj² jeho zdravotn² stav [99,100]. Je zn§m®, ģe rŢzn§ 

prebiotika stimuluj² rŢst rŢznĨch pŢvodn²ch stŚevn²ch bakteri² [101]. Hlavn²m c²lem 

prebiotik jsou zejm®na rody Lactobacillus a Bifidobacterium [99]. 

Jestliģe m§ bĨt pŚ²sluġn§ sloģka potravin klasifikov§na jako prebiotikum, mus² odol§vat 

pŢsoben² ģaludeļn²ch kyselin, hydrolĨze savļ²ch enzymŢm a absorpci v horn² ļ§sti GIT. 

D§le mus² bĨt fermentov§na potenci§lnŊ prospŊġnou stŚevn² mikrofl·rou. Podle definice 

mus² tak® selektivnŊ stimulovat rŢst a aktivitu stŚevn²ch bakteri² potenci§lnŊ spojenĨch 

s pozitivn²m vlivem na zdravotn² stav hostitele [99,102]. 

Vġechna zn§m§ prebiotika jsou tvoŚena pŚedevġ²m karbohydr§tovĨmi slouļeninami, 

prim§rnŊ oligosacharidy, kter® jsou fermentov§ny mikrofl·rou aģ v prostŚed² tlust®ho stŚeva. 

Proveden® studie prok§zaly, ģe vġechny aspekty definice prebiotik splŔuj² slouļeniny jako 

napŚ²klad inulin, oligofruktosa, laktulosa nebo rezistentn² ġkrob. Uk§zalo se, ģe vġechny tyto 

l§tky stimuluj² bakterie rodu Bifidobacterium. Prebiotick® ¼ļinky maj² i dalġ² izolovan® 

sacharidy nebo potraviny obsahuj²c² sacharidy, napŚ²klad galaktooligosacharidy, 
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transgalaktooligosacharidy, polydextrosy, psylia, pġeniļnĨ dextrin, arabsk§ guma, celozrnn§ 

pġenice a celozrnn§ kukuŚice [99]. Prebiotika jsou d§le bŊģnŊ obsaģena v potravin§ch jako 

je p·rek, rajļe, chŚest, ļekanka, topinambura, ļesnek, cibule, ban§n, oves, jeļmen, luġtŊniny 

a s·ja [102,103].   

Prebiotika bĨvaj² pouģ²v§na jako alternativa k probiotikŢm, nebo jako jejich dalġ² 

podpora. VĨhodou prebiotickĨ l§tek je jejich dlouhodob§ stabilita, koreluj²c² s pouģitelnost² 

potravin, d§le je to jejich odolnost vŢļi zpracov§n² a samozŚejmŊ jejich fyzik§ln² a chemick® 

vlastnosti, kter® maj² pozitivn² vliv na chuŠ a konzistenci produktŢ. Dalġ² pozitivn² vlastnost² 

prebiotik je jejich rezistence vŢļi ģaludeļn²m a ģluļovĨm kyselin§m a proteasam pŚ²tomnĨm 

v GIT. Prebiotick® l§tky selektivnŊ stimuluj² mikroorganismy pŚ²tomn® ve stŚevn²m 

mikrobiomu hostitele, a t²m pom§haj² eliminovat konkurenļn² bakteri§ln² druhy. Stimulace 

stŚevn²ch bakteri² prebiotiky urļuje jejich fermentaļn² aktivitu a souļasnŊ ovlivŔuje hladinu 

SCFA, coģ m§ pro hostitele pozitivn² pŚ²nos. Prebiotika nav²c sniģuji pH v prostŚed² stŚev  

a pod²l² se na osmotick® regulaci ve stŚevŊ. NadmŊrn® uģ²v§n² prebiotik mŢģe m²t i negativn² 

vliv , napŚ²klad mŢģe v®st k nadĨm§n² a prŢjmu [102]. 

Prebiotick® l§tky jsou pŚ²tomn® v mnoha produktech pŚ²rodn²ho pŢvodu. Z§roveŔ bĨvaj² 

ļasto pŚid§v§ny do potravin za ¼ļelem zvĨġen² nutriļn² a zdravotn² hodnoty tŊchto produktŢ. 

NejļastŊji se pŚid§v§ inulin a fruktooligosacharidy. Tyto l§tky mohou slouģit jako m®dium 

pro probiotika. Prebiotika stimuluj² rŢst pouze potenci§lnŊ prospŊġnĨch mikroorganismŢ, 

samy o sobŊ neobsahuj² ģ§dn® mikroorganismy [102].   
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2 C²l pr§ce 

C²lem pŚedkl§dan® diplomov® pr§ce bylo zjistit, zda uģit² komerļn²ch probiotickĨch 

prepar§tŢ u 9 dobrovoln²kŢ ovlivŔuje biodiverzitu stŚevn²ch bakteri².  

Pro Śeġen² tohoto c²le je potŚeba splnit n§sleduj²c² ¼koly: 

¶ izolovat bakteri§ln² DNA z odebranĨch fek§ln²ch vzorkŢ 

¶ pomoc² metody PCR-DGGE pozorovat vliv KPP na sloģen² bakteri§ln² 

mikrofl·ry pacientŢ 

¶ za pomoci Sangerova sekvenov§n² identifikovat vybran® bakteri§ln² druhy 

¶ metodou NGS identifikovat vĨznamn® bakteri§ln² druhy a porovnat sloģen² 

mikrobiomu jednotlivĨch d§rcŢ 

¶ urļit nejhojnŊji zastoupen® bakteri§ln² druhy ve stŚevn²m mikrobiomu d§rcŢ 

¶ ovŊŚit zvĨġen® mnoģstv² protektivn²ch druhŢ bakteri² pŚ²tomnĨch v uģ²vanĨch 

KPP 
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3 Materi§l a metody 

3.1 Materi§l 

3.1.1 Chemik§lie 

Beckman Coulter (USA) 

¶ AMPure XP for PCR Purification 

BioConcept (ĠvĨcarsko) 

¶ 10% TAE pufr 

ElisabethÈ Pharmacon (Velk§ Brit§nie) 

¶ EliZyme HS Robust MIX Red 

Invitrogen  (USA) 

¶ 1M Tris 

KAPA B IOSYSTEMS Roche (USA) 

¶ qPCR Master Mix 

¶ Primer 

New England BioLabs (USA) 

¶ ĂBarcodesñ 

¶ MonarchÈ PCR & DNA Cleanup Kit (5 Õg) 

¶ NEBNextÈ Fast DNA Library Prep Set for Ion TorrentTM 

¶ One TaqÈ Quick-LoadÈ 2Ĭ Master Mix with Standard Buffer 

¶ Quick-LoadÈ 200bp DNA Ladder 

QIAGEN (NŊmecko) 

¶ QIAampÈ PowerFecalÈ DNA Kit (50) 

Serva (NŊmecko) 

¶ Agarosa 

¶ Moļovina 
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¶ Persulf§t amonnĨ 

Sigma-Aldrich  (USA) 

¶ Akrylamid 

¶ Formamid 

¶ Deionizovan§ voda (dH2O) 

¶ SYBR Green 

ThermoFisher Scientific (USA) 

¶ 10% TBE pufr 

¶ Ion PGMTM Hi-QTM View OT2 Kit 

¶ Ion PGMTM Hi-QTM View Sequencing Kit 

Top-Bio (Ļesk§ republika) 

¶ PCR ethidiumbromid 

VWR Chemicals (USA) 

¶ N,N,NË,NË-tetramethylethylendiamin 

 

Experiment§ln² vzorky 

Pro pr§ci bylo z²sk§no celkem 70 lidskĨch fek§ln²mi vzorkŢ. Vzorky poskytlo 9 rŢznĨch 

dobrovoln²kŢ z Brna a okol² do 20 km. Vzorky byly odeb²r§ny za aerobn²ch podm²nek 

v pŚedem stanovenĨch intervalech.  Navrģen® a doporuļen® sch®ma pro uģ²v§n² KPP a odbŊr 

vzorkŢ je na Obr§zku 2 (str. 32). Vġichni d§rci uģ²vali stejn® KPP (ĂPro Aliveñ ï r§no, 

ĂActive Detoxñ ï veļer) od firmy Ascended Health. Oba pŚ²pravky byly skladov§ny 

v lednici, ve shodŊ s doporuļen²m vĨrobce. 
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Obr§zek 2: Rozvrģen² uģ²v§n² KPP a odbŊr fek§ln²ch vzorkŢ. Na obr§zku jsou zn§zornŊny pokyny  

pro uģivatele KPP. D§vka KPP a den odbŊru vzorku byly navrģeny na z§kladŊ zkuġenost² Ing. Jakuba  

Mr§zka, Ph.D.. Prvn² vzorek byl odebr§n den pŚed uģit²m KPP, druhĨ 5 dn² od zaļ§tku uģ²v§n² KPP, tŚet² 

vzorek 12 dn² od zaļ§tku uģ²v§n² KPP, ļtvrtĨ vzorek 2 tĨdny po 3. vzorku, p§tĨ vzorek 2 tĨdny po 4. vzorku, 

ġestĨ vzorek byl odebr§n v posledn² den uģ²v§n² KPP, sedmĨ vzorek 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP, osmĨ 

vzorek 2 tĨdny po ukonļen² uģ²v§n² KPP. Zelen§ oblast oznaļuje dobu uģ²v§n² KPP. 

3.1.2 Đļastn²ci studie 

¶ D§rce D ï muģ, 39 let, 178 cm, 107 kg, nekuŚ§k 

- Alkohol: 0 

- Zdravotn² stav: bez komplikac² 

- L®ky: 0 

- Dieta: bŊģn§ strava 

- Sport: 4kr§t tĨdnŊ  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂNepociŠoval jsem ģ§dn® zmŊny.ñ 

¶ D§rce DA ï ģena, 40 let, 174 cm, 85 kg, 1 rok nekuŚ§k (pŚedt²m 20 let kuŚ§k) 

- Alkohol: 0 

- Zdravotn² stav: boreli·za, EBV, HSV, endometriosa, oslaben§ imunita, omezenĨ 

pohyb ï spin§ln² probl®my, ment§ln² probl®my 

- L®ky: Amloratio, Tamalis, Cordyceps, bylinn® kapky, vitamin C, vitamin A, 

Omega3, hoŚļ²k, bl²ģe nespecifikovan§ homeopatika 

- Dieta: n²zkosacharidov§ a bezlepkov§ dieta (ne striktn²) 

- Sport: obļas  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂNa zaļ§tku uģ²v§n² jsem pociŠovala m²rnŊ 

"pŚel²v§n²" v bŚiġe/stŚevech, neģ si tŊlo zvyklo, bŊhem uģ²v§n² o dost lepġ², 

dŢkladnŊjġ² a pravidelnŊjġ² vyprazdŔov§n².ñ 

¶ D§rce DK ï ģena, 32 let, 168 cm, 76 kg, nekuŚ§k, jednovajeļn® dvojļe s d§rcem JJ 

- Alkohol: 0 
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- Zdravotn² stav: tŊhotn§ 

- L®ky: 0 

- Dieta: bŊģn§ strava 

- Sport: 0  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂBŊhem uģ²v§n² probiotik jsem v tŊhotenstv² 

netrpŊla z§cpou, stolice byla pravideln§.ñ 

¶ D§rce EJ ï ģena, 39 let, 156 cm, 68 kg, nekuŚ§k  

- Alkohol: pŚ²leģitostnŊ 

- Zdravotn² stav: celiakie, laktosov§ intolerance, ļast® migr®ny, nadv§ha 

- L®ky: 0 

- Dieta: bezlepkov§ a bezlaktosov§ dieta 

- Sport: 2kr§t tĨdnŊ  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂPŚi navyġov§n² d§vky (pŚibliģnŊ prvn² mŊs²c aģ 

6 tĨdnŢ) pocit nachlazen², ¼nava, zahlenŊn² a pocit, ģe ļlovŊk Ănen² ve sv® vlastn² 

kŢģi a nŊco na nŊj lezeñ. VĨraznŊjġ² reakce bŚicha, rŢzn® pohyby stŚev (nepŚ²jemn®, 

ale ne bolestiv®), vĨraznŊjġ² nadĨm§n² neģ pŚed uģ²v§n²m probiotik, stolice 

nepravideln§ a nŊkdy Ś²dk§ (ale ne prŢjem), vĨraznŊjġ² z§pach. PŚi uģ²v§n² pln® 

d§vky probiotik jsem se celkovŊ c²tila dobŚe a bez probl®mŢ. Reakce bŚicha byly 

pouze vĨjimeļn® a vŊtġinou jsem byla schopna identifikovat jak® j²dlo je mohlo 

vyvolat. Stolice byla pravideln§ a pevn§, z§pach vĨraznŊjġ² pouze obļas. BŊhem 

uģ²v§n² probiotik jsem si udŊlala nepl§novanou pauzu (dovolen§ v Gruzii, kdy jsem 

si zapomnŊla vz²t probiotika s sebou). PŚi pauze jsem pociŠovala dennŊ vĨraznŊjġ² 

reakce bŚicha, mŊla jsem prŢjem, ale ten mohl bĨt vyvol§n i zmŊnou stravy.  

Po opŊtovn®m nasazen² probiotik jsem se c²tila dobŚe, bez probl®mŢ (ģ§dnĨ pocit 

nachlazen² jako poprv®), mŊla jsem pocit, ģe bŚicho se opŊt stabilizovalo a reakce 

bŚicha byly pouze vĨjimeļn® a opŊt jsem byla schopna identifikovat jak® j²dlo je 

mohlo vyvolat. Stolice byla pravideln§ a pevn§, z§pach se zmŊnil a sn²ģil.  

Po vysazen² probiotik jsem pociŠovala obļasn® reakce bŚicha, stolice byla vŊtġinou 

pravideln§ a pevn§, obļas mŊla vĨraznŊjġ² z§pach.ñ 

¶ D§rce JJ ï ģena, 32 let, 165 cm, 57 kg, nekuŚ§k, jednovajeļn® dvojļe s d§rcem DK 

- Alkohol: 0 

- Zdravotn² stav: bez komplikac² 

- L®ky: 0 

- Dieta: paleo dieta 
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- Sport: 4kr§t tĨdnŊ  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂPrvn² cca mŊs²c se u mŊ projevila m²rn§ 

detoxikace organismu, kdy vģdy zaļ§tkem tĨdne (po dvoudenn² v²kendov® pauze) 

jsem v pondŊl² pociŠovala pŚes den ġkrab§n² v krku (n§bŊh na nachlazen²), ale pak to 

do veļera zmizelo. PravidelnŊ v ¼terĨ mŊ i odpoledne pobol²vala hlava,  

pŚed uģ²v§n²m nikdy. V prŢbŊhu uģ²v§n² se mi upravila stolice z obļasn® z§cpy  

na pravideln® vyluļov§n².ñ 

¶ D§rce K ï ģena, 44 let, 169 cm, 61 kg, nekuŚ§k 

- Alkohol: pŚ²leģitostnŊ 

- Zdravotn² stav: bez komplikac² 

- L®ky: Xados, Trittico 

- Dieta: bŊģn§ strava 

- Sport: 2kr§t tĨdnŊ 

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂZmizelo u mŊ nadĨm§n², doġlo k ¼pravŊ stolice, 

byla jsem absolutnŊ bez prŢjmŢ a bolesti bŚicha.ñ 

¶ D§rce MR ï ģena, 29 let, 151 cm, 56 kg, nekuŚ§k (obļas vodn² dĨmka) 

- Alkohol: pŚ²leģitostnŊ 

- Zdravotn² stav: probl®my se ģluļn²kem a ġt²tnou ģl§zou 

- L®ky: Helicid, Euthyrox 

- Dieta: Ăalternate day fastingñ dieta 

- Sport: 3kr§t tĨdnŊ  

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂZe zaļ§tku uģ²v§n² probiotik jsem mŊla bolest 

hlavy a jakoby n§bŊh na nachlazen², a pak nic.ñ 

¶ D§rce R ï ģena, 65 let, 158 cm, 79 kg, nekuŚ§k 

- Alkohol: pŚ²leģitostnŊ 

- Zdravotn² stav: glutenov§ intolerance, chronick§ obstrukļn² plicn² nemoc, 

vysokĨ krevn² tlak, zvĨġen® hladiny cukru a cholesterolu 

- L®ky: Spiriva, Telmisartan, Indapamid, Betalok, Godasal 

- Dieta: paleo dieta 

- Sport 2kr§t tĨdnŊ 

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂDo pŊti kapek jsem nepociŠovala ģ§dn® 

fyziologick® zmŊny, u v²ce kapek Śidġ² stolice, opakovan® vyprazdŔov§n² 4ï5kr§t  

po sobŊ.ñ 
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¶ D§rce S ï ģena, 68 let, 165 cm, 67 kg, nekuŚ§k 

- Alkohol: pŚ²leģitostnŊ 

- Zdravotn² stav: alergie, astma, onkologickĨ pacient ï karcinom tlust®ho stŚeva 

v roce 2013 

- L®ky: Trittico 150, Cezera, Stilnox, Airflusan 500, Pyridoxin 

- Dieta: Cambridge dieta (prvn²ch 6 tĨdnŢ uģ²v§n² KPP), bŊģn§ strava 

- Sport: cviļen², chŢze 

Fyziologick® ï subjektivn² pocity: ĂNepociŠovala jsem ģ§dn® zvl§ġtn² zmŊny.ñ 

3.1.3 PŚ²stroje 

Centrifugy 

¶ HERMLE Z216 MK, HERMLE LaborTechnik (NŊmecko) 

¶ MSE Sanyo HAWK 15/05 Refrigerated Centrifuge, Sanyo Gallenkamp PLC (U.K.) 

Homogeniz§tor 

¶ FastPrepÈ-24, M. P. Biomedicals (USA) 

Magnetick§ m²chaļka 

¶ ESP stirrer, VELP Scientifica (It§lie) 

Minicentrifuga  

¶ MiniSpin Plus, Eppendorf AG (NŊmecko) 

¶ PlateFuge microplate microcentrifuge, Benchmark Scientific (USA) 

NanoDrop 

¶ Thermo ScientificTM NanoDropTM One, ThermoFischer Scientific (USA) 

PCR Termocyclery 

¶ Biometra Tadvanced 96 SG, Biometra GmbH (NŊmecko) 

¶ Biometra Thermocycler T-Gradient, Biometra GmbH (NŊmecko) 

Peristaltick® ļerpadlo s d§vkovaļem 

¶ PCD 21, KouŚil (Ļesk§ republika) 
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PŚedv§ģky 

¶ KERN EW600-2M, Kern & Sohn GmbH (NŊmecko) 

qPCR cycler 

¶ Quant StudioTM 3 Real-Time PCR Instrument (96-Well 0,2ml Block),ThermoFisher 

Scientific (Singapur)   

Sekvenaļn² ļip 

¶ Ion 316TM Chip Kit v2 BC, ThermoFischer Scientific (USA) 

Sekvenaļn² zaŚ²zen² 

¶ Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM), ThermoFischer Scientific (USA) 

Sekven§tor pro pŚ²pravu templ§tu 

¶ Ion One TouchTM 2 Syst®m, ThermoFischer Scientific (USA) 

Translumin§tor 

¶ Model UVT 400-M, International Biotechnologies Inc. (USA) 

TŚepaļka 

¶ VSR 23, Grant BOEKEL (Anglie) 

Vodn² l§zeŔ 

¶ Julabo TW12, Julabo Labortechnik GmbH (NŊmecko) 

Vortex 

¶ VWR Pulsing Vortex Mixer, Avantor Inc. (USA) 

ZaŚ²zen² pro pŚ²pravu 18Mɋ vody 

¶ Direct-QÈ 3UV Water Purification, Sigma-Aldrich (NŊmecko) 

Zdroje pro elektrofor®zy 

¶ PowerPRO 300, Cleaver Scientific (U.K.)  
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¶ PowerPac Basic, Bio-Rad (USA) 

Zobrazovac² zaŚ²zen² 

¶ Molecular ImagerÈ GelDocTM XR+, Bio-Rad (USA) 

 

3.2 Metody  

3.2.1 Izolace bakteri§ln² DNA z lidskĨch fek§ln²ch vzorkŢ 

Bakteri§ln² DNA z lidskĨch fek§ln²ch vzorkŢ byla izolov§na za pouģit² komerļn² soupravy 

ĂQIAampÈ PowerFecalÈ DNA Kitñ (QIAGEN). Pro izolaci bylo odv§ģeno cca 0,25 g 

fek§ln²ch vzorkŢ. Odebran® vzorky byly resuspendov§ny v 750 Õl roztoku ĂPowerBead 

Solutionñ. CelĨ objem vzorkŢ byl pŚeveden do mikrozkumavek typy ĂDry Bead Tubeñ. 

N§slednŊ bylo pŚid§no 60 Õl roztoku ĂSolution C1ñ a mikrozkumavky byly kr§tce 

prom²ch§ny na Vortexu.  Pot® byly vzorky inkubov§ny po dobu 5 minut ve vodn² l§zni 

(Julabo TW12) temperovan® na 70 ÁC. Po inkubaci byly vzorky homogenizov§ny 1 minutu 

pŚi tŚepac² rychlosti 6,5 m/s v homogeniz§toru (FastPrepÈ-24). Proces inkubace  

a homogenizace byl opakov§n dvakr§t. Po druh® homogenizaci byly mikrozkumavky 

centrifugov§ny 1 minutu pŚi 13 000Ĭ g na centrifuze (Labnet Prism R). Z mikrozkumavek 

bylo pŚevedeno 500 Õl supernatantu do 2ml mikrozkumavky typu ĂCollection Tubeñ. 

K supernatantu bylo pŚid§no 250 Õl roztoku ĂSolution C2ñ a kr§tce prom²ch§no na Vortexu. 

Pot® byly vzorky inkubov§ny 5 minut v boxu chlazen®m ledem. Po inkubaci byly opŊt 

mikrozkumavky centrifugov§ny 1 minutu pŚi 13 000Ĭ g. Z mikrozkumavek bylo opatrnŊ 

pŚevedeno cca 600 Õl supernatantu do novĨch mikrozkumavek typu ĂCollection Tubeñ. 

K supernatantu bylo pŚid§no 200 Õl roztoku ĂSolution C3ñ, kr§tce prom²ch§no na Vortexu 

a inkubov§no 5 minut v boxu chlazen®m ledem. Po inkubaci byla provedena centrifugace  

(1 minuta, 13 000Ĭ g) a cca 600 Õl supernatantu bylo pŚevedeno do nov® mikrozkumavky 

typy ĂCollection Tubeñ. K supernatantu bylo pŚid§no 1200 Õl prom²chan®ho roztoku 

ĂSolution C4ñ a celĨ objem mikrozkumavky byl kr§tce prom²ch§n na Vortexu. V dalġ²m 

kroku byl veġkerĨ supernatant odstranŊn za pouģit² filtrace pŚes kolonku ĂMB Spin 

Columnñ. Vzorky byly filtrov§ny po ļ§stech (max. 650 Õl) centrifugaļn² rychlost²  

13 000Ĭ g po dobu 1 minuty. Na kolonku bylo d§vkov§no 500 Õl roztoku ĂSolution C5ñ  

a opŊt centrifugov§no 1 minutu pŚi 13 000Ĭ g. Supernatant byl odstranŊn a byla provedena 

centrifugace Ăna pr§zdnoñ (2 minuty, 13 000Ĭ g). Po t®to centrifugaci byly ponech§ny 
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kolonky na vzduchu vyschnout 2 minuty a pak byly kolonky um²stŊny na nov® ĂCollection 

Tubeñ. Na stŚed membr§ny kolonky bylo pipetov§no po 100 Õl roztoku ĂSolution C6ñ. 

Centrifugac² (1 minuta, 13 000Ĭ g) byla uvolnŊna bakteri§ln² DNA zachycen§ na kolonce 

do nov® mikrozkumavky. Pro kontrolu ¼spŊġn® izolace byla zmŊŚena koncentrace DNA  

na pŚ²stroji NanoDrop OneC. Bylo vyuģito programu pro mŊŚen² koncentrace dsDNA  

(z angl. Ădoubleïstranded DNAñ) v rozmez² vlnovĨch d®lek 230 a 280 nm. Pro dalġ² pouģit² 

byly mikrozkumavky s izolovanou DNA zamrazeny na ï20 ÁC.  

3.2.2 PCR-DGGE analĨza fek§ln²ch bakteri² 

Pro analĨzu pŚ²tomnĨch fek§ln²ch bakteri² byla pouģita kombinace metody PCR a DGGE  

(z angl. Ădenaturing gradient gel electrophoresisñ). PŚi pr§ci bylo vyuģito metodiky dle 

autorŢ Muyzer a kol. [104]. 

 Pro analĨzu pŚ²tomnĨch bakteri§ln²ch druhŢ byla pouģita metoda PCR, pomoc² kter® 

byl amplifikov§n ¼sek DNA, kterĨ k·duje gen pro 16S rRNA. Tento gen je spoleļnou ļ§st² 

genomu vġech druhŢ bakteri². SouļasnŊ tento ¼sek DNA obsahuje variabiln² ļ§sti, kter® 

odliġuj² jednotliv® bakteri§ln² druhy.  

 Metoda gradientov® elektrofor®zy v denaturuj²c²m polyakrylamidov®m gelu 

(DGGE) je vhodn§ pro separaci kr§tkĨch a stŚednŊ dlouhĨch fragmentŢ DNA. Tato metoda 

bĨv§ ļasto vyuģ²van§ pro identifikaci jednonukleotidovĨch polymorfismŢ bez nutnosti 

sekvenov§n² DNA nebo pro molekul§rn² identifikaci rozs§hlĨch ekosyst®mŢ. Identifikace 

ekosyst®mŢ je spojena pr§vŊ s amplifikac² genu pro 16S rRNA [105]. Princip metody je 

zaloģen na elektroforetick® pohyblivosti amplifikovanĨch fragmentŢ dsDNA prostŚed²m 

s rostouc² denaturuj²c² silou. Fragmenty se pohybuj² na z§kladŊ jejich molekulov® hmotnosti 

(rozd²l ve sloģen² nukleotidovĨch b§z²). S rostouc² denaturuj²c² silou gelu dsDNA denaturuje 

a vznik§ ssDNA (z angl. Ăsingleïstranded DNAñ), jej²ģ pohyblivost je vĨraznŊ niģġ². Rozpad 

dsDNA je z§vislĨ pŚedevġ²m na mnoģstv² vod²kovĨch mŢstkŢ v kaģd®m z fragmentŢ.  

Pro zkvalitnŊn² detekce (ostrost z·n) a stejn® poļ§teļn² vlastnosti pro vġechny fragmenty 

dsDNA se vyuģ²v§ komerļnŊ pŚipravovanĨch primerŢ. Tyto primery obsahuj² tzv. GC svorky 

bohat® na guanin a cystein a jejich d®lka se pohybuje mezi 30 a 60 bp [106]. 

3.2.2.1 PCR amplifikac e genu pro 16S rRNA  

Pro PCR reakci byly postupnŊ rozmrazeny jednotliv® sady vzorkŢ izolovan® bakteri§ln² 

DNA viz. kapitola 3.2.1 (str. 37). Do 200Õl mikrozkumavek byla pŚipravena PCR smŊs  
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pro proveden² polymerasov® reakce. Sloģen² PCR smŊsi a objemy sloģek pro reakci jsou 

uvedeny v Tabulce 2.  

Tabulka 2: Sloģen² a objem PCR smŊsi pro pŚ²pravu jednoho vzorku 

{ƭƻȌƪŀ t/w ǎƳŠǎƛ V ώҡƭϐ 

TŜƳǇƭłǘ 5b! 1 

Primer 338GC 1 

Primer 534RP 1 

dH2O 12 

PCR mix 15 
Pozn§mka: PCR mix (One TaqÈ Quick-LoadÈ 2Ĭ Master Mix with Standard Buffer, New England BioLabs) 

PCR mix obsahuje: 20mM TrisïHCl (pH 8.9 pŚi 25 ÁC), 22mM KCl, 22mM NH4Cl, 1.8mM MgCl2, 0.2mM 

dATP, 0.2mM dCTP, 0.2mM dGTP, 0.2mM dTTP, 5% Glycerol, 0.06% IGEPALÈ CA-630, 0.05% TweenÈ 

20, 1Ĭ Xylen cyanol, 1Ĭ Tartrazin, 25 U/ml OneTaqÈ DNA Polymerase, 10ÕM ĂForvardñ primer 338GC  

(5Ë-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGA- GGCAGCAG-3Ë) 

 10ÕM ĂReverseñ primer 534RP (5Ë-ATTACCGCGGCTGCTGG-3Ë); PCR dH2O (Top-Bio). 

 Amplifikace byla provedena v ĂPCR cycleruñ (Biometra TAdvanced 96 SG). 

Nastaven² PCR programu je uvedeno v Tabulce 3. 

Tabulka 3: PŚehled krokŢ PCR pro amplifikaci ¼seku DNA k·duj²c²ho gen pro 16S rRNA 

Krok ¢ όϲ/ύ t (s) Cykly 

1 95 300 - 

2 95 30 

34Ҏ 3 58 20 

4 72 40 

5 72 300 - 

6 10 қ - 
Pozn§mka: PŚi teplotŊ 95 ÁC doch§z² k teplotn² denaturaci dvouġroubovice DNA, sn²ģen² teploty na 58 ÁC 

umoģnŊn² nasednut² primerŢ na rozvolnŊn® ŚetŊzce DNA, n§sledn® zvĨġen² teploty na 72 ÁC vede k elongaci 
novĨch ŚetŊzcŢ DNA. Kroky 2, 3 a 4 byly 34Ĭ opakov§ny pro dosaģen² vysok® m²ry amplifikace DNA.  

V 6. kroku bylo nutno pŚ²stroj vypnout. 

3.2.2.2 Kontrola amplifikace DNA  

Pro kontrolu ¼spŊġn® amplifikace poģadovan®ho ¼seku DNA bylo vyuģito agarosov® 

elektrofor®zy. Z TBE pufru (sloģen² roztoku: 89mM Tris, 89mM kyselina borit§ a 2mM 

EDTA) byl pŚipraven 1,5% agarosovĨ gel. Roztok agarosy byl pŚiveden k varu a bylo 

pŚid§no 5 Õl ethidiumbromidu (koncentrace 10 mg/ml). Po zchladnut² na teplotu cca 55 ÁC 

bylo nalito na elektroforetickou misku (16 Ĭ 10 cm) pŚibliģnŊ 30 ml roztoku. Do roztoku byl 

vloģen hŚeben pro 25 jamek.  

 Do prvn² jamky bylo aplikov§no 10 Õl standardn²ho vzorku DNA (Quick-LoadÈ 

100bp DNA Ladder, New England BioLabs). Do n§sleduj²c²ch jamek bylo pipetov§no vģdy 
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po 2 Õl PCR produktu. Elektrofor®za byla provedena pŚi napŊt² 110 V po dobu 30 minut. 

Jednotliv® agarosov® gely byly vizualizov§ny pod UV svŊtlem pomoc² zobrazovac²ho 

zaŚ²zen² (Molecular ImagerÈ GelDocTM XR+). 

3.2.2.3 PŚ²prava polyakrylamidov®ho gradientov®ho gelu a DGGE analĨza 

Byl pŚipraven 500 Õl 10% roztok persulf§tu amonn®ho a 100 ml 40% akrylamidu (38 g 

akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu). Pro elektrofor®zu pŚipravenĨch vzorkŢ z kapitoly 3.2.2.1 

(str. 38) byl pouģit denaturuj²c² gradientovĨ polyakrylamidovĨ gel. Gradient gelu byl 

vytvoŚen z roztokŢ, jejichģ denaturaļn² s²la byla 35 % a 60 %. Sloģen² roztokŢ s pŚ²sluġnou 

denaturaļn² silou je uvedeno v Tabulce 4. 

Tabulka 4: Sloģen² roztokŢ pro pŚ²pravu 25 ml polyakrylamidov®ho gelu 

5ŜƴŀǘǳǊŀőƴƝ ǎƝƭŀ 35% 60% 

40% akrylamid (ml) 5,560 5,560 

50% TAE (ml) 0,500 0,500 

Formamid (ml) 3,500 6,000 

aƻőƻvina (g) 3,675 6,300 

dH2O (ml) 12,250 9,500 

 

Podle n§vodu byla sestavena aparatura pro DGGE. Aparatura byla naplnŊna 

polyakrylamidovĨm roztokem pomoc² sady dvou spojenĨch n§dob s magnetickou 

m²chaļkou. Do n§dobky bl²ģ k vĨtoku byl nalit roztok s denaturaļn² silou 60 %, do druh® 

roztok s denaturaļn² silou 35 %. K obŊma roztokŢm bylo pŚid§no 20 Õl TEMEDu a 200 Õl 

10% amonium persulf§tu a byla zapnuta magnetick§ m²chaļka.  Jehla na konci pln²c² 

trubiļky byla um²stŊna mezi skla aparatury pro DGGE. N§slednŊ bylo spuġtŊno peristaltick® 

ļerpadlo s d§vkovaļem (PCD 21). Zhruba po 5 sekund§ch byly obŊ n§dobky propojeny, aby 

mohl vzniknout gel s denaturaļn²m gradientem. Po naplnŊn² aparatury byl mezi skla vloģen 

hŚeb²nek a roztok byl nech§n cca 45 minut polymerovat. Vznikl polyakrylamidovĨ gel 

s denaturaļn²m gradientem o rozmŊrech 17 Ĭ 14 cm.  

 BŊhem polymerace gelu byl pŚipraven zbytek aparatury pro DGGE. Tank byl 

naplnŊn cca 7 litry 1% Trisïacet§tov®ho pufru (TAE, sloģen² roztoku: 0,4M Tris, 0,2M 

kyselina octov§, 0,01M EDTA) a zakryt v²kem. Bylo spuġtŊno zahŚ²v§n² pufru na 60 ÁC.  

 Aparatura s polyakrylamidovĨm gelem byla vloģena do tanku naplnŊn®ho 

pŚedehŚ§tĨm pufrem. Jednotliv® jamky byly propl§chnuty pufrem. Do jamek bylo 
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aplikov§no 29 Õl PCR produktŢ z kapitoly 3.2.2.1. (str. 38). Elektrofor®za DGGE byla 

zah§jena pŚi napŊt² 30 V. Po dosaģen² teploty pufru 60 ÁC bylo napŊt² zvĨġeno na 55 V. 

Elektrofor®za DGGE prob²hala 17ï18 hodin. 

 Po ukonļen² DGGE byl gel vloģen do plastov® n§doby s 50 ml 1% TAE pufru. Bylo 

pŚid§no 5 Õl interkalaļn²ho barviva SYBR Green. Gel byl za st§l®ho m²ch§n² barven  

30 minut. ObarvenĨ gel byl vizualizov§n pod UV svŊtlem pomoc² zobrazovac²ho zaŚ²zen² 

(Molecular ImagerÈ GelDocTM XR+). 

3.2.2.4 PŚ²prava a purifikace  DGGE vzorkŢ pro Sangero vo sekvenov§n² 

Sangerovo sekvenov§n² je metoda vyvinut§ Frederickem Sangerem a jeho kolegy v roce 

1977. Metoda je zaloģen§ na ukonļen² ŚetŊzce fragmentu DNA znaļenĨm 

dideoxynukleotidtrifosf§tem (ddNTP) [107]. Pro proveden² metody jsou nezbytnou souļ§st² 

reakce DNA templ§t, primer, DNA polymerasa, deoxynukleotidtrifosf§ty (dNTP) a ddNTP. 

Ve zjednoduġen®m pŚ²padŊ prob²haj² reakce ve 4 paraleln²ch zkumavk§ch, kde kaģd§ 

v reakļn² smŊsi obsahuje vģdy vġechny sloģky reakce a jeden typ ddNTP. 

Dideoxynukleotidtrifosf§t je modifikovanou b§z² s chybŊj²c² hydroxyskupinou na 3Ë uhl²ku, 

zodpovŊdnĨm za fosfoesterovou vazbu mezi jednotlivĨmi nukleotidy ŚetŊzce. Po zaŚazen² 

ddNTP do sekvence novŊ vznikl® DNA dojde k zastaven² synt®zy. Pro detekci jsou 

vyuģ²van® fluorescenļnŊ znaļen® (dŚ²ve radioaktivnŊ) ddNTP inkorporovan® vģdy na konci 

ŚetŊzce. PŚi analĨze DNA fragmentŢ se vyuģ²v§ elektrofor®za v polyakrylamidov®m gelu 

s vysokĨm rozliġen²m nebo kapil§rn² elektrofor®za. PostupnĨm ļten²m z·n na gelu (smŊrem 

nahoru) se z²sk§ sekvence nukleotidŢ a po jej²m pŚeps§n² je z²sk§na pŢvodn² nukleotidov§ 

sekvence templ§tu [108].  

Podle fotografie z kapitoly 3.2.2.3 (str. 40) byly vybr§ny zaj²mav® z·ny DNA 

(intenzita, pŚ²tomnost u rŢznĨch osob, pŚ²tomnost pouze v nŊkterĨch vzorc²ch u t®ģe osoby 

atd.). Tyto z·ny byly vizualizov§ny pod UV svŊtlem translumin§toru a z gelu opatrnŊ 

vyŚ²znuty, aby nedoġlo ke kontaminaci jinou DNA. VyŚ²znut® z·ny gelu byly pŚeneseny  

do 1,5ml mikrozkumavek a bylo pŚid§no 100 Õl steriln² vody. Mikrozkumavky byly kr§tce 

prom²ch§ny na Vortexu. D§le byly 10 minut centrifugov§ny (MSE Sanyo HAWK 15/05 

Refrigerated Centrifuge) pŚi 12444Ĭ g a laboratorn² teplotŊ.  

D§le byla u vzorkŢ amplifikov§na DNA pomoc² PCR reakce. Sloģen² PCR smŊsi  

pro proveden² reakce je uvedeno v Tabulce 5 (str. 42). 
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Tabulka 5: Sloģen² PCR smŊsi (jeden vzorek) pro amplifikaci DNA z kousku gelu 

{ƭƻȌƪŀ V ώҡƭϐ 

¢ŜƳǇƭłǘ 5b! 5 

PCR mix 15 

Primer 341FP 1 

Primer 534RP 1 

dH2O 8 
Pozn§mka: Templ§t DNA ï steriln² voda s extraktem z vyŚ²znut® z·ny polyakrylamidov®ho gelu, PCR mix 

(One TaqÈ Quick-LoadÈ 2Ĭ Master Mix with Standard Buffer, New England BioLabs) PCR mix obsahuje: 
20mM TrisïHCl (pH 8.9 pŚi 25 ÁC), 22mM KCl, 22mM NH4Cl, 1.8mM MgCl2, 0.2mM dATP, 0.2mM dCTP, 

0.2mM dGTP, 0.2mM dTTP, 5% Glycerol, 0.06% IGEPALÈ CA-630, 0.05% TweenÈ 20,  

1Ĭ Xylen cyanol, 1Ĭ Tartrazin, 25 U/ml OneTaqÈ DNA Polymerase, 10ÕM ĂForwardñ primer 341 FP  

(5Ë-CCTACGGGAGGCAGCAG-3Ë), 10ÕM ĂRewerseñ primer 534 RP (5Ë-ATTACCGCGGCTGCTGG-3Ë). 

Bylo vyuģito stejn®ho programu PCR Ăcycleruñ jako pro amplifikaci vzorkŢ pŚi analĨze 

DGGE v kapitole 3.2.2.1 viz. Tabulka 3 (str. 39). 

 ĐspŊġnost amplifikace byla ovŊŚena na agarosov® elektrofor®ze stejnŊ jako 

v pŚedchoz²m pŚ²padŊ. Amplifikovan§ DNA byla pŚeļiġtŊna pomoc² komerļn² soupravy 

ĂMonarchÈ PCR & DNA Cleanup Kit (5 Õg)ñ od firmy New England Biolabs (d§le pouze 

NEB Monarch). 

 K 28 Õl DNA bylo pŚid§no 140 Õl ĂDNA Cleanup Binding Bufferñ (ŚedŊn² 1 : 5)  

a vġe bylo prom²ch§no pipetou. ředŊn§ DNA byla aplikov§na na kolonku um²stŊnou na ļist® 

mikrozkumavce a byla provedena 1minutov§ centrifugace (Hermle Z216 MK)  

pŚi 16060Ĭ g. Mikrozkumavka byla vypr§zdnŊna a na kolonku bylo pipetov§no 200 Õl 

ĂDNA Wash Bufferñ a opŊt byla provedena centrifugace za stejnĨch podm²nek. Tento krok 

byl opakov§n jeġtŊ jednou. D§le byla kolonka um²stŊna na novou 1,5ml mikrozkumavku  

a bylo na ni aplikov§no 20 Õl ĂDNA Elution Bufferñ. DNA se z kolonky uvolnila  

do 1 minuty, n§sledovala 1minutu centrifugace pŚi 16060Ĭ g. Na z§vŊr byla zmŊŚena 

koncentrace purifikovan® DNA na pŚ²stroji NanoDrop OneC. 

 Pro sekvenov§n² bylo do 200Õl mikrozkumavek aplikov§no 50 ng purifikovan® 

DNA. KaģdĨ vzorek purifikovan® DNA byl takto pŚipraven do 2 mikrozkumavek. D§le bylo 

pŚid§no 2,5 Õl 10ÕM primeru (do 1. mikrozkumavky ĂForwardñ primer 341FP  

a do 2. mikrozkumavky ĂReverseñ primer 534RP) a objem v mikrozkumavk§ch byl doplnŊn 

dH2O na 10 Õl. Takto pŚipraven® vzorky byly odesl§ny ke komerļn²mu sekvenov§n² 

(Sangerovo sekvenov§n²) do firmy SEQme s.r.o..  
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3.2.3 AnalĨzu mikrobi§ln² diverzity za pouģit² ĂNext generation 

sequencingñ  

V souļasn® dobŊ existuje cel§ Śada technologickĨch proveden² NGS (z angl. Ănext 

generation sequencingñ). Jejich spoleļnĨm rysem je moģnost sekvenovat paralelnŊ miliony 

kr§tkĨch fragmentŢ DNA. [109]. KromŊ paraleln²ho sekvenov§n² maj² NGS metody Śadu 

vĨhod oproti starġ²m metod§m (Sangerovo sekvenovan², pyrosekvenov§n²). Hlavn²mi 

vĨhodami jsou rychlost, niģġ² finanļn² n§roļnost na z²skan® mnoģstv² dat a pŚesnost 

vĨsledkŢ. Jako NGS jsou oznaļov§ny sekvenov§n² 2., 3. a 4. generace. Sekvenov§n²  

2. generace je zaloģeno na cyklick®m pŚid§v§n² b§z² na templ§t a jejich sn²m§n². Rozd²l mezi 

jednotlivĨmi platformami je v pouģitĨch chemik§li²ch a v detekļn²ch metod§ch. Mezi hlavn² 

platformy tohoto typu sekvenov§n² patŚ² Ion Torrent, Solexa (ļasto nazĨvan® Illumina), 

SOLiD, 454 (Roche) [110]. 

 V t®to pr§ci bylo pouģito sekvenov§n² 2. generace za vyuģit² platformy Ion Torrent 

od firmy ThermoFisher Scientific. Tato technologie vyuģ²v§ iontovŊ polovodiļov® 

sekvenov§n², pro kter® je nutn® pŚipravit knihovnu DNA. PŚi pŚ²pravŊ se vyuģ²v§ emulzn² 

PCR, kter§ spoļ²v§ v nav§z§n² jednotlivĨch DNA templ§tŢ na kuliļky ĂAmpureBeadsñ. Ty 

jsou n§slednŊ rozprostŚeny do mikrojamek sekvenaļn²ho polovodiļov®ho ļipu. V procesu 

sekvenace jsou k templ§tŢm stŚ²davŊ pŚipouġtŊny neznaļen® dNTP. V pŚ²padŊ, ģe dojde 

k inkorporaci b§ze do novŊ vznikaj²c²ho vl§kna DNA, je uvolnŊn protonovĨ ion (H+). Tento 

H+ ion zmŊn² hodnotu pH roztoku, kter§ je zachycena detektorem a zaznamen§na.  

Pro zaļlenŊn² dNTP do nov®ho vl§kna je nutn§ pŚ²tomnost DNA polymerasy [110]. 

3.2.3.1 PŚ²prava PCR amplikonŢ 

Pro pŚ²pravu PCR amplikonŢ bylo vyuģito metodiky popsan® v pr§ci autorŢ Fliegerov§ 

 a kol. [111].  

Nejprve byla za pomoci PCR amplifikov§na bakteri§ln² DNA z²skan§ z lidskĨch 

fek§ln²ch vzorkŢ, jejichģ zpracov§n² je uvedeno v kapitole 3.2.1 (str. 37). Sloģen² smŊsi  

pro PCR je uvedeno v Tabulce 6 (str. 44). 
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Tabulka 6: Sloģen² smŊsi PCR pro pŚ²pravu jednoho amplikonu 

{ƭƻȌƪŀ ǎƳŠǎƛ V [ҡƭ] 

.ŀƪǘŜǊƛłƭƴƝ 5b! 1 

PCR Master Mix 15 

Primer BactBF 1 

Primer BactBR 1 

dH2O 12 
Pozn§mka: PCR Master Mix (EliZyme HS Robust MIX Red, ElisabethÈ Pharmacon) ï sloģen²: enzymy, 

2mM dNTPs, 6mM MgCl2, ļerven® barvivo, pufr, ĂForwardñ Primer BactBF  

(5Ë-GGATTAGATACCCTGGTAGT-3Ë), ĂReverseñ Primer BactBR (5Ë-CACGACACGAGCTGACG-3Ë). 

Amplifikace byla provedena za podm²nek uvedenĨch v Tabulce 7. D§le byla 

provedena kontrola pomoc² agarosov® elektrofor®zy viz. kapitola 3.2.2.2 (str. 39).  

PŚi ¼spŊġn® amplifikaci byly z²sk§ny amplikony o velikosti 300 bp. Ty byly d§le 

purifikov§ny komerļn²m kitem NEB Monarch. Postup purifikace je uveden  

v kapitole 3.2.2.4 (str. 41). 

Tabulka 7: Podm²nky PCR amplifikace bakteri§ln² DNA pro pŚ²pravu amplikonŢ 

Krok T ώϲ/ϐ T [s] Cykly 

1 95 300 - 

2 95 30 

25Ҏ 3 57 30 

4 72 30 

5 72 300 - 

6 12 қ - 

 

3.2.3.2 PŚ²prava knihovny pro NGS 

PŚ²pravu knihovny lze rozdŊlit do 6 pomyslnĨch krokŢ (oprava koncŢ dsDNA, ligace 

adapt®ru, 2 purifikace dsDNA, amplifikace knihovny a ŚedŊn²ïkvantifikace knihovny).  

Pro pŚ²pravu knihovny vzorkŢ byla pouģita komerļn² souprava ĂNEBNextÈ Fast DNA 

Library Prep Set for Ion TorrentTM (E6270L)ñ. D§le byly pouģity bark·dy (IonExpress, Life 

Technologies), kter® byly ŚedŊny deionizovanou vodou v pomŊru 1 : 1. 

 

I.  Oprava koncŢ ï ĂEnd repairñ 

Pro opravu koncŢ dsDNA bylo pouģito poloviļn² mnoģstv² materi§lu, neģ je doporuļeno 

vĨrobcem. Objemy sloģek smŊsi pro ¼pravu jednoho vzorku jsou uvedeny v Tabulce 8  

(str. 45). D§le byla smŊs pipetov§na po 25 Õl do jamek 96jamkov® destiļky. Do kaģd® jamky 
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bylo pŚid§no 5 Õl dsDNA pŚipraven® v kapitole 3.2.3.1 (str. 43). Destiļka byla vloģena  

do PCR Ăcycleruñ nastaven®ho na 20 minut zahŚ²v§n² pŚi teplotŊ 25 ÁC a 10 minut pŚi 70 ÁC, 

z§vŊreļnou f§z² bylo vypnut² programu a n§sledn® chlazen² pŚi 8 ÁC. 

Tabulka 8: Sloģen² smŊsi pro opravu koncŢ dsDNA 

{ƭƻȌƪŀ  V ώҡƭϐ 

ER pufr 3 

ER enzym 1,5 

dH2O 20,5 
Pozn§mka: ER pufr ï ĂEnd Repair Reaction Bufferñ (BioLabs Inc., NewEngland), ER enzym ï ĂEnd Repair 

Enzyme Mixñ (BioLabs Inc., NewEngland). 

II.  Ligace adapt®ru a bark·dŢ 

D§le byly k opravenĨm amplikonŢm dsDNA ligov§ny adapt®ry. Adapt®r je kr§tkĨ 

oligonukleotid, kterĨ se v§ģe na jeden z tupĨch koncŢ opraven® dsDNA a umoģŔuje vazbu 

jednoho bark·du na druhĨ tupĨ konec dsDNA. Bark·d je kr§tk§ unik§tn² sekvence, kter§ 

oznaļuje konkr®tn² templ§t v knihovnŊ vġech vzorkŢ. D²ky tomuto ¼seku jsou pŚi koneļn® 

analĨze rozpozn§ny jednotliv® vzorky DNA. 

 Nejprve byla pŚipravena smŊs enzymŢ, pufru a adapt®ru P1. Sloģen² smŊsi  

pro pŚ²pravu jednoho vzorku je uvedeno v Tabulce 9.  PŚipraven§ smŊs byla aplikov§na  

po 19 Õl do jamek se vzorky (viz. pŚedchoz² krok). Pot® byl ke kaģd®mu vzorku pŚid§n 1 Õl 

unik§tn²ho bark·du. Destiļka se vzorky byla opŊt inkubov§na v PCR Ăcycleruñ nastaven®m 

na 15 minut zahŚ²v§n² pŚi teplotŊ 25 ÁC a 5 minut pŚi 65 ÁC, z§vŊreļnou f§z² bylo vypnut² 

programu a n§sledn® chlazen² pŚi 8 ÁC. 

Tabulka 9: Sloģen² PCR smŊsi pro pŚ²pravu jednoho vzorku 

{ƭƻȌƪŀ V ώҡƭϐ 

Pufr T4 ligasy 5 

P1 adaptŞr 0,5 

DNA polymerasa 0,5 

T4 ligasa 2,5 

dH2O 10,5 
Pozn§mka: Vġechny sloģky reakce jsou od vĨrobce New England BioLabs Inc., dH2O (Sigma-Aldrich). 

III.  Purifikace DNA za pouģit² kuliļek ĂAmpureBeadsñ 

Opraven§ dsDNA s ligovanĨm adapt®rem a bark·dem byla purifikov§na pomoc² kuliļek 

(AMPure XP, v angl. Ampure beads). K celkov®mu objemu 50 Õl v jamce bylo pŚid§no  
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60 Õl roztoku 1,2V kuliļek, roztok byl prom²ch§n a inkubov§n cca 5 minut za laboratorn² 

teploty, aby doġlo k nav§z§n² DNA na kuliļky. D§le byla destiļka na 5 minut um²stŊna  

na magnet. Po uplynut² inkubaļn² doby byl pomoc² pipety odstranŊn supernatant a bylo 

provedeno dvojn§sobn® promyt² 180 Õl 70% ethanolu. Ethanol vģdy pŢsobil cca 1 minutu. 

V dalġ²m kroku purifikace byl ethanol ¼pln® odstranŊn a kuliļky byly 2ï3 minuty suġeny  

na vzduchu. Po odstranŊn² destiļky z magnetu byla DNA v§zan§ na kuliļky eluov§na  

do 50 Õl 10mM TrisïHCl pufru. Roztok byl prom²ch§n pipetou a na 2 minuty odstaven.  

Na z§vŊr byla destiļka um²stŊna na magnet, do doby, neģ byl roztok ļirĨ (cca 2 minuty). 

Supernatant obsahuj²c² purifikovanou DNA byl pŚenesen do nov® 96jamkov® destiļky. 

IV.  Amplifikace knihovny 

Po purifikaci n§sledovala amplifikace dsDNA. Byla pŚipravena PCR smŊs, jej²ģ sloģen²  

pro pŚ²pravu jednoho vzorku je uvedeno v Tabulce 10. 

Tabulka 10: Sloģen² PCR smŊsi pro amplifikaci vzorkŢ 

{ƭƻȌƪŀ V ώҡƭϐ 

Primery 2 

2Ҏ PCR Master Mix 25 
Pozn§mka: Primery (NEBNext Library Primers for Ion Torrent, New England BioLabs Inc.), PCR Master 

Mix (NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix, New England BioLabs Inc.). 

Do nov® 96jamkov® destiļky byla smŊs pipetov§na po 27 Õl. Do kaģd® jamky bylo 

pŚid§no 23 Õl purifikovanĨch vzorkŢ dsDNA z pŚedchoz²ho kroku. Byla provedena PCR 

amplifikace. Nastaven² pouģit®ho programu je uvedeno v Tabulce 11. 

Tabulka 11: Podm²nky PCR pro amplifikaci vzorkŢ 

Krok T ώϲ/ϐ T [s] Cykly 

1 98 30 - 

2 98 10 

7Ҏ 3 58 30 

4 72 30 

5 72 300 - 

 

V. Purifikace DNA za pouģit² kuliļek ĂAmpureBeadsñ 

N§sleduj²c²m krokem byla opŊt purifikace vzorkŢ. Postup proveden² je uveden v bodŊ III. 

(str. 45). 
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VI.  ředŊn² knihovny a jej² kvantifikace 

Posledn²m krokem pŚ²pravy cel® knihovny bylo ŚedŊn² pro jej² kvantifikaci. Nejprve byly 

vġechny vzorky ŚedŊny 10mM TrisïHCl pufrem v pomŊru 1 : 20. Do dalġ² 96jamkov® 

destiļky byly tyto vzorky pŚeneseny tak, aby vzniklo koneļn® ŚedŊn² 1 : 1000 (bylo 

provedeno ŚedŊn² 1 : 50 jiģ ŚedŊnĨch vzorkŢ 1 : 20). Do posledn² 96jamkov® destiļky byly 

vzorky ŚedŊny 1 : 5000. Kvantifikace knihovny byla provedena dle protokolu ke komerļn² 

soupravŊ ĂKAPA Library Quantification Kit Ion TorrentTM Platformsñ od firmy Roche. 

 Nejprve byla pŚipravena reakļn² smŊs pro kvantitativn² PCR (qPCR). Pro analĨzu 

jednoho vzorku bylo potŚeba 5 Õl ĂKAPA SYBR FAST qPCR Master Mixu (2Ĭ), 1 Õl Ion 

Torrent Primer Mix (10Ĭ)ñ a 0,2 Õl Ă50Ĭ KSF ROX Lowñ (vġechny reakļn² sloģky jsou  

od vĨrobce KAPABIOSYSTEMS, Roche). PŚipraven§ reakļn² smŊs byla pipetov§na  

do 96jamkov® destiļky.  Do tŚech jamek byly pŚid§ny 4 Õl dH2O, tyto jamky byly pouze 

kontroln², bez pŚidan®ho tepml§tu. Do 6 jamek bylo pŚid§no po 4 Õl DNA standardu 

(koncentrace jednotlivĨch vzorkŢ jsou uvedeny v Tabulce 12. 

Tabulka 12: Koncentrace vzorkŢ DNA standardu pro vyhodnocen² qPCR 

DNA Standard Koncentrace [pM] 

1 83 

2 8,3 

3 0,83 

4 0,083 

5 0,0083 

6 0,00083 
Pozn§mka: VĨrobcem vzorkŢ DNA Standardu je KAPABIOSYSTEMS, Roche. 

Do zbylĨch jamek bylo aplikov§no po 4 Õl 1 : 5000 ŚedŊnĨch roztokŢ obsahuj²c²ch 

bakteri§ln² DNA. Destiļka byla vloģena do qPCR Ăcycleruñ (QuantStudioTM 3 Real-Time 

PCR Instrument, ThermoFisher Scientific) a byl spuġtŊn PCR program, jehoģ prŢbŊh je 

uveden v Tabulce 13.  

Tabulka 13: Nastaven² programu qPCR  

Krok ¢ ώϲ/ϐ t [s] Cykly 

1 95 300 - 

2 95 30 
35Ҏ 

3 60 45 

4 65ς95 қ - 
Pozn§mka: Krok 1 ï poļ§teļn² denaturace, krok 2 ï denaturace, krok 3 ï nasednut² primer, krok 4 ï analĨza 

kŚivky t§n², kroky 2 a 3 jsou opakov§ny pro amplifikaci DNA. 
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Z²skan§ data byla zpracov§na pomoc² poļ²taļov®ho softwaru ĂQuantStudieñ  

a pŚevedena do programu Microsoft Excel, kde byly dopoļ²t§ny pomŊry ŚedŊn² jednotlivĨch 

vzorkŢ. D§le byly vġechny vzorky knihovny (1 : 20, 1 : 1000, 1 : 5000) ŚedŊny dH2O tak, 

aby vĨsledn§ koncentrace v jamce byla 30pM. Na z§vŊr bylo z kaģd®ho vzorku odebr§no  

po 1 Õl a pŚevedeno do spoleļn® mikrozkumavky. Mikrozkumavka s obsahem t®to smŊsi 

byla fin§ln² knihovnou pro metodu NGS. Tato mikrozkumavka byla skladov§na v lednici. 

96jamkov® destiļky s ŚedŊnĨmi vzorky byly uloģeny pŚi ï20 ÁC. 

3.2.3.3 PŚ²prava templ§tu pro NGS 

Templ§t pro NGS byl pŚipraven za pouģit² komerļn² soupravy ĂIon PGMTM Hi-QTM View 

OT2 Kit (sada obsahuje: Ion PGMTM Hi-QTM OT2 Solutions, Ion PGMTM Hi-QTM OT2 

Supplies)ñ od firmy ThermoFisher Scientific. PodrobnŊjġ² n§vod pŚ²pravy templ§tu je 

uveden na internetov® adrese [112]: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/ 

LSG/manuals/MAN0014579_IonPGM_HiQ_View_OT2_UG.pdf. 

Pro pr§ci byl pouģit pŚ²stroj firmy ThermoFisher Scientific ĂIon OneTouch 2 

Systemñ, sloģenĨ ze 2 modulŢ: ĂIon OneTouch 2 Instrumentñ a ĂIon OneTouch ES 

(Enrichment Syst®m)ñ. Na modulu ĂIon OneTouch 2 Instrumentñ byla nastavena metoda 

ĂPGM: Ion PGMTM Hi-QTM OT2 Kit-400ñ. D§le byly do pŚ²sluġnĨch ļ§st² vloģeny 

mikrozkumavky typu ĂRecovery Tubeñ se 150 Õl ĂBreaking Solutionñ. Mezi 

mikrozkumavky byl vloģen mŢstek (rotor) typu ĂRecovery Routerñ. Do pŚ²stroje byla 

um²stŊna amplifikaļn² destiļka typu ĂAmplification Plateñ a do ventilu pŚ²stroje byla 

vloģena vstŚikovac² tryska. D§le byly na pŚ²sluġn® pozice naġroubov§ny zkumavky typu 

ĂReagent Tubeñ (jedna byla naplnŊna z 1/2 olejem a druh§ z 1/4 roztokem ĂRecovery 

Solutionñ) a kontejner na odpad. Do 2ml mikrozkumavky obsahuj²c² 800 Õl roztoku ĂIon 

PGMTM Hi-QTM View Reagent Mixñ byly pŚid§ny v pŚesn®m poŚad² dalġ² roztoky, jak je 

uvedeno v Tabulce 14. Takto byl pŚipraven amplifikaļn² roztok. 

Tabulka 14: Reagencie pŚidan® do mikrozkumavky s 800 Õl ĂView Reagent Mixñ 

tƻǌŀŘƝ Reagencie V ώҡƭϐ 

1 αNuclease-free Waterά 25 

2 αIon PGMTM Hi-QTM View Enzyme Mixά 50 

3 yŜŘŠƴł ƪƴƛƘƻǾƴŀ (30pM) 25 

4 αIon PGMTM Hi-QTM View ISPά 100 
Pozn§mka: ĂIon PGMTM Hi-QTM View ISPñ je potŚeba pŚed pouģit²m 1 minutu prom²chat na Vortexu  

a pot® jeġtŊ pipetou. 
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PŚed samotnĨm spuġtŊn²m amplifikace templ§tu byl naplnŊn a nainstalov§n filtr typu 

ĂReaction Filterñ. Do vstupu pro vzorek bylo aplikov§no po 1 ml amplifikaļn²ho roztoku. 

Pot® bylo pŚid§no dvakr§t po 850 Õl reakļn²ho oleje ĂReaction Oilñ. Filtr byl vloģen na svou 

pozici v pŚ²stroji a byla spuġtŊna cca 16hodinov§ amplifikace tepml§tu. 

 Po uplynut² cca 16 hodin byla zastavena amplifikace a s n² i centrifugace prob²haj²c² 

v mikrozkumavk§ch ĂRecovery Tubeñ. V obou mikrozkumavk§ch bylo ponech§no 100 Õl 

roztoku ĂRecovery Solutionñ, zbytek byl odstranŊn pipetou. Do kaģd® mikrozkumavky bylo 

pŚid§no 500 Õl roztoku ĂWash Solutionñ a vġe bylo prom²ch§no pipetou pro rozptĨlen² ISP 

(z angl. ĂIon Sphere Particlesñ). Roztoky z obou mikrozkumavek byly pŚevedeny do nov® 

1,5ml mikrozkumavky. Tato mikrozkumavka byla 2,5 minuty centrifugov§na pŚi 15 500Ĭ g. 

Supernatant byl odebr§n a v mikrozkumavce bylo ponech§no pouze 100 Õl s peletou.  

 Do speci§ln²ho 8jamkov®ho Ăstripuñ, kterĨ byl pozdŊji vloģen do modulu ĂIon 

OneTouch ESñ, byla pŚipravena sada roztokŢ. Seznam roztokŢ s pŚ²sluġnĨm objemem 

v jednotlivĨch jamk§ch je uveden v Tabulce 15. 

Tabulka 15: Seznam roztokŢ v 8jamkov®m Ăstripuñ  

2Φ ƧŀƳƪȅ Roztok V ώҡƭϐ 

1 Roztok 1 100 

2 Roztok 3 300 

3 αIon One TouchTM Wash Solutionά 300 

4 αIon One TouchTM Wash Solutionά 300 

5 αIon One TouchTM Wash Solutionά 300 

6 - - 

7 Roztok 2 143 

8 - - 

 

Roztok 1 (ISP) byl pŚed aplikov§n²m do jamky prom²ch§n pipetou. Roztok 2  

(ĂMelt-Off Solutionñ) byl pŚipraven kombinac² 280 Õl roztoku ĂTweenTM Solutionñ a 40 Õl  

1M hydroxidu sodn®ho. Roztok 3 (ĂDynabeadsTM MyOneTM Streptavidin C1Beadsñ) byl 

pŚipraven z ĂDynabeadsTM MyOneTM Streptavidin C1Beadsñ roztoku, kterĨ byl 30 vteŚin 

resuspendov§n na Vortexu a pot® byla tmav§ peleta kuliļek resuspendov§na pipetou.  

Po resuspendov§n² pelety bylo 13 Õl roztoku pŚeneseno do nov® 1,5ml mikrozkumavky. 

V dalġ²m kroku byla mikrozkumavka um²stŊna na 2 minuty na magnetickĨ stoj§nek.  

Po uplynut² 2 minut byl opatrnŊ odstranŊn supernatant a bylo pŚid§no 130 Õl roztoku 
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ĂMyOneTM Beads Wash Solutionñ. Pot® byla mikrozkumavka kr§tce prom²ch§na  

na Vortexu. 

 V z§vŊreļn®m kroku cel® pŚ²pravy templ§tu byla do modulu ĂIon OneTouch ESñ 

vloģena 0,2ml PCR mikrozkumavka naplnŊn§ 10 Õl neutralizaļn²ho roztoku ĂNeutralization 

Solutionñ. Po nasazen² nov® pipetovac² ġpiļky byl do modulu um²stŊn 8jamkovĨ Ăstripñ. 

Pot® byl modul spuġtŊn. Zhruba po 35 minut§ch byla pŚ²prava ukonļena, bylo 

zkontrolov§no, zda PCR mikrozkumavka obsahuje roztok s ISP. Roztok byl ihned 

prom²ch§n, cca 5Ĭ otoļen²m mikrozkumavky.  Nakonec byl odstranŊn 8jamkovĨ Ăstripñ  

a ġpiļka a pŚ²stroj ĂIon OneTouch 2 Syst®mñ byl vyļiġtŊn. 

3.2.3.4 Sekvenov§n² pŚipraven®ho tepml§tu 

Pro sekvenov§n² pŚipraven®ho tepml§tu z kapitola 3.2.3.3 (str. 48) byla pouģita komerļn² 

souprava ĂIon PGMTM Hi-QTM View Sequencing Kit (sada obsahuje: Ion PGMTM Hi-QTM 

View Sequencing Solutions, Ion PGMTM Seq Supplies)ñ od firmy ThermoFisher  

Scientific. Sekvenov§n² bylo prov§dŊno na pŚ²stroji ĂIon PGMTM Systemñ.  

PodrobnŊjġ² manu§l pro sekvenov§n² templ§tu a o obsluze pŚ²stroje je dostupnĨ  

na internetov®m odkazu [113]: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/ 

MAN0014583_IonPGM_HiQ_View_Sequenc_UG.pdf.  

PŚed zah§jen²m pr§ce byl pŚ²stroj ĂIon PGMTM Systemñ vyļiġtŊn za pouģit² 18 Mɋ 

vody. Po vyļiġtŊn² pŚ²stroje byl zkontrolov§n tlak v rezervo§ru a byly pŚipraveny lahve se 

z§sobn²mi roztoky pro sekvenov§n². Do vypl§chnut® z§sobn² lahve (2) byly natoļeny  

cca 2 litry 18 Mɋ vody a byl pŚid§n celĨ objem lahviļky s roztokem ĂIon PGMTM Hi-QTM 

View Sequencing W2 Solutionñ. Na z§vŊr bylo do lahve pŚid§no 70 Õl 100mM hydroxidu 

sodn®ho a vġe prom²ch§no. Do vypl§chnut® z§sobn² lahve (1) bylo pipetov§no 350 Õl ļerstvŊ 

pŚipraven®ho 100mM hydroxidu sodn®ho. Do z§sobn² lahve (3) bylo nalito 50 ml roztoku 

ĂIon PGMTM Hi-QTM View Sequencing W3 Solutionñ. Vġechny tŚi lahve byly nainstalov§ny 

na sv® pozice v pŚ²stroji. D§le byla zapnuta inicializace pŚ²stroje, pŚi kter® si pŚ²stroj 

automaticky nastavil  pH roztoku v z§sobn² lahvi (2).  

Do 50ml lahviļek pro reagencie bylo pipetov§no po 20 Õl roztokŢ dGTP, dCTP, 

dATP a dTTP. Lahviļky byly zaz§tkov§ny a naġroubov§ny do pŚ²stroje. PŚ²stroj do vġech 

lahviļek automaticky doplnil po 40 ml roztoku W2 ze z§sobn² lahve (2).  
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 V dalġ²m kroku byl naplnŊn ļip ĂIon 316TM Chip v2 BCñ. Nejprve byl na Vortexu 

rozm²ch§n vzorek kontroly ĂControl Ion SphereTM Particlesñ a pot® bylo 5 Õl t®to ISP 

kontroly pŚid§no do 0,2ml PCR mikrozkumavky obsahuj²c² templ§t ISP (pŚ²prava viz. 

kapitola 3.2.3.3, str. 48). Objem mikrozkumavky byl prom²ch§n pipetou a pot® 

centrifugov§n 2 minuty pŚi 15 500Ĭ g. Po centrifugaci byl odstranŊn supernatant  

a v mikrozkumavce bylo ponech§no cca 15 Õl roztoku. Bylo pŚid§no 12 Õl primeru ĂIon 

PGMTM Hi-QTM View Sequencing Primerñ a roztok byl prom²ch§n pipetou. Mikrozkumavka 

byla vloģena do PCR Ăcykleruñ nastaven®ho na 2 minuty zahŚ²v§n² pŚi teplotŊ 95 ÁC  

a n§sledn® 2 minuty pŚi 37 ÁC. Po nasednut² primeru byly do PCR mikrozkumavky pŚid§ny 

3 Õl polymerasy ĂIon PGMTM Hi-QTM View Sequencing Polymeraseñ. Roztok byl 

prom²ch§n pipetou a 5 minut inkubov§n pŚi laboratorn² teplotŊ. BŊhem inkubace fin§ln²ho 

roztoku pro sekvenov§n² byl pŚipraven ļip. Nejprve z nŊho byla pomoc² pipety ods§ta 

tekutina, ļip byl centrifugov§n a byla provedena kontrola, ģe neobsahuje ģ§dn® zbytkov® 

tekutiny. Pot® byl celĨ objem (30 Õl) ISP roztoku z PCR mikrozkumavky aplikov§n na ļip. 

Ļip byl centrifugov§n ve stoln² minicentrifuze, nejprve 0,5 minuty smŊrem ke stŚedu a pot® 

0,5 minuty smŊrem od stŚedu. Po centrifugaci byl roztok z ļipu ods§t pipetou a vr§cen zpŊt. 

Po dalġ² 5vteŚinov® centrifugaci doġlo k odstranŊn² pŚebyteļn® tekutiny. Na z§vŊr byl 

v poļ²taļov®m softwaru nastaven pl§n sekvenace, ļip byl vloģen do pŚ²stroje a bylo zah§jeno 

sekvenov§n² vzorkŢ.  

Data byla vyhodnocena v programu QIIME 2 (z angl. ĂQuantitative Insights Into 

Microbial Ecologyñ). Cel® vyhodnocen² bylo provedeno ve virtu§ln²m prostŚed² Linuxu. 

N§vody pro pr§ci v programu QIIME 2 jsou dostupn® na internetov® adrese 

www.qiime2.org [114]. 

  

http://www.qiime2.org/
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4 VĨsledky 

N²ģe jsou pops§ny z²skan® vĨsledky studie vlivu KPP na lidskĨ stŚevn² mikrobiom. Nejprve 

byl pozorov§n vliv KPP na biodiverzitu bakteri² na z§kladŊ polyakrylamidov®ho gelu. 

N§sledovala identifikace nŊkterĨch druhŢ stŚevn²ch bakteri² pomoc² Sangerova 

sekvenov§n². Pot® byla provedena metoda NGS s n§slednou analĨzou vġech mikrobiomŢ 

d§rcŢ. Na z§vŊr byly z²skan® vĨsledky biodiverzity statisticky zpravov§ny pomoc² analĨzy 

hlavn²ch koordin§t a poļtu operaļn²ch taxonomickĨch jednotek.   

4.1 Kontroln² agarosov§ elektrofor®za 

BŊhem pr§ce byla po kaģd® amplifikaci DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA provedena 

kontroln² agarosov§ elektrofor®za. Smyslem t®to elektrofor®zy bylo ovŊŚit, zda doġlo  

k dostateļn® amplifikaci poģadovan®ho ¼seku DNA. Pokud by nŊkterĨ vzorek neposkytl 

z·nu o velikosti 200 bp, jednalo by se o nedostateļnou amplifikaci. Nedostateļn§ 

amplifikace by z§sadnŊ ovlivnila n§slednŊ pouģit® metody. Na Obr§zku 3 je reprezentativn² 

agarosovĨ gel zn§zorŔuj²c² pŚ²tomnost z·ny o velikosti 200 bp, kter§ se vyskytla u vġech 

vzorkŢ. 

 

Obr§zek 3: Fotografie reprezentativn²ho agarosov®ho gelu pro kontrolu pŚ²tomnosti z·ny o velikosti  

200 bp dokazuj²c² dostateļnou amplifikaci DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA. V dr§ze oznaļen® St. je 

standardn² vzorek DNA (Quick-LoadÈ 200bp DNA Ladder), v dr§ze 1-16 jsou vzorky amplifikovan® 

bakteri§ln² DNA z²skan® z lidskĨch fek§ln²ch vzorkŢ. 
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4.2 Vliv komerļn²ch probiotickĨch prepar§tŢ na 

biodiverzitu stŚevn² mikrofl·ry zkoumanĨ metodou 

DGGE 

Pro z§kladn² zjiġtŊn² vlivu KPP na biodiverzitu stŚevn² mikrofl·ry u jednotlivĨch d§rcŢ bylo 

vyuģito metody DGGE. Prvn²m krokem pro proveden² metody byla izolace bakteri§ln² DNA 

k·duj²c² gen pro 16S rRNA, kter§ je spoleļn§ vġem druhŢm bakteri². Izolovan§ DNA byla 

amplifikov§na metodou PCR. Amplifikovan§ DNA byla podrobena vertik§ln² elektrofor®ze 

v gradientov®m denaturuj²c²m polyakrylamidov®m gelu. Jednotliv® gely byly 

dokumentov§ny a d§le analyzov§ny. AnalĨza byla provedena pro kaģd®ho d§rce samostatnŊ, 

z§roveŔ byla uskuteļnŊna celkov§ analĨza napŚ²ļ vġemi mikrobiomy. Na gelech se vzorky 

od jednoho d§rce bylo sledov§no, kter® z·ny se objevuj² nebo naopak miz², ļi jak se nemŊn² 

v ļase (pŚed uģit²m, v prŢbŊhu uģ²v§n² a po skonļen² uģ²v§n² KPP). Na Obr§zku 4 (str. 54) 

je jako pŚ²klad zobrazen gel jednoho d§rce.  
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Obr§zek 4: Fotografie polyakrylamidov®ho gelu po proveden® metodŊ DGGE. Pro uk§zku byl vybr§n gel 

s obsahem bakteri§ln² DNA z fek§ln²ch vzorkŢ d§rce JJ. Kaģd§ z·na reprezentuje jeden konkr®tn² druh 

bakteri², kter® jsou dŊleny na z§kladŊ variabiln²ch m²st v konzervativn²m ¼seku 16S rRNA. V dr§ze ļ. 1 je 

vzorek odebranĨ pŚed zah§jen²m uģ²v§n² KPP, v drah§ch ļ. 2 aģ ļ. 6 jsou vzorky z prŢbŊhu uģ²v§n² KPP, 

v dr§ze ļ. 7 a 8 jsou vzorky odebran® po ukonļen² uģ²v§n² KPP. 

Pro zpŚehlednŊn² porovn§n² mikrobiomŢ jednotlivĨch d§rcŢ mezi sebou byly DGGE 

gely sloģeny do jednoho Obr§zku 5 (str. 55). Vzhledem k rŢzn® rychlosti jednotlivĨch 

elektrofor®z byly z·ny na gelech srovn§ny pomoc² poļ²taļov®ho programu BioNumerics.



 

 

 

   

Obr§zek 5: Porovn§n² polyakrylamidovĨch DGGE gelŢ s amplifikovanou DNA pro gen 16S rRNA jednotlivĨch d§rcŢ. Fotografie vznikla sloģen²m a ¼pravou vġech DGGE 

gelŢ pomoc² poļ²taļov®ho programu BioNumerics. P²smena D, R, MR, DA, S, EJ, DK, K a JJ oznaļuj² jednotliv® d§rce, ļ²sla 1ï70 oznaļuj² dr§hy na gelu. P²smena (B ï pŚed 

uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP) pod ļ²sly drah oznaļuj² dobu odbŊru fek§ln²ho vzorku, z kter®ho je izolov§na DNA. Z·ny vyznaļen® 

krouģky a oznaļeny p²smeny AïN byly odesl§ny k Sangerovu sekvenov§n² do komerļn² firmy SEQme. Identifikovan® bakteri§ln² druhy jsou uvedeny v Tabulce 16 (str. 56). 

5
5 
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4.3 Sangerovo sekvenov§n² zvolenĨch z·n DGGE gelu 

Vġechny polyakrylamidov® gely z²skan® po proveden² metody DGGE byly d§le podrobnŊji 

studov§ny. Z gelŢ bylo vybr§no nŊkolik vĨznamnĨch z·n (intenzita, pŚ²tomnost ve vŊtġinŊ 

vzorkŢ, vhodnost pro vyŚ²znut² ï dobŚe ohraniļen®), u kterĨch bylo provedeno Sangerovo 

sekvenov§n². Vybran® z·ny byly vyŚ²znuty z gelu pod UV lampou. DNA k·duj²c² gen  

pro 16S rRNA byla z vyŚ²znutĨch kouskŢ extrahov§na do dH2O a n§slednŊ amplifikov§na 

pomoc² PCR. Vġechny pŚipraven® vzorky byly odesl§ny k proveden² sekvenace do firmy 

SEQme. 

 Vġechny sekvenovan® z·ny jsou vyznaļeny na Obr§zku 5 (str. 55). Hlavn²m 

pŚedpokladem pro vyhodnocen² bylo, ģe z·ny se stejnou vzd§lenost² od startu reprezentuj² 

stejnĨ bakteri§ln² druh. Pro ovŊŚen² tohoto faktu byla provedena sekvenace odpov²daj²c²ch 

si z·n v rŢznĨch vzorc²ch. PŚehled identifikovanĨch bakteri§ln²ch druhŢ je uvedenĨ 

v Tabulce 16. Uvedeny jsou pouze z·ny s nejvyġġ² procentu§ln² identitou pro danĨ druh 

bakterie. Z·ny s niģġ² identitou jsou uvedeny v z§vorce bez procentu§ln² hodnoty identity. 

Tabulka 16: PŚehled identifikovanĨch bakteri§ln²ch druhŢ metodou Sangerova sekvenov§n² 

½ƽƴŀ błȊŜǾ Identita L5 Ǿ ŘŀǘŀōłȊƛ 

A (I)  Haemophilus parainfluenzae 98 % NR_116168.1 

B (M) Roseburia hominis 83 % NR_074809.1 

F (D) Ruminococcus bromii 86 % NR_025930.1 

H (C, L) Faecalibacterium prausnitzii 97 % NR_028961.1 

J (G) Eubacterium rectale 97 % NR_074634.1 

K (E) Gemmiger formicilis 97 % NR_104846.1 

N Kineothrix alysoides 96 % NR_156081.1 

Pozn§mka: Vġechny uveden® ID identifikovanĨch bakteri§ln²ch druhŢ poch§zej² z datab§ze GenBank, kter§ 

je souļ§st² NCBI (ĂNational Center for Biotechnology Informationñ). 

4.4 Relativn² zastoupen² bakteri§ln²ch ļeled² ve 

stŚevn²m mikrobiomu d§rcŢ 

Vliv uģ²vanĨch KPP na bakteri§ln² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu jednotlivĨch d§rcŢ byl t®ģ 

zkoum§n za pouģit² metody NGS (PGM Ion Torrent). Knihovna pro NGS byla pŚipravena 

z izolovan® bakteri§ln² DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA vġech fek§ln²ch vzorkŢ. Vġechny 

parametry z proveden® NGS metody jsou uvedeny na Obr§zku 6 (str. 57). Pro analĨzu 

pomoc² NGS byl sekvenaļn² ļip pokryt z 63 % sv®ho povrchu. Nanesen® templ§ty byly  

z 86 % klon§ln², 14 % tvoŚily polyklon§ln² templ§ty. NejļastŊji d®lka ļtenĨch fragmentŢ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116168.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HX5GGMDJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074809.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HX5TVWJU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025930.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HX6FX4CT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_028961.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WYRPZM0Y016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074634.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WYRWRE4B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104846.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WYS8HEFP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_156081.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=WYSSJA06016
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byla 295 bp. Uveden® parametry popisuj²c² pŚipravenou knihovnu vypov²daj² o ¼spŊġn®m  

a spr§vn®m pŚipraven² DNA knihovny. 

 

Obr§zek 6: Parametry informuj²c² o proveden® NGS metodŊ vġech fek§ln²ch vzorkŢ. Ļ§st A zobrazuje hustotu 

pokryt² ļipu pŚipravenou knihovnou ISP (z angl. ĂIon Sphere Particles), v ļ§sti B jsou podrobnŊjġ² informace 

(celkovĨ poļet ļten² knihovny, poļet pokrytĨch jamek knihovnou, poļet jamek obsahuj²c² templ§t, poļet 

klon§ln²ch a polyklon§ln²ch ISP) o pŚipraven® knihovnŊ, v ļ§sti C je z§znam o ļtenĨch fragmentech a grafick® 

rozloģen² vġech detekovanĨch d®lek fragmentŢ. 

 Data z²skan§ po proveden® NGS metodŊ informuj² o relativn²m zastoupen² 

bakteri§ln²ch druhŢ v jednotlivĨch lidskĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Tabulky s tŊmito daty jsou 

souļ§st² PŚ²lohy 1 (str. 97). Relativn² zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v jednotlivĨch 

fek§ln²ch vzorc²ch d§rcŢ bylo zpracov§no do sloupcovĨch grafŢ na Obr§zc²ch 7ï15  

(str. 58ï66). Spoleļn§ legenda pro vġechny sloupcov® grafy je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 7: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce D. Graf dokumentuje zmŊny  

v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2D; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7D; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP  

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8D; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 8: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce DA. Graf dokumentuje zmŊny 
relativn²ho zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny ļ²slem 

vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (P1 ï pŚed uģit²m KPP uģ²v§na jin§ probiotika, P2 ï bŊhem 

uģ²v§n² KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). D§rce poskytl 2 vzorky pŚed uģit²m KPP (1DA; P1 ï 1 tĨden 

pŚed KPP, 2DA; P1 ï 1 den pŚed KPP), dŢvodem je uģ²v§n² jinĨch probiotik pŚed zaļ§tkem tohoto experimentu. 

Vzorek 3DA; P2 byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu 

uģ²v§n² KPP. Vzorek 8DA; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 

9DA; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 9: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce DK. Graf dokumentuje zmŊny 

v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2DK; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7DK; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP 

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8DK; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 10: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce EJ. Graf dokumentuje zmŊny 
v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2EJ; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7EJ; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP  

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8EJ; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 11: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce JJ. Graf dokumentuje zmŊny 
v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2JJ; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7JJ; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP  

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8JJ; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 12: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce K. Graf dokumentuje zmŊny 

v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2K; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 6K; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP. D§rce 

neposkytl posledn² vzorek pŚi uģ²v§n² KPP a druhĨ vzorek po ukonļen² uģ²v§n² KPP. Legenda ke grafu je  

na Obr§zek 16 (str. 67). 



 

64 

 

 

Obr§zek 13: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce MR. Graf dokumentuje zmŊny 

v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2MR; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7MR; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP. 

D§rce zapomnŊl odebrat posledn² vzorek (8MR; A). Legenda ke grafu je na Obr§zek 16 (str. 67). 
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Obr§zek 14: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce R. Graf dokumentuje zmŊny 
v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2R; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7R; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP  

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8R; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 
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Obr§zek 15: SloupcovĨ graf reprezentuj²c² sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu d§rce S. Graf dokumentuje zmŊny 
v relativn²m zastoupen² bakteri§ln²ch druhŢ v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch. Vzorky na ose x jsou oznaļeny 

ļ²slem vzorku d§rce; dobou odbŊru fek§ln²ho vzorku (B ï den pŚed prvn²m uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² 

KPP, A ï po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzorek 2S; P byl odebr§n po 5 dnech uģ²van² KPP, dalġ² vzorky byly 

odebr§ny v 12., 26., 40. a 61. dnu uģ²v§n² KPP. Vzorek 7S; A byl odebr§n 4. den po ukonļen² uģ²v§n² KPP  

a 10 dn² po nŊm byl odebr§n vzorek 8S; A. Legenda ke grafu je na Obr§zku 16 (str. 67). 

  



 

 

 

 

Obr§zek 16: Spoleļn§ legenda pro vġechny sloupcov® grafy na Obr§zc²ch 7ï15 (str. 58ï66). 
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Z NGS z²skanĨch dat vyplĨv§, ģe nevyġġ² zastoupen² ve vġech fek§ln²ch vzorc²ch 

vġech d§rcŢ maj² bakterie z ļeledi Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcaceae. 

Zastoupen² tŊchto tŚ² bakteri§ln²ch ļeled² a jejich zmŊny v relativn²m zastoupen² v prŢbŊhu 

experimentu a uģ²v§n² KPP, je zpracov§no do Tabulky 17 (str. 68ï69). Z Tabulky 17 

vyplĨv§, ģe ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ uģ²van® KPP na zastoupen² tŊchto tŚ² ļeled² nemŊlo prakticky 

ģ§dnĨ vliv. 

Tabulka 17: Relativn² zastoupen² nejpoļetnŊjġ²ch bakteri§ln²ch ļeled² ve fek§ln²ch 

vzorc²ch vġech d§rcŢ 

5łǊŎŜ Vzorek Bacteroidaceae [%] Lachnospiraceae [%] Ruminococcaceae [%] 

D 

1D; B 29,92 21,69 16,67 

2D; P 2,06 36,02 25,11 

3D; P 7,49 30,85 22,88 

4D; P 8,25 33,64 24,44 

5D; P 11,81 30,34 13,39 

6D; P 12,12 34,69 19,15 

7D; A 8,98 23,05 19,66 

8D; A 28,08 28,59 15,79 

DA 

1DA; P1 30,96 28,10 21,26 

2DA; P1 16,04 36,89 21,72 

3DA; P2 30,11 18,97 22,31 

4DA; P2 23,09 31,14 23,75 

5DA; P2 17,35 21,08 25,33 

6DA; P2 9,91 34,19 34,37 

7DA; P2 24,16 16,18 27,62 

8DA; A 16,11 28,44 22,29 

9DA; A 22,15 32,31 24,12 

DK 

1DK; B 41,54 26,70 6,30 

2DK; P 26,48 28,88 6,45 

3DK; P 23,27 34,81 8,18 

4DK; P 42,49 25,63 12,72 

5DK; P 17,59 44,14 5,39 

6DK; P 22,68 37,59 5,50 

7DK; A 30,93 29,64 7,15 

8DK; A 8,36 53,53 13,94 
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5łǊŎŜ Vzorek Bacteroidaceae [%] Lachnospiraceae [%] Ruminococcaceae [%] 

EJ 

1EJ; B 44,31 16,28 18,20 

2EJ; P 41,55 26,78 20,21 

3EJ; P 33,98 24,22 24,75 

4EJ; P 44,00 20,83 15,25 

5EJ; P 35,47 26,11 26,48 

6EJ; P 37,24 26,30 22,75 

7EJ; A 39,56 22,91 20,40 

8EJ; A 41,16 20,49 23,99 

JJ 

1JJ; B 40,07 24,06 9,37 

2JJ; P 34,69 30,73 15,07 

3JJ; P 35,14 33,99 10,46 

4JJ; P 26,91 25,96 15,60 

5JJ; P 33,30 34,20 11,04 

6JJ; P 35,91 28,53 13,84 

7JJ; A 44,04 17,54 11,32 

8JJ; A 34,26 28,51 8,31 

K 

1K; B 13,57 25,91 31,87 

2K; P 3,90 34,95 39,26 

3K; P 8,75 33,77 37,81 

4K; P 2,08 36,56 35,37 

5K; P 3,32 26,00 32,93 

6K; A 4,35 34,40 32,08 

MR 

1MR; B 40,28 32,57 14,57 

2MR; P 28,62 29,79 23,62 

3MR; P 29,62 21,78 24,07 

4MR; P 36,99 25,26 24,50 

5MR; P 24,77 32,38 21,58 

6MR; P 22,48 33,72 27,45 

7MR; A 36,80 22,43 14,57 

R 

1R; B 44,67 19,46 28,27 

2R; P 8,71 41,07 35,95 

3R; P 21,05 33,36 35,54 

4R; P 28,48 39,42 21,13 

5R; P 43,13 24,44 24,26 

6R; P 25,26 48,75 16,17 

7R; A 28,66 39,22 20,43 

8R; A 10,92 54,05 27,78 

S 

1S; B 18,37 12,52 28,92 

2S; P 21,32 18,18 34,23 

3S; P 24,38 26,29 25,13 

4S; P 35,56 21,15 20,28 

5S; P 35,55 16,81 19,86 

6S; P 41,68 23,72 20,83 

7S; A 44,45 19,22 17,24 

8S; A 39,68 22,80 16,03 
Pozn§mka: Pokraļov§n² tabulky 17. Vzorek: ļ²slo vzorku d§rce; doba odbŊru vzorku (B/P1 ï pŚed uģ²v§n²m 

KPP, P/P2 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, A ï po skonļen² uģ²v§n² KPP). D§rce S prodŊlal karcinom kolorekta. 
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Uģ²van® KPP obsahuj² ve zvĨġen® m²Śe ļeledi Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae 

a Streptococcaceae. Relativn² zastoupen² tŊchto tŚ² ļeled² bylo ve zkoumanĨch fek§ln²ch 

vzorc²ch relativnŊ n²zk®. Detekovan® zmŊny v relativn²m zastoupen² zm²nŊnĨch tŚ² ļeled² 

jsou uvedeny v Tabulce 18 (str. 70ï71). 

Tabulka 18: Relativn² zastoupen² bakteri§ln²ch ļeled² pŚ²tomnĨch v KPP a ve fek§ln²ch 

vzorc²ch d§rcŢ 

5łǊŎŜ Vzorek Bifidobacteriaceae [%] Lactobacillaceae [%] Streptococcaceae [%] 

D 

1D; B 1,89 0,00 0,11 

2D; P 1,61 0,00 0,28 

3D; P 2,51 0,20 0,48 

4D; P 2,20 0,03 0,37 

5D; P 2,99 0,08 1,92 

6D; P 6,30 0,00 0,25 

7D; A 4,44 0,06 3,08 

8D; A 2,91 0,00 1,16 

DA 

1DA; P1 4,60 0,00 0,18 

2DA; P1 5,88 0,00 0,98 

3DA; P2 8,03 0,00 0,66 

4DA; P2 7,64 0,00 0,76 

5DA; P2 3,07 0,00 0,25 

6DA; P2 5,19 0,00 0,89 

7DA; P2 0,30 0,00 0,37 

8DA; A 0,16 0,00 0,27 

9DA; A 0,46 0,00 0,07 

DK 

1DK; B 4,12 0,00 0,42 

2DK; P 6,38 0,15 4,25 

3DK; P 13,48 0,00 1,48 

4DK; P 1,38 0,00 0,73 

5DK; P 10,49 0,00 1,68 

6DK; P 12,65 0,00 0,95 

7DK; A 6,37 0,00 1,80 

8DK; A 7,82 0,00 0,78 

EJ 

1EJ; B 0,97 0,00 0,00 

2EJ; P 1,72 0,00 0,09 

3EJ; P 8,70 0,00 0,07 

4EJ; P 1,28 0,00 0,09 

5EJ; P 3,83 0,00 0,00 

6EJ; P 2,19 0,00 0,00 

7EJ; A 2,55 0,00 0,00 

8EJ; A 2,59 0,00 0,00 
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5łǊŎŜ Vzorek Bifidobacteriaceae [%] Lactobacillaceae [%] Streptococcaceae [%] 

JJ 

1JJ; B 0,33 0,00 0,47 

2JJ; P 0,77 0,00 0,04 

3JJ; P 0,08 0,00 0,07 

4JJ; P 0,23 0,00 0,15 

5JJ; P 0,23 0,00 0,06 

6JJ; P 0,14 0,00 0,92 

7JJ; A 0,25 0,00 1,35 

8JJ; A 2,10 0,00 0,13 

K 

1K; B 2,53 0,00 0,81 

2K; P 3,23 0,00 0,36 

3K; P 2,29 0,00 0,18 

4K; P 5,89 0,00 0,67 

5K; P 7,08 0,00 0,19 

6K; A 1,74 0,00 0,39 

MR 

1MR; B 0,11 0,00 0,13 

2MR; P 2,17 0,00 0,04 

3MR; P 2,32 0,00 0,53 

4MR; P 0,19 0,00 0,62 

5MR; P 1,76 0,02 0,62 

6MR; P 0,59 0,00 0,30 

7MR; A 9,05 0,00 0,59 

R 

1R; B 0,00 0,00 0,49 

2R; P 0,00 0,00 1,98 

3R; P 0,00 0,00 0,75 

4R; P 0,00 0,05 0,82 

5R; P 0,00 0,00 0,77 

6R; P 0,05 0,00 0,90 

7R; A 0,00 0,00 0,80 

8R; A 0,00 0,00 0,72 

S 

1S; B 0,00 0,00 2,25 

2S; P 0,00 0,00 0,14 

3S; P 0,00 0,00 0,47 

4S; P 0,00 0,00 0,30 

5S; P 0,00 0,00 0,27 

6S; P 0,00 0,00 0,23 

7S; A 0,00 0,05 0,80 

8S; A 0,00 0,00 0,30 
Pozn§mka: Pokraļov§n² tabulky 18. Vzorek: ļ²slo vzorku d§rce; doba odbŊru vzorku (B/P1 ï pŚed uģ²v§n²m 

KPP, P/P2 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, A ï po skonļen² uģ²v§n² KPP). D§rce S prodŊlal karcinom kolorekta. 
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4.5 Vliv probiotik na biodiverzitu stŚevn²ho mikrobiomu 

zkoumanĨ na z§kladŊ metody NGS  

U vġech fek§ln²ch vzorkŢ byla provedena analĨza hlavn²ch koordin§t (PCoA,  

z angl. Ăprincipial coordinate analysisñ). Jedn§ se o v²cerozmŊrnou statistickou metodu, 

kter§ se pouģ²v§ pŚi hodnocen² biodiverzity vzorkŢ v souboru. Tato metoda zkoum§ pomoc² 

asociaļn² matice podobnosti, respektive nepodobnosti, shody mezi jednotlivĨmi vzorky. 

VĨsledkem analĨzy jsou prostorov® diagramy. Podobn® vzorky (oznaļen® barevnĨmi body) 

jsou v diagramu shlukov§ny k sobŊ, vzorky, kter® se liġ², jsou vzd§len®. AnalĨza vzorkŢ byla 

prov§dŊna u kaģd®ho d§rce samostatnŊ. Uk§zka diagramu PCoA je na Obr§zku 17. Zbyl® 

diagramy jsou souļ§st² PŚ²lohy 2 (str. 115). 

  

 

Obr§zek 17: PŚ²klad diagramu PCoA pro fek§ln² vzorky poskytnut® od d§rce R. Ļ²sla u barevn® legendy 

oznaļuj² poŚad², ve kter®m byly vzorky odebr§ny (1 ï pŚed uģit²m KPP, 2ï6 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, 7ï8 ï po 

ukonļen² uģ²v§n² KPP). Vzhledem k dlouhĨ ļasovĨm intervalŢm mezi jednotlivĨmi odbŊry vzorkŢ jsou vzorky 

odliġn®, a tud²ģ nedoch§z² k shlukov§n² bodŢ k sobŊ. Diagram by vġe l®pe uk§zal, kdyby mohl bĨt  

ve 3D prostoru. Osy diagramu nepŚedstavuj² ģ§dnĨ parametr, procenta v z§vorce pŚedstavuj² pouze procenta 

variant v matici odliġnosti, resp. podobnosti.  
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Pro grafick® zn§zornŊn² poļtu operaļn²ch taxonomickĨch jednotek (OTU, z angl. 

Ăoperational taxonomic unitñ) bylo vyuģito krabicovĨch grafŢ, t®ģ nazĨvanĨch Ăboxplotñ. 

Jedn§ se o dalġ² typ zobrazen² vyuģ²vanĨ u statistickĨch metod, kterĨ graficky zn§zorŔuje  

a pom§h§ porozumŊt rozmanitosti jednotlivĨch analyzovanĨch vzorkŢ z velk®ho souboru 

dat. Poļet OTU byl urļen jednotlivŊ u kaģd®ho d§rce a skupiny vzorkŢ. Krit®riem  

pro bakteri§ln² rozmanitost byla doba spojen§ s uģit² KPP. U kaģd®ho d§rce byla biodiverzita 

bakteri§ln²ch druhŢ urļov§na ve 3 skupin§ch vzorkŢ (pŚed uģit²m KPP, bŊhem uģ²v§n² KPP 

a po ukonļen² uģ²v§n² KPP). Na Obr§zku 18 je uk§zkovĨ Ăboxplotñ zn§zorŔuj²c² zmŊnu 

v biodiverzitŊ bakteri§ln²ch druhŢ, kter§ byla vyvol§na uģ²v§n²m KPP u d§rce D. Tento graf 

vypov²d§ o n§rustu poļtu OTU u skupiny vzorkŢ odebranĨch bŊhem uģ²v§n² KPP oproti 

vzorku pŚed uģit²m KPP. Po vysazen² KPP doġlo k postupn®mu n§vratu poļtu OTU  

na pŢvodn² hodnotu pŚed uģit²m KPP. Zbyl® grafy typu Ăboxplotñ zn§zorŔuj²c² bakteri§ln² 

biodiverzitu mezi skupinami vzorkŢ jednotlivĨch d§rcŢ jsou na Obr§zku 19 a 20  

(str. 74 a 75). 

 

Obr§zek 18: PŚ²klad Ăboxplotuñ vyjadŚuj²c²ho biodiverzitu bakteri§ln²ch druhŢ mezi skupinami vzorkŢ 

poskytnutĨch d§rcem D. Vzorky jsou rozdŊleny do skupin podle ļasu odbŊru, n oznaļuje poļet vzorkŢ  

ve skupinŊ (A ï po uģit² KPP, B ï pŚed uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² KPP). Diverzita bakteri§ln²ch druhŢ 

ve skupin§ch fek§ln²ch vzorkŢ je poļ²t§na pomoc² operaļn²ch taxonomickĨch jednotek (OTU). KaģdĨ graf 

typu Ăboxplotñ obsahuje Ăboxyñ nebo ļ§ry (v pŚ²padŊ 1 vzorku ve skupinŊ). ĂBoxñ je vymezen doln²m a horn²m 

kvartilem a uvnitŚ se nach§z² medi§n (stŚedn² hodnota rozmanitosti), ¼seļky vedouc² od hranice Ăboxuñ 

pŚedstavuj² odlehl® hodnoty. 

  



 

 

 

 

Obr§zek 19: Grafy typu Ăboxplotñ pro d§rce DA, DK, EJ a JJ ukazuj²c² zmŊny v biodiverzitŊ stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ mezi skupinami vzorkŢ na ose x (A ï po uģit² KPP, 

B, P1 ï pŚed uģit²m KPP, P, P2 ï bŊhem uģ²v§n² KPP), poļet vzorkŢ ve skupinŊ ud§v§ ļ²slo n. Biodiverzita bakteri§ln²ch druhŢ ve skupin§ch fek§ln²ch vzorkŢ je poļ²t§na 

pomoc² operaļn²ch taxonomickĨch jednotek (OTU). Skupiny vzorkŢ jsou Śazeny stejnŊ jako na Obr§zku 18 str. 73 (v poŚad²: A, B, P).
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Obr§zek 20: Grafy typu Ăboxplotñ pro d§rce K, MR, R a S ukazuj²c² zmŊny v biodiverzitŊ stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ mezi skupinami vzorkŢ na ose x (A ï po uģit² KPP,  

B ï pŚed uģit²m KPP, P ï bŊhem uģ²v§n² KPP), poļet vzorkŢ ve skupinŊ ud§v§ ļ²slo n. Biodiverzita bakteri§ln²ch druhŢ ve skupin§ch fek§ln²ch vzorkŢ je poļ²t§na pomoc² 

operaļn²ch taxonomickĨch jednotek (OTU). Skupiny vzorkŢ jsou Śazeny stejnŊ jako na Obr§zku 18 str. 73 (v poŚad²: A, B, P).
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5 Disku se 

Cel§ studie byla inspirov§na snahou zjistit vliv kapalnĨch KPP (ĂPro Aliveñ, ĂActiv Detoxñ  

od firmy Ascended Health) na lidskĨ mikrobiom. Jedn§ se o KPP, kter® zat²m nejsou 

dostupn® na ļesk®m trhu. Pr§ce se zamŊŚuje pŚedevġ²m na biodiverzitu stŚevn²ch 

bakteri§ln²ch druhŢ, zejm®na z pohledu jej²ho ovlivnŊn² uģ²v§n²m KPP. Pracovn² hypot®zou 

pro tuto pilotn² studii bylo, ģe pokud d§rce bude uģ²vat KPP, vyvol§ to zmŊnu v biodiverzitŊ 

jeho stŚevn²ho mikrobiomu.  

 Pro studium biodiverzity bakteri§ln²ch druhŢ bylo vyuģito standartnŊ pouģ²vanĨch 

metod. V pŚ²padŊ t®to pilotn² studie byla biodiverzita urļena pomoc² dvou metod. ObŊ 

metody jsou zaloģeny na izolaci bakteri§ln² DNA k·duj²c² gen pro 16S rRNA  

z poskytnutĨch lidskĨch fek§ln²ch vzorkŢ a n§sledn® identifikaci bakteri².  

Prvn² metoda bĨv§ oznaļov§na jako PCR-DGGE analĨza [104]. VĨhodou t®to 

metody je jej² ļasov§ nen§roļnost a jednoduchost. Metoda je d§le vhodn§ pro vytvoŚen² 

prvotn² pŚedstavy o zmŊn§ch v mikrobiomu. Zakl§d§ se na amplifikaci izolovan® bakteri§ln² 

DNA. Spr§vn§ amplifikace byla ovŊŚena kontroln² agarosovou elektrofor®zou. PŚ²klad 

spr§vn® amplifikace je zobrazen na Obr§zku 3 (str. 52), kde je vidŊt pŚ²tomnost poģadovan® 

z·ny o velikosti 200 bp.  V pŚ²padŊ, ģe by nedoġlo k zobrazen² t®to z·ny na agarosov®m 

gelu, znamenalo by to nedostateļnou amplifikaci poģadovan®ho ¼seku nebo chybu 

v nŊkter®m z pŚedchoz²ch krokŢ a bylo by potŚeba pŚ²pravu vzorku opakovat od zaļ§tku.  

Se spr§vnŊ amplifikovanou DNA byla provedena DGGE elektrofor®za. Na DGGE gelech 

byly sledov§ny zmŊny v pŚ²tomnosti a intenzitŊ jednotlivĨch z·n. Na z§kladŊ pozorov§n² 

byly vybr§ny vĨznamn® z·ny (intenzita, pŚ²tomnost u rŢznĨch osob, vhodnost pro  

vyŚ²znut² ï dobŚe ohraniļen® atd.) a bakteri§ln² DNA z tŊchto z·n byla sekvenov§na pomoc² 

Sangerova sekvenov§n². Vybran® z·ny jsou oznaļeny na Obr§zku 5 (str. 55) p²smeny AïN.  

Na DGGE gelech jsou patrn® zmŊny v zastoupen² jednotlivĨch bakteri§ln²ch druhŢ u vġech 

vzorkŢ. Metodou ovġem nelze urļit vŊtġ² mnoģstv² pŚ²tomnĨch bakteri§ln²ch druhŢ, tud²ģ 

neposkytuje podrobnŊjġ² informace o biodiverzitŊ.   

Proto byla pouģita druh§ metoda, zaloģen§ na pŚ²pravŊ DNA knihovny a n§sledn® 

sekvenaci oznaļovan® jako NGS. Standardn² postup t®to metody je pops§n v pr§ci autorŢ 

Fliegerov§ a kol. [111]. Sekvenace byla provedena na platformŊ Ion Torrent. VĨhodou 

tohoto pŚ²stupu je z²sk§n² komplexn²ch a podrobnĨch informac² o relativn²m zastoupen² 

jednotlivĨch bakteri§ln²ch druhŢ. Jak ukazuj² prezentovan§ data, metoda je mnohem 
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citlivŊjġ² neģ PCR-DGGE analĨza. Znaļn® mnoģstv² komplexn²ch dat je tŚeba zpracovat 

napŚ²klad v poļ²taļov®m programu QIIME 2, jak doporuļuje Di Segni a kol. [115] ve sv® 

pr§ci. VĨstupem mohou bĨt PCoA diagramy nebo grafy typu Ăboxplotñ zobrazuj²c² 

informace o biodiverzitŊ.  

V t®to pilotn² studii bylo zkoum§no, zda uģit² KPP v prŢbŊhu 9 tĨdnŢ ovlivn² 

biodiverzitu stŚevn²ho mikrobiomu. Po proveden² statistick®ho vyhodnocen², zaloģen®ho  

na grafick®m zn§zornŊn² poļtu OTU, byl u 6 z 9 d§rcŢ nalezen trend zvĨġen² biodiverzity  

po dobu uģ²v§n² KPP. NapŚ²klad z grafu na Obr§zku 18 (str. 73) je zŚejm®, ģe uģ²v§n²m KPP 

se zvĨġila biodiverzita pŚ²tomnĨch bakteri§ln²ch druhŢ (narostl poļet OTU), medi§n 

dosahuje hodnoty cca 6,7 OTU, coģ je pŚibliģnŊ o 0,35 OTU v²c neģ u vzorku odebran®ho 

pŚed uģit²m KPP. Tento trend n§rustu poļtu OTU spojenĨ s uģ²v§n²m KPP byl t®ģ pozorov§n 

Kimem a kol. [116]. Vzorky odebran® po skonļen² uģ²v§n² KPP vykazuj² OTU pŚibliģnŊ 6,4. 

Tato hodnota se bl²ģ² hodnotŊ pŚed zah§jen²m uģ²v§n² KPP. Po ukonļen² uģ²v§n² KPP doġlo 

u vġech tŊchto 6 d§rcŢ k poklesu biodiverzity zpŊt smŊrem k hodnotŊ pŚed uģit²m KPP,  

i kdyģ u 5 z 6 d§rcŢ je rozd²l mezi hodnotami OTU u vzorku pŚed uģit²m a po ukonļen² 

uģ²v§n² KPP markantnŊjġ². D§ se tedy pŚedpokl§dat, ģe v kr§tk®m ļase dojde k n§vratu  

na pŢvodn² hladinu. Tento fakt potvrzuje cel§ Śada studi². Uģ dŚ²ve bylo zjiġtŊno, ģe vŊtġina 

probiotickĨch bakteri² dlouhodobŊ nekolonizuje a ani se neusazuje jako souļ§st rezidentn² 

mikrobioty v prostŚed² stŚev [117]. Vzhledem ke zvĨġen®mu poļtu OTU po uģit² KPP lze 

Ś²ct, ģe KPP m§ pozitivn² vliv na biodiverzitu stŚevn²ho mikrobiomu. ObecnŊ plat² pravidlo, 

ļ²m vyġġ² je biodiverzita stŚevn²ho mikrobiomu, t²m vyġġ² je prospŊġnost pro zdravotn² stav 

hostitele. Hlavn²m pŚedpokladem ovġem je, ģe se nejedn§ o vysokou rozmanitost 

patogenn²ch bakteri§ln²ch druhŢ v hostitelsk®m mikrobiomu [50]. 

PŚekvapiv® vĨsledky byly zjiġtŊny u d§rcŢ DA, JJ a K.  Po statistick®m vyhodnocen² 

bylo zjiġtŊno u vġech tŚ² d§rcŢ sn²ģen² poļtu OTU, tedy biodiverzity stŚevn²ch bakteri²,  

ve vzorc²ch odeb²ranĨch bŊhem uģ²v§n² KPP oproti vzorku odebran®mu pŚed zah§jen²m 

uģ²v§n² KPP. DŢvodem tŊchto odchylek od oļek§van®ho trendu mŢģe bĨt nŊjakĨ 

neodhalenĨ klinickĨ probl®m u tŊchto d§rcŢ nebo ne¼ļinnost tohoto KPP na stŚevn² 

mikrobiom u zm²nŊnĨch jedincŢ. To je v souladu se z§vŊry ļl§nku autora Islam [79], kde je 

pops§no, ģe probiotika mohou m²t na kaģd®ho uģivatele jinĨ vliv.  U d§rce DA mŢģe m²t 

z§sadn² vliv i dlouhodob® uģ²v§n² jinĨch probiotik pŚed zah§jen²m cel® studie.  
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OkrajovŊ byl pro urļen² biodiverzity vyuģit ļasovŊ n§roļnŊjġ² postup separace 

bakteri§ln² DNA na elektroforetick®m gelu a sekvenov§n² dŚ²ve ļasto vyuģ²vanou 

Sangerovou metodou. Tento postup vedl k identifikaci nŊkolika bakteri§ln²ch druhŢ, kter® 

jsou typick® pro lidskou stŚevn² mikrofl·ru. U vġech d§rcŢ se podaŚilo do urļit® m²ry 

nez§visle na uģit² KPP identifikovat druhy Roseburia hominis, Faecalibacterium prausnitzii, 

Ruminococcus bromii, Eubacterium rectale a Gemmiger formicilis. Pouze u d§rce DK se 

nepodaŚilo identifikovat bakterie Eubacterium rectale, Gemmiger formicilis. Ovġem podle 

vĨsledkŢ NGS jsou i u tohoto d§rce pŚ²tomny ļeledi, do nichģ patŚ² tyto dva druhy, zŚejmŊ 

ale s n²zkou poļetnost². Z identifikovan® pŊtice bakteri§ln²ch druhŢ jsou Roseburia hominis  

a Faecalibacterium prausnitzii butyr§t produkuj²c² bakterie nach§zej²c² se bŊģnŊ v GIT lid² 

[118]. Dalġ² hojnŊ se vyskytuj²c² stŚevn² bakteri² u zdravĨch jedincŢ je druh Ruminococcus 

bromii. Tento druh je z§stupce ļeledi Ruminococcaceae, kter§ tvoŚ² okolo 20 % mikrofl·ry 

zdrav®ho lidsk®ho tlust®ho stŚeva [119]. Ruminococcus bromii je speci§ln² bakterie 

vyuģ²vaj²c² ġkrob [120]. Eubacterium rectale je vĨznamnĨm druhem podporuj²c²m stŚevn² 

homeost§zu. Mnoģstv² tohoto druhu je sn²ģeno u pacientŢ se z§nŊtlivĨmi onemocnŊn²mi 

stŚev (napŚ. karcinom tlust®ho stŚeva)  [121] a naopak je pomŊrnŊ vysok® u lid² se zdravĨm 

intestin§ln²m traktem [122]. Tento fakt dokl§d§ tak® Obr§zek 5 (str. 55), z nŊhoģ je vidŊt 

m§lo intenzivn² z·nu odpov²daj²c² druhu Eubacterium rectale u d§rce S, kterĨ prodŊlal 

karcinom tlust®ho stŚeva. Dalġ² bŊģnŊ se vyskytuj²c² stŚevn² bakteri² je Gemmiger formicilis. 

Zastoupen² tohoto druhu kles§ napŚ²klad u pacientŢ s Crohnovou chorobou [123].  

U nŊkolika d§rcŢ se podaŚilo identifikovat i m®nŊ bŊģnou bakterii pro stŚevn² 

mikrobiom. Jedn§ se o druh Haemophilus parainfluenzae, kterĨ je typickĨ sp²ġ  

pro mikrofl·ru v ¼stech a horn²ch cest§ch dĨchac²ch. Tento druh je povaģov§n za patogenn² 

a ļasto bĨv§ spojov§n s bronchitidou, otitidou, endokarditidou a pneumoni² [124]. 

PŚ²tomnost rodu Haemophilus ve fek§ln²ch vzorc²ch potvrdila i prov§dŊn§ metoda NGS.  

 Vedle zkoum§n² vlivu KPP na biodiverzitu stŚevn²ho mikrobiomu bylo pŚedmŊtem 

studie i urļen² relativn²ho zastoupen² jednotlivĨch bakteri§ln²ch ļeled². Podrobn§ data  

o zastoupen² bakteri§ln²ch ļeled² ve stŚevn²m mikrobiomu jednotlivĨch d§rcŢ zn§zorŔuj² 

sloupcov® grafy na Obr§zc²ch 7ï15 (str. 58ï66). AnalĨzy uk§zaly, ģe relativn² zastoupen² 

ļeled² Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminicoccaceae zŢst§v§ prakticky nemŊnn®  

a uģ²v§n² KPP nem§ na relativn² zastoupen² tŊchto tŚ² ļeled² t®mŊŚ ģ§dnĨ vliv. Vysok® 

relativn² zastoupen² tŊchto tŚ² ļeled² v lidskĨch fek§ln²ch vzorc²ch potvrzuje i studie autorŢ  

Biagi a kol. [125], kter§ kromŊ vysok®ho zastoupen² tŊchto ļeled² uk§zala, ģe mnoģstv² 
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bakteri² z ļeled² Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminicoccaceae kles§ s vŊkem 

ļlovŊka. MŢģeme pŚedpokl§dat, ģe pŚi pŢsoben² KPP je zvĨġen§ biodiverzita stŚevn²ch 

bakteri² zpŢsobena zmŊnami v relativn²m zastoupen² m®nŊ poļetnĨch bakteri§ln²ch ļeled². 

Tato myġlenka je ve shodŊ s vĨsledky studie autorŢ Kim a kol. [116]. 

PŚi zjiġŠov§n² relativn²ho zastoupen² jednotlivĨch bakteri§ln²ch ļeled² v mikrobiomu 

d§rcŢ se nab²z² ot§zka, zda se v odebranĨch fek§ln²ch vzorc²ch podaŚ² identifikovat  

i bakteri§ln² ļeledi obsaģen® v KPP. Hlavn² sloģkou uģ²vanĨch KPP byly bakteri§ln² ļeledi 

Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae. Ne vģdy se ale podaŚilo  

ve vzorc²ch odebranĨch bŊhem uģ²v§n² a po uģit² KPP identifikovat vġechny tŚi ļeledi. 

Zejm®na ļeleŅ Lactobacillaceae byla identifikov§na jen v mal®m mnoģstv² vzorkŢ. 

DŢvodem by mohla bĨt interakce s jinĨmi druhy bakteri² pŚ²tomnĨmi ve stŚevn²m 

mikrobiomu a n§sledn§ lĨze dod§vanĨch ļeled². Suplementovan® bakterie tak® nemus² m²t 

schopnost zachytit se v prostŚed² stŚeva a kolonizovat jej. Toto potvrzuje studie autorŢ  

Guarner a kol. [117]. Dalġ²m dŢvodem negativn²ho z§chytu by mohlo bĨt n²zk® zastoupen² 

oproti jinĨm ļeled²m, pak by se hledan§ ļeleŅ jevila jako relativnŊ nepŚ²tomn§. Vzhledem 

k tomu, ģe stŚevn² mikrofl·ra obsahuje obrovsk® mnoģstv² bakteri§ln²ch druhŢ, nelze  

za pouģit² dostupnĨch technik identifikovat vġechny pŚ²tomn® bakteri§ln² druhy. BŊģnŊ se 

ud§v§, ģe stŚevn² mikrofl·ru tvoŚ² nŊkolik tis²c bakteri§ln²ch druhŢ [14].  

 Dalġ² ot§zkou bylo, do jak® m²ry jsou si podobn® vzorky z²skan® od jednoho d§rce. 

Pro jej² zodpovŊzen² byla zkoum§na ɓ-diverzita fek§ln²ch vzorkŢ pomoc² metody PCoA 

[126]. Podobnosti mezi vzorky byly vyhodnocov§ny na z§kladŊ poļtu OTU. Hled§n² 

podobnost² mezi vzorky jednoho d§rce se uk§zalo v pŚ²padŊ t®to pilotn² studie jako 

nevhodn®. Jednotliv® vzorky poskytnut® jedn²m d§rcem mezi sebou nevykazovaly 

podobnost na z§kladŊ poļtu OTU. PŚiloģen® diagramy neshlukuj² objekty do jednoho m²sta, 

tedy jednotliv® vzorky jsou odliġn® z hlediska poļtu OTU. Tato metoda by mŊla vĨznam 

v pŚ²padŊ, ģe by bylo prov§dŊno sledov§n² podobnosti, respektive nepodobnosti na vŊtġ²m 

souboru vzorkŢ (napŚ. vŊtġ² poļet vzorkŢ odeb²ranĨch v intervalech jednoho dne). Takto 

z²skan® vĨsledky by mŊly urļitŊ daleko vŊtġ² vypov²daj²c² hodnotu. 

Na z§kladŊ dat z NGS byly vġechny vzorky podrobnŊ analyzov§ny a porovn§ny mezi 

sebou. ObecnŊ je zn§mo, ģe na sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu ļlovŊka m§ z§sadn² vliv cel§ 

Śada vnŊjġ²ch a vnitŚn²ch faktorŢ [19]. TŊmito faktory jsou napŚ²klad vŊk, v§ha, pohlav², 

strava, zdravotn² stav, uģ²van® l®ky, styl ģivota, okoln² prostŚed² pro ģivot, stres a mnoho 
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dalġ²ch faktorŢ [21,22]. KvŢli t®to skuteļnosti je potŚeba ke kaģd®mu d§rci pŚistupovat 

individu§lnŊ a sledovat jeho stŚevn² mikrobiom samostatnŊ. I kdyģ vġichni d§rci uģ²vali 

stejn® KPP, jejichģ vliv na stŚevn² mikrobiom byl zkoum§n, jednalo se pouze o jeden 

z mnoha ovlivŔuj²c²ch faktorŢ. U jednotlivĨch d§rcŢ bylo pozorov§no mnoho zmŊn 

v relativn²m zastoupen² jednotlivĨch bakteri§ln²ch ļeled², a proto nelze vġechny zm²nit. 

V n§sleduj²c²ch odstavc²ch je pops§no pouze nŊkolik vybranĨch pŚ²kladŢ.  

 Vliv  vnŊjġ²ch a vnitŚn²ch faktorŢ na sloģen² stŚevn²ho mikrobiomu byl pozorov§n  

u d§rkyn² JJ a DK. Zm²nŊn® d§rkynŊ jsou monozygotn² dvojļata, jsou tedy geneticky 

shodn®. V ran®m vŊku byly obŊ d§rkynŊ vystaveny spoleļnĨm zdrojŢm (tŊmi mohly  

bĨt ï strava, spoleļn® prostŚed² pro ģivot, dalġ² sourozenec, dom§c² mazl²ļek [24]) a u obou 

by mŊl bĨt pozorov§n vliv stejn® genetick® predispozice [36]. Dalo by se oļek§vat, ģe stŚevn² 

mikrobiom obou d§rkyŔ by mŊl bĨt do jist® m²ry podobnĨ. Ovġem prezentovan® vĨsledky 

odhalily odliġnosti. Nepodobnost je zŚejmŊ zpŢsobena silnŊjġ²m ¼ļinkem odliġn®ho prostŚed² 

[14], ve kter®m obŊ d§rkynŊ nyn² ģij², rozd²lnost² ve stravovac²ch n§vyc²ch (DK ï bŊģn§ 

strava, JJ ï paleo dieta), vliv mŢģe m²t i tŊhotenstv² d§rkynŊ DK, coģ naznaļuje napŚ²klad 

studie autorŢ Ferrocino a kol. [127].  

 Dalġ²m pŚ²kladem je d§rkynŊ S, kter§ v minulosti podstoupila ¼spŊġnou l®ļbu 

kolorekt§ln²ho karcinomu. PŚed uģit²m KPP u n² bylo zjiġtŊno zvĨġen® relativn² zastoupen² 

bakteri§ln²ch druhŢ z ļeledi Streptococcaceae. PŚi uģ²v§n² a po ukonļen² uģ²v§n² KPP bylo 

u t®to d§rkynŊ namŊŚeno aģ o Ś§d niģġ² relativn² zastoupen² bakteri² z t®to ļeledi. ĻeleŅ 

Streptococcaeae vedle ĂprospŊġnĨchñ bakteri² obsaģenĨch v KPP zahrnuje mnoho druhŢ 

bakteri², kter® pŢsob² jako patogeny. NapŚ²klad u lid² s karcinomem bylo detekov§no 

zvĨġen® mnoģstv² Streptococcus bovis [128,129]. ZvĨġen® zastoupen² rodu Streptococcus 

bylo pozorov§no i u pacientŢ s l®ļenĨm karcinomem [130]. V pŚ²padŊ t®to d§rkynŊ by se 

dalo uģ²v§n² KPP povaģovat za prospŊġn®, i pŚestoģe je pŚi pohledu na graf na Obr§zku 20 

(str. 75) vidŊt sn²ģenĨ poļet OTU po skonļen² uģ²v§n² KPP oproti stavu pŚed uģit²m KPP. 

Sn²ģen² poļtu OTU po ukonļen² uģ²v§n² KPP by mohlo znamenat ¼ļinek ĂprospŊġnĨchñ 

bakteri² obsaģenĨch v KPP na patogenn² bakteri§ln² druhy pŚ²tomn® v mikrobiomu 

v dŢsledku probl®mŢ spojenĨch s dŚ²ve se vyskytuj²c²m karcinomem. 

Z²skan® vĨsledky z t®to pilotn² studie nejsou zcela jednoznaļn®, proto bude tŚeba 

uģ²v§n² tŊchto KPP podrobit dalġ²mu zkoum§n². Studie naznaļila mnoho ot§zek, pro jejichģ 

zodpovŊzen² bude potŚeba prov®st experimenty s v²ce d§rci. DŢleģit® bude z²skat d§rce 



 

81 

 

rŢznĨch vŊkovĨch skupin, podobnĨch i odliġnĨch n§vykŢ (napŚ. strava, zdravotn² stav, 

sportovn² aktivita, prostŚed² pro ģivot, pŚ²buzenskĨ vztah) a zvĨġit poļet vzorkŢ od kaģd®ho 

subjektu. 

Z§vŊrem je moģn® konstatovat, ģe i pŚes malĨ poļet zkoumanĨch subjektŢ  

a analyzovanĨch vzorkŢ byla tato pilotn² studie ¼spŊġn§. Byl prok§z§n pozitivn² vliv KPP 

na stŚevn² mikrobiom uģivatelŢ, protoģe u vŊtġiny d§rcŢ po pod§n² KPP vzrostla biodiverzita 

stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ. Tento n§rust ovġem nen² trvalĨ. Pro dosaģen² dlouhodob®ho 

stavu zvĨġen® biodiverzity, by bylo zŚejmŊ potŚeba uģ²vat KPP bez pŚeruġen², jak nasvŊdļuj² 

vĨsledky spojen® s uģ²v§n²m KPP a n§rustem biodiverzity v tomto obdob². Probiotick® 

mikroorganismy stŚevo nekolonizuj², proto je potŚeba KPP pod§vat trvale [44].  
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6 Souhrn  

PŚedkl§dan® pilotn² studie se ¼ļastnilo 9 d§rcŢ. Smyslem cel® studie bylo zjistit, zda uģ²v§n² 

KPP zmŊn² biodiverzitu stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ. Pro pr§ci byly uģity standardnŊ 

pouģ²van® metody pro identifikaci bakteri² a sledov§n² biodiverzity pŚ²tomnĨch 

bakteri§ln²ch druhŢ.  

¶ Pomoc² analĨzy PCR-DGGE byla na elektroforetick®m gelu sledov§na biodiverzita 

stŚevn²ch bakteri². Metoda je zaloģena na dŊlen² bakteri§ln² DNA k·duj²c² gen  

pro 16S rRNA. Pomoc² Sangerova sekvenov§n² byly identifikov§ny nŊkter® 

bakteri§ln² druhy (Roseburia hominis, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus 

bromii, Eubacterium rectale, Gemmiger formicilis) typick® pro ĂzdravĨñ stŚevn² 

mikrobiom. 

¶ Za pomoci NGS metody a n§sledn®ho statistick®ho zpracov§n² z²skanĨch dat byla  

ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ zjiġtŊna zmŊna biodiverzity stŚevn²ch bakteri§ln²ch druhŢ  

pŚi uģ²v§n² KPP. D§le metoda poskytla podrobnŊjġ² pŚehled o sloģen² stŚevn²ho 

mikrobiomu jednotlivĨch d§rcŢ. 

¶ Bylo zjiġtŊno, ģe uģ²v§n² KPP nem§ ģ§dnĨ vĨznamnĨ vliv na relativn² zastoupen² 

poļetnŊjġ²ch bakteri§ln²ch ļeled². 

¶ Ve vzorc²ch odebranĨch bŊhem uģ²v§n² a po ukonļen² uģ²v§n² KPP se nepodaŚilo 

identifikovat vyġġ² relativn² zastoupen² ĂprospŊġnĨchñ bakteri§ln²ch ļeled² 

obsaģenĨch v uģ²vanĨch KPP oproti vzorkŢm odebranĨm pŚed uģit²m.  
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PŚ²loha 1: Procentu§ln² zastoupen² vġech nalezenĨch bakteri§ln²ch druhŢ 

v lidskĨch fek§ln²ch vzorc²ch 

Data z²skan§ z analĨzy NGS na pŚ²tomn® bakteri§ln² druhy ve fek§ln²ch vzorc²ch poskytnutĨch jednotlivĨmi d§rci. Z uvedenĨch dat byly sestrojeny 

grafy v kapitole 4.4 (str. 57). VĨznam zkratek: B ï pŚed uģit²m KPP, P1 ï pŚed uģit²m KPP uģ²v§ny jin§ probiotika, P (P2) ï uģ²v§n² KPP, A ï po uģit² KPP 

Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce D ï graf na Obr§zku 7 (str. 58) 

5łǊŎŜ D 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1D; B 2D; P 3D; P 4D; P 5D; P 6D; P 7D; A 8D; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,06% 0,03% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 1,89% 1,61% 2,51% 2,20% 2,99% 6,30% 4,44% 2,91% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 4,07% 3,25% 2,32% 2,20% 5,17% 3,47% 1,86% 2,40% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,40% 0,62% 0,00% 0,14% 0,73% 0,00% 0,17% 0,23% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 29,92% 2,06% 7,49% 11,81% 8,25% 12,12% 8,98% 28,08% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,59% 0,03% 0,00% 0,99% 0,14% 0,79% 0,11% 0,96% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 4,41% 0,28% 0,14% 1,10% 1,19% 3,16% 3,31% 2,68% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 1,21% 0,06% 0,14% 1,02% 0,48% 0,73% 0,17% 0,76% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 1,30% 0,00% 0,00% 0,23% 0,08% 0,08% 0,14% 0,42% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae 0,00% 0,00% 0,20% 0,03% 0,08% 0,00% 0,06% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,11% 0,28% 0,48% 0,37% 1,92% 0,25% 3,08% 1,16% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,08% 0,08% 0,00% 0,54% 0,03% 0,31% 0,20% 1,36% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 5,71% 15,56% 12,20% 2,37% 12,29% 3,73% 10,28% 2,57% 
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5łǊŎŜ D 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1D; B 2D; P 3D; P 4D; P 5D; P 6D; P 7D; A 8D; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,03% 0,08% 0,00% 0,11% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 21,69% 36,02% 30,85% 33,64% 30,34% 34,69% 23,05% 28,59% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 3,02% 7,23% 11,36% 5,34% 9,04% 3,11% 2,94% 3,16% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 16,67% 25,11% 22,88% 24,44% 13,39% 19,15% 19,66% 15,79% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,00% 1,50% 0,31% 0,71% 1,16% 1,16% 1,84% 0,08% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,06% 0,00% 0,00% 0,20% 0,03% 0,06% 0,00% 0,14% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 2,88% 2,63% 0,45% 1,44% 5,00% 3,70% 6,05% 2,12% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Sphingomonadales; Sphingomonadaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 3,22% 1,16% 4,94% 1,19% 0,20% 0,40% 0,37% 0,76% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 1,38% 0,00% 0,00% 7,91% 0,00% 0,79% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,59% 1,10% 2,43% 0,08% 3,76% 4,97% 12,09% 5,34% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,00% 0,00% 1,21% 0,31% 0,28% 0,11% 0,14% 0,25% 

"Unassigned" 0,76% 1,33% 0,08% 1,55% 3,39% 0,88% 1,05% 0,23% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce DA ï graf na Obr§zku 8 (str. 59) 

5łǊŎŜ DA 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 1DA; 
P1 

2DA; 
P1 

3DA; 
P2 

4DA; 
P2 

5DA; 
P2 

6DA; 
P2 

7DA; 
P2 

8DA; A 9DA; A 
Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,07% 0,05% 0,05% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 4,60% 5,88% 8,03% 7,64% 3,07% 5,19% 0,30% 0,16% 0,46% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 0,00% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,14% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriales Incertae Sedis 0,00% 0,11% 0,09% 0,09% 0,09% 0,05% 0,16% 0,21% 0,30% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,25% 0,59% 0,43% 0,43% 0,37% 0,21% 0,30% 0,32% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 30,96% 16,04% 30,11% 23,09% 17,35% 9,91% 24,16% 16,11% 22,15% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 1,83% 0,48% 2,15% 0,80% 2,06% 0,02% 2,70% 2,84% 0,82% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,16% 0,09% 0,21% 0,07% 0,18% 0,00% 0,27% 0,16% 0,23% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 1,44% 3,39% 5,42% 3,41% 10,57% 3,32% 13,14% 16,34% 7,83% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 4,00% 1,56% 3,46% 1,60% 3,68% 0,39% 3,68% 4,67% 1,26% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Cyanobacteria; Melainabacteria; Gastranaerophilales; "gut metagenome" 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,39% 0,11% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Cyanobacteria; Oxyphotobacteria; Chloroplast; "uncultured eukaryote" 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,18% 0,98% 0,66% 0,76% 0,25% 0,89% 0,37% 0,27% 0,07% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,00% 0,43% 0,41% 0,02% 3,25% 0,43% 1,72% 1,24% 0,18% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,76% 0,34% 0,02% 0,00% 0,48% 0,55% 0,21% 0,18% 0,00% 
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5łǊŎŜ DA 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1DA; P1 

2DA; 
P1 

3DA; 
P2 

4DA; 
P2 

5DA; 
P2 

6DA; 
P2 

7DA; 
P2 

8DA; A 9DA; A 
Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiales vadinBB60 group 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,25% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Eubacteriaceae 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,05% 0,30% 0,25% 0,02% 0,34% 0,00% 0,21% 0,30% 0,39% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 28,10% 36,89% 18,97% 31,14% 21,08% 34,19% 16,18% 28,44% 32,31% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,66% 1,10% 0,82% 0,41% 0,62% 1,05% 0,25% 0,23% 0,71% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 21,26% 21,72% 22,31% 23,75% 25,33% 34,37% 27,62% 22,29% 24,12% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,16% 0,55% 0,23% 0,43% 0,78% 0,53% 0,48% 0,34% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 1,65% 4,10% 2,13% 3,16% 4,05% 3,62% 1,69% 1,72% 2,29% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,48% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Mitochondria 0,00% 0,21% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; 
Burkholderiaceae 

1,67% 0,39% 0,69% 0,16% 1,33% 0,00% 0,39% 0,50% 2,29% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; 
Enterobacteriaceae 

0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 1,26% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Izimaplasmatales; "gut metagenome" 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,25% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "uncultured bacterium" 0,00% 0,23% 0,00% 0,07% 0,14% 0,71% 0,37% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; 
Akkermansiaceae 

0,21% 0,23% 0,16% 0,00% 0,11% 0,00% 0,14% 0,00% 0,00% 

"Unassigned" 2,04% 4,10% 3,32% 2,88% 4,78% 4,19% 4,49% 3,41% 3,34% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce DK ï graf na Obr§zku 9 (str. 60) 

5łǊŎŜ DK 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1DK; B 2DK; P 3DK; P 4DK; P 5DK; P 6DK; P 7DK; A 

8DK; 
A Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,05% 0,08% 0,14% 0,05% 0,03% 0,11% 0,05% 0,12% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 4,12% 6,38% 13,48% 1,38% 10,49% 12,65% 6,37% 7,82% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 3,77% 5,84% 5,65% 3,87% 7,62% 6,94% 4,45% 4,24% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,18% 1,10% 0,66% 0,65% 1,83% 1,58% 0,99% 0,74% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 41,54% 26,48% 23,27% 42,49% 17,59% 22,68% 30,93% 8,36% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,08% 0,00% 0,03% 0,04% 0,04% 0,05% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae 0,00% 0,34% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 0,36% 0,25% 0,06% 0,29% 0,03% 0,00% 0,08% 0,05% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 2,63% 1,57% 2,96% 4,53% 1,75% 2,20% 2,25% 1,40% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 7,05% 5,00% 2,93% 3,15% 2,99% 5,78% 12,36% 0,93% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Family XI 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae 0,00% 0,15% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,42% 4,25% 1,48% 0,73% 1,68% 0,95% 1,80% 0,78% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,57% 2,24% 0,54% 0,38% 0,25% 0,28% 0,00% 0,05% 
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5łǊŎŜ DK 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1DK; B 2DK; P 3DK; P 4DK; P 5DK; P 6DK; P 7DK; A 8DK; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,00% 0,28% 0,00% 0,08% 0,38% 0,02% 0,00% 0,92% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XI 0,00% 0,17% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,11% 0,50% 0,48% 0,20% 0,53% 0,27% 0,24% 0,09% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 26,70% 28,88% 34,81% 25,63% 44,14% 37,59% 29,64% 53,53% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 1,25% 5,00% 0,68% 0,84% 2,82% 0,11% 0,37% 1,85% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 6,30% 6,45% 8,18% 12,72% 5,39% 5,50% 7,15% 13,94% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,70% 0,59% 1,14% 0,31% 1,08% 0,65% 0,38% 0,89% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 1,18% 1,09% 1,31% 1,16% 0,24% 0,39% 0,43% 0,18% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 0,14% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 0,20% 0,13% 0,00% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Mitochondria 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,56% 0,12% 0,08% 0,44% 0,00% 0,41% 0,55% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,01% 1,10% 0,01% 0,11% 0,05% 0,00% 0,42% 0,20% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,19% 0,16% 0,00% 0,00% 0,00% 0,57% 0,19% 0,36% 

"Unassigned" 1,04% 1,67% 2,11% 0,83% 1,09% 1,23% 1,31% 3,46% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce EJ ï graf na Obr§zku 10 (str. 61) 

5łǊŎŜ EJ 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1EJ; B 2EJ; P 3EJ; P 4EJ; P 5EJ; P 6EJ; P 7EJ; A 8EJ; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,05% 0,02% 0,03% 0,08% 0,01% 0,00% 0,04% 0,02% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 0,97% 1,72% 8,70% 1,28% 3,83% 2,19% 2,55% 2,59% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 0,64% 0,60% 0,99% 0,49% 0,43% 1,55% 0,84% 0,76% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,35% 0,13% 0,46% 0,05% 0,17% 0,54% 0,58% 0,30% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; "uncultured" 0,04% 0,14% 0,00% 0,01% 0,05% 0,00% 0,07% 0,06% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 44,31% 41,55% 33,98% 44,00% 35,47% 37,24% 39,56% 41,16% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 1,87% 1,42% 0,63% 0,82% 0,98% 0,96% 2,20% 1,30% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,35% 0,12% 0,05% 0,20% 0,29% 0,09% 0,45% 0,11% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 3,30% 0,57% 1,09% 2,94% 0,36% 0,56% 0,41% 0,96% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 1,50% 0,26% 0,15% 0,43% 0,66% 1,36% 0,79% 0,36% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 6,97% 2,85% 1,42% 7,09% 1,68% 2,16% 4,81% 3,58% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,00% 0,09% 0,07% 0,09% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,07% 0,00% 0,00% 0,09% 0,00% 0,03% 0,00% 0,04% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,37% 0,03% 0,00% 
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5łǊŎŜ EJ 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1EJ; B 2EJ; P 3EJ; P 4EJ; P 5EJ; P 6EJ; P 7EJ; A 8EJ; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Eubacteriaceae 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,06% 0,03% 0,02% 0,06% 0,03% 0,05% 0,04% 0,05% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 16,28% 26,78% 24,22% 20,83% 26,11% 26,30% 22,91% 20,49% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,13% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,08% 0,23% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 18,20% 20,21% 24,75% 15,25% 26,48% 22,75% 20,40% 23,99% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,01% 0,03% 0,09% 0,07% 0,06% 0,06% 0,08% 0,01% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,65% 0,36% 0,35% 1,65% 0,44% 0,73% 0,31% 0,42% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 1,04% 0,05% 0,49% 0,29% 0,00% 0,19% 0,00% 

Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriia; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 1,32% 0,00% 0,06% 2,08% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,05% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,89% 0,98% 2,06% 0,88% 1,22% 1,30% 0,77% 1,30% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,35% 0,16% 0,12% 0,33% 0,21% 0,31% 0,20% 0,26% 

"Unassigned" 1,93% 0,96% 0,71% 1,55% 1,21% 1,23% 0,37% 2,23% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce JJ ï graf na Obr§zku 11 (str. 62) 

5łǊŎŜ JJ 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1JJ; B 2JJ; P 3JJ; P 4JJ; P 5JJ; P 6JJ; P 7JJ; A 8JJ; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,09% 0,04% 0,00% 0,02% 0,00% 0,03% 0,08% 0,06% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 0,33% 0,77% 0,08% 0,23% 0,23% 0,14% 0,25% 2,10% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales; Corynebacteriaceae 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 5,80% 3,69% 3,00% 8,02% 3,74% 4,74% 4,55% 11,44% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriales Incertae Sedis 0,01% 0,00% 0,10% 0,04% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,36% 0,37% 0,32% 0,26% 0,00% 0,28% 0,56% 0,10% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 40,07% 34,69% 35,14% 26,91% 33,30% 35,91% 44,04% 34,26% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,53% 0,93% 1,12% 1,38% 0,34% 1,38% 0,96% 0,53% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,23% 0,24% 0,19% 0,20% 0,19% 0,03% 0,14% 0,10% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 8,10% 8,30% 11,06% 11,42% 11,23% 9,53% 7,11% 4,21% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 1,87% 1,22% 1,32% 1,65% 1,50% 1,22% 2,30% 0,52% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Family XI 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Aerococcaceae 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,47% 0,04% 0,07% 0,15% 0,06% 0,92% 1,35% 0,13% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,07% 0,01% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,48% 0,09% 0,09% 1,69% 0,21% 0,05% 0,11% 0,61% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XI 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
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5łǊŎŜ JJ 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1JJ; B 2JJ; P 3JJ; P 4JJ; P 5JJ; P 6JJ; P 7JJ; A 8JJ; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,23% 0,21% 0,22% 0,29% 0,05% 0,88% 2,44% 4,15% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 24,06% 30,73% 33,99% 25,96% 34,20% 28,53% 17,54% 28,51% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 1,59% 0,76% 0,39% 2,39% 0,71% 0,91% 0,56% 1,07% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 9,37% 15,07% 10,46% 15,60% 11,04% 13,84% 11,32% 8,31% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,33% 0,21% 0,15% 0,13% 0,00% 0,03% 0,06% 0,04% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,33% 0,31% 0,30% 0,60% 1,06% 0,22% 0,64% 0,47% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 

Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriia; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 0,10% 0,18% 0,40% 0,01% 0,16% 0,20% 0,35% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,40% 0,68% 0,40% 0,61% 0,23% 0,14% 1,54% 0,51% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 1,75% 0,00% 0,01% 0,10% 0,00% 0,02% 0,05% 1,20% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "gut metagenome" 0,03% 0,05% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,68% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "uncultured bacterium" 0,03% 0,04% 0,08% 0,00% 0,00% 0,05% 0,25% 0,00% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,15% 0,28% 0,11% 0,16% 0,00% 0,00% 0,13% 0,00% 

"Unassigned" 2,17% 1,11% 0,98% 2,11% 1,74% 0,87% 2,87% 1,72% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce K ï graf na Obr§zku 12 (str. 63) 

5łǊŎŜ K 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1K; B 2K; P 3K; P 4K; P 5K; P 6K; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,09% 0,36% 0,22% 0,43% 0,39% 0,15% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 2,53% 3,23% 2,29% 5,89% 7,08% 1,74% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Propionibacteriales; Propionibacteriaceae 0,00% 0,00% 0,06% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 5,12% 4,65% 2,23% 7,60% 14,39% 3,58% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriales Incertae Sedis 1,63% 1,54% 0,79% 1,89% 2,98% 1,32% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,43% 0,55% 0,31% 0,90% 0,91% 0,85% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 13,57% 3,90% 8,75% 2,08% 3,32% 4,35% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,90% 0,73% 0,67% 0,36% 0,36% 1,33% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,21% 0,01% 0,04% 0,00% 0,03% 0,12% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Muribaculaceae 0,30% 0,61% 1,32% 0,16% 0,13% 0,33% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,12% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 0,04% 0,00% 0,00% 0,09% 0,06% 0,03% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 1,81% 0,72% 2,15% 0,73% 0,67% 4,65% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 2,90% 0,64% 1,11% 0,18% 0,60% 0,96% 

Bacteria; Epsilonbacteraeota; Campylobacteria; Campylobacterales; Campylobacteraceae 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,06% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,81% 0,36% 0,18% 0,67% 0,19% 0,39% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 5,07% 3,85% 3,20% 2,42% 3,17% 6,06% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,96% 0,06% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiales vadinBB60 group 0,10% 0,33% 0,12% 0,12% 0,06% 0,07% 
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5łǊŎŜ K 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1K; B 2K; P 3K; P 4K; P 5K; P 6K; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Eubacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,04% 0,03% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XI 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,07% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 1,27% 1,35% 1,08% 2,83% 3,37% 2,02% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 25,91% 34,95% 33,77% 36,56% 26,00% 34,40% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae 0,04% 0,00% 0,07% 0,00% 0,01% 0,03% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,43% 1,74% 0,93% 0,00% 0,01% 0,93% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 31,87% 39,26% 37,81% 35,37% 32,93% 32,08% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,07% 0,19% 0,06% 0,34% 0,57% 0,28% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,91% 0,22% 0,81% 0,01% 0,06% 1,02% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Beijerinckiaceae 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 0,18% 0,01% 0,10% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Mitochondria 0,00% 0,00% 0,76% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,27% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,50% 0,24% 0,00% 0,15% 0,12% 0,06% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,03% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Moraxellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Izimaplasmatales; "uncultured organism" 0,15% 0,10% 0,12% 0,01% 0,06% 0,07% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,33% 0,00% 0,00% 0,16% 0,16% 0,04% 

"Unassigned" 1,50% 0,39% 0,93% 0,94% 1,11% 3,01% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce MR ï graf na Obr§zku 13 (str. 64) 

5łǊŎŜ MR 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1MR; B 2MR; P 3MR; P 4MR; P 5MR; P 6MR; P 7MR; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,00% 0,04% 0,00% 0,00% 0,13% 0,04% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 0,11% 2,17% 2,32% 0,19% 1,76% 0,59% 9,05% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,00% 0,06% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,17% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 0,76% 1,76% 3,12% 1,36% 2,08% 1,25% 2,63% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriales Incertae Sedis 0,00% 0,17% 0,19% 0,08% 0,28% 0,15% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,28% 0,49% 2,08% 0,40% 1,32% 0,62% 1,10% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 40,28% 28,62% 29,62% 36,99% 24,77% 22,48% 36,80% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 1,44% 2,46% 1,91% 0,36% 2,93% 0,62% 1,38% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,53% 0,25% 0,23% 0,19% 0,17% 0,06% 0,70% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Muribaculaceae 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,04% 0,02% 0,04% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 2,15% 4,53% 3,82% 1,83% 3,44% 3,85% 4,33% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 1,13% 0,93% 2,06% 1,40% 1,91% 1,70% 1,30% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Carnobacteriaceae 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,13% 0,04% 0,53% 0,62% 0,62% 0,30% 0,59% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,40% 0,72% 0,87% 1,42% 0,55% 0,98% 0,34% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,00% 0,23% 0,06% 0,13% 0,93% 0,25% 0,04% 
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5łǊŎŜ MR 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1MR; B 2MR; P 3MR; P 4MR; P 5MR; P 6MR; P 7MR; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiales vadinBB60 group 0,00% 0,00% 0,04% 0,11% 0,00% 0,02% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Defluviitaleaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,00% 0,30% 0,21% 0,11% 0,15% 0,11% 0,11% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 32,57% 29,79% 21,78% 25,26% 32,38% 33,72% 22,43% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,13% 1,34% 1,21% 0,45% 0,85% 0,89% 1,06% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 14,57% 23,62% 24,07% 24,50% 21,58% 27,45% 14,57% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,17% 0,21% 0,59% 0,25% 0,68% 0,32% 0,23% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,30% 0,32% 0,25% 0,38% 0,19% 0,17% 0,19% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 

Bacteria; Lentisphaerae; Lentisphaeria; Victivallales; Victivallaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 1,70% 0,28% 0,23% 0,40% 0,19% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,17% 0,11% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,17% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 2,38% 0,59% 0,96% 0,74% 0,23% 0,06% 1,15% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,04% 0,00% 0,00% 0,08% 0,06% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Izimaplasmatales; "uncultured organism" 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,00% 0,32% 0,08% 0,11% 0,45% 0,13% 0,17% 

"Unassigned" 0,81% 0,57% 3,61% 2,66% 2,34% 4,06% 1,32% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce R ï graf na Obr§zku 14 (str. 65) 

5łǊŎŜ R 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1R; B 2R; P 3R; P 4R; P 5R; P 6R; P 7R; A 8R; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,10% 0,18% 0,18% 0,05% 0,08% 0,15% 0,21% 0,10% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Bifidobacteriales; Bifidobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 0,85% 0,59% 0,75% 0,93% 0,31% 0,87% 0,26% 0,75% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,18% 0,21% 0,00% 0,05% 0,21% 0,13% 0,10% 0,10% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 44,67% 8,71% 21,05% 28,48% 43,13% 25,26% 28,66% 10,92% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,08% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,31% 0,00% 0,13% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 0,10% 0,08% 0,10% 0,46% 0,93% 0,95% 4,68% 0,08% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,03% 0,03% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 0,49% 1,98% 0,75% 0,82% 0,77% 0,90% 0,80% 0,72% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 0,00% 0,00% 0,10% 0,08% 0,10% 0,23% 0,21% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,13% 0,00% 0,64% 0,00% 0,21% 0,00% 0,00% 0,03% 
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5łǊŎŜ R 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1R; B 2R; P 3R; P 4R; P 5R; P 6R; P 7R; A 8R; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,13% 0,33% 0,03% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 19,46% 41,07% 33,36% 39,42% 24,44% 48,75% 39,22% 54,05% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,39% 0,49% 0,31% 1,80% 0,67% 1,18% 0,10% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 28,27% 35,95% 35,54% 21,13% 24,26% 16,17% 20,43% 27,78% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,00% 3,11% 1,29% 0,90% 0,80% 1,57% 1,95% 1,54% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 0,00% 0,15% 0,05% 0,00% 0,51% 0,23% 0,26% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 1,75% 3,34% 1,41% 1,54% 1,31% 0,41% 1,67% 2,52% 

Bacteria; Fusobacteria; Fusobacteriia; Fusobacteriales; Fusobacteriaceae 0,57% 0,98% 2,24% 2,03% 0,85% 0,36% 0,00% 0,15% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Mitochondria 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,28% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 1,18% 0,64% 0,87% 1,21% 0,26% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 1,00% 1,00% 0,31% 0,03% 0,00% 0,69% 0,00% 0,13% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,00% 0,00% 0,33% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

"Unassigned" 0,87% 1,46% 0,72% 0,59% 1,03% 1,59% 1,36% 0,85% 
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Bakteri§ln² zastoupen² ve fek§ln²ch vzorc²ch od d§rce S ï graf na Obr§zku 15 (str. 66) 

5łǊŎŜ S 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1S; B 2S; P 3S; P 4S; P 5S; P 6S; P 7S; A 8S; A 

Klasifikace 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Actinomycetales; Actinomycetaceae 0,35% 0,18% 0,32% 0,08% 0,09% 0,00% 0,07% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria; Micrococcales; Micrococcaceae 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Atopobiaceae 0,32% 0,22% 0,23% 0,19% 0,08% 0,12% 0,21% 0,07% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriaceae 8,64% 2,24% 3,10% 5,11% 2,43% 1,68% 1,45% 1,81% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Coriobacteriales Incertae Sedis 0,83% 0,47% 1,11% 1,00% 0,23% 0,26% 0,20% 0,09% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; Eggerthellaceae 0,49% 0,42% 0,00% 0,00% 0,21% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Actinobacteria; Coriobacteriia; Coriobacteriales; "uncultured" 2,65% 0,92% 1,03% 0,57% 0,39% 0,18% 0,30% 0,24% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Bacteroidaceae 18,37% 21,32% 24,38% 35,56% 35,55% 41,68% 44,45% 39,68% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Barnesiellaceae 0,59% 0,15% 0,85% 1,63% 3,03% 1,41% 3,08% 3,38% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Marinifilaceae 0,02% 0,05% 0,11% 0,27% 0,30% 0,25% 0,26% 0,19% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Porphyromonadaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Prevotellaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Rikenellaceae 2,33% 1,17% 3,47% 2,28% 5,03% 2,39% 4,29% 7,39% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Bacteroidales; Tannerellaceae 0,30% 0,13% 0,52% 0,63% 0,26% 0,53% 0,34% 0,50% 

Bacteria; Bacteroidetes; Bacteroidia; Flavobacteriales; Flavobacteriaceae 0,00% 0,01% 0,03% 0,01% 0,01% 0,02% 0,04% 0,03% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Enterococcaceae 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Lactobacillaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,05% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Lactobacillales; Streptococcaceae 2,25% 0,14% 0,47% 0,30% 0,27% 0,23% 0,80% 0,30% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Christensenellaceae 8,71% 4,79% 2,69% 2,10% 3,00% 1,27% 0,63% 0,90% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiaceae 1 0,45% 2,76% 0,64% 0,07% 0,84% 0,23% 0,05% 0,60% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Clostridiales vadinBB60 group 0,33% 0,20% 0,02% 0,02% 0,70% 0,00% 0,18% 0,18% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Defluviitaleaceae 0,00% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 
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5łǊŎŜ S 

2Ɲǎƭƻ ǾȊƻǊƪǳ ŘłǊŎŜΤ ƻŘōŠǊ ŦŜƪłƭƴƝƘƻ ǾȊƻǊƪǳ 
1S; B 2S; P 3S; P 4S; P 5S; P 6S; P 7S; A 8S; A 

Klasifikace 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Eubacteriaceae 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family XIII 0,81% 1,11% 0,60% 0,47% 0,37% 0,10% 0,43% 0,13% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Lachnospiraceae 12,52% 18,18% 26,29% 21,15% 16,81% 23,72% 19,22% 22,80% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae 0,05% 0,01% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptostreptococcaceae 0,79% 0,54% 1,28% 1,98% 0,73% 0,50% 0,61% 0,70% 

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Ruminococcaceae 28,92% 34,23% 25,13% 20,28% 19,86% 20,83% 17,24% 16,03% 

Bacteria; Firmicutes; Erysipelotrichia; Erysipelotrichales; Erysipelotrichaceae 0,78% 0,48% 0,62% 0,20% 0,07% 0,03% 0,18% 0,07% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Acidaminococcaceae 1,57% 1,97% 0,49% 0,34% 1,33% 1,04% 0,82% 0,62% 

Bacteria; Firmicutes; Negativicutes; Selenomonadales; Veillonellaceae 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Lentisphaerae; Lentisphaeria; Victivallales; Victivallaceae 0,00% 0,00% 0,00% 0,01% 0,04% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhodospirillales; "uncultured" 0,06% 0,02% 0,00% 0,08% 0,06% 0,02% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Deltaproteobacteria; Desulfovibrionales; Desulfovibrionaceae 0,60% 1,31% 0,67% 0,60% 1,72% 0,81% 0,27% 0,89% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Betaproteobacteriales; Burkholderiaceae 0,22% 0,07% 0,07% 1,05% 0,72% 0,00% 0,02% 0,13% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae 0,00% 0,00% 0,77% 0,04% 0,02% 0,00% 0,27% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae 0,00% 0,00% 0,02% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pseudomonadales; Moraxellaceae 0,00% 0,00% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,11% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Izimaplasmatales; "uncultured organism" 0,03% 0,13% 0,03% 0,13% 0,56% 0,00% 0,02% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "uncultured bacterium" 0,00% 0,00% 0,04% 0,04% 0,01% 0,02% 0,11% 0,04% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "uncultured bacterium adhufec202" 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Mollicutes RF39; "unidentified" 0,00% 0,02% 0,00% 0,03% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 

Bacteria; Verrucomicrobia; Verrucomicrobiae; Verrucomicrobiales; Akkermansiaceae 0,03% 0,00% 0,00% 0,09% 0,02% 0,00% 0,02% 0,00% 

"Unassigned" 6,98% 6,71% 4,94% 3,68% 5,26% 2,68% 4,38% 3,12% 
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PŚ²loha 2: Diagramy PCoA zn§zorŔuj²c² bakteri§ln² 

bio diverzitu mezi vzorky souboru  

Diagramy PCoA vġech d§rcŢ bez d§rce R, ukazuj²c² podobnost, respektive nepodobnost 

odebranĨch fek§ln²ch vzorkŢ. Ļ²sla u barevn® legendy oznaļuj² poŚad², ve kter®m byly 

vzorky odebr§ny (1 ï pŚed uģit²m KPP, 2ï6 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, 7ï8 ï po ukonļen² 

uģ²v§n² KPP). 

¶ D§rce D 
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¶ D§rce DA (1ï2 ï pŚed uģitim KPP, 3ï7 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, 8ï9 ï po ukonļen² 

uģ²v§n² KPP) 

 
¶ D§rce DK 
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¶ D§rce EJ 

 
¶ D§rce JJ 
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¶ D§rce K (1 ï pŚed uģit²m KPP, 2ï5 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, 6 ï po ukonļen² uģ²v§n² 

KPP) 

 
¶ D§rce MR (1 ï pŚed uģit²m KPP, 2ï6 ï bŊhem uģ²v§n² KPP, 7 ï po ukonļen² uģ²v§n² 

KPP) 
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¶ D§rce S 

 



 

 

 

WƳŞƴƻ ŀ ǇǌƝƧƳŜƴƝ  
S adresou 

2Ɲǎƭƻ ht 5ŀǘǳƳ ǾȅǇǻƧőŜƴƝ tƻȊƴłƳƪŀ 

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

 


