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Abstrakt

Stfevni mikroflora je rozsdhly ekosystém mikroorganismti, ktery tvofi symbiotické
i patogenni druhy. Mikrofléra plni fadu dulezitych funkci v lidském organismu.
Nezpochybnitelnou funkei je vliv na zdravotni stav hostitele. Pro zdravy mikrobiom obecné
plati, ¢im vyssi je biodiverzita, tim vyssi je prospésnost. Hlavnim piedpokladem ovsem je,
ze se nejednd o vysokou rozmanitost patogennich bakteridlnich druhti. Mikrobiom tvofi
mnoho ,,prospé€Snych® druhii zejména =z celedi Bifidobacterium a Lactobacillus.
V poslednich desetiletich nartsta popularita dopliiovani téchto ,,prospésnych® druhti pomoci
riznych dopliki stravy (napf. probiotika). Pfedkladana diplomova prace se zabyva pilotni
studii vlivu kapalnych komer¢nich probiotickych preparatl od americké firmy Ascended

Health (nedostupné na ¢eském trhu) na lidsky mikrobiom.

Studie se zucastnilo 9 dobrovolnik, kteti poskytli 70 fekalnich vzorki odebranych
v Case pred wuzitim, béhem wuzivini a po uziti zkoumanych preparati.
Pro zjisténi biodiverzity sttevnich bakteridlnich druhti byly pouzity dvé metody, obé
zalozené na identifikaci pomoci bakterialni DNA kodujici gen pro 16S rRNA. Prvni metoda
vyuziva techniku PCR-DGGE a pot¢ identifikaci pomoci Sangerova sekvenovani. Druha
metoda je zalozena na ptfipravé knihovny pro sekvenovani nové generace. Vyhodnoceni
a analyza biodiverzity byla provedena v pocitacovém programu QIIME 2. Diverzita mezi
vzorky byla urCena na zékladé poctu operacnich taxonomickych jednotek. Vedle
biodiverzity byly sledovany zmény v relativnim zastoupeni nejpocetnéjsSich bakteridlnich

celedi a Celedi dodavanych v probioticich.

Ackoli vysledky studie nejsou zcela jednoznacné, lze je shrnout tak, ze béhem
uzivani probiotickych preparati dosSlo u 6 darch ke zvySeni biodiverzity stfevnich
bakteridlnich druhti. Po ukonceni uzivani se biodiverzita u téchto darcti zacala vracet
do stavu pred uzitim. Nejpocetngji zastoupené celedi ve fekalnich vzorcich jsou
Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcaceae. Relativni zastoupeni téchto tii Celedi
nebylo ovlivnéno uZivanim probiotik. Provedené analyzy neprokézaly zménu v relativnim
zastoupeni probiotickych bakteridlnich celedi ve fekalnich vzorcich odebranych béhem

uzivani a po ukonceni uzivani komerc¢nich probiotickych preparati.

Kli¢ova slova: stfevni mikroflora, 16S rRNA, komeréni probiotika, biodiverzita



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 tfamilies. 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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HSV z angl. ,,herpes simplex virus*

ISP z angl. ,,ion sphere particles*
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(z angl. ,,next generation sequencing‘)
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PCoA analyza hlavnich koordinat
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(z angl. ,,polymerase chain reaction‘)
QIIME 2 z angl. ,,Quantitative Insights Into Microbial Ecology*
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(z angl. ,,short chain fatty acid®)
jednovldknova DNA

(z angl. ,,single—stranded DNA*)
Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv
Tris—acetatovy pufr
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1  Uvod

Komer¢né dostupné probiotické preparaty jsou v dneSni dobé béznym doplitkkem stravy
velkého mnozstvi svétové populace. Jsou vyuzivana zejména pro podporu imunity a po 1écbé
antibiotiky. Na svétovém trhu se nachazi celd fada riznych typi probiotik a vybrat ty spravné
mize byt problém. Pro uzivani probiotik se nabizi mnoho otazek. ,Je skutecné spravné
vyuzivat komercni probiotické preparaty? ,Jsou skutecné¢ tak prospésné, jak uvadi
vyrobce? ,Jak vybrat spravny (cenové prijatelny, dostatecné ucinny) piipravek?

,Nestacilo by sttevni mikrofloru doplitovat a obnovovat konzumaci ptirozenych potravin?*

Vedle mikroorganismii obsazenych v probiotikach se pfirozené v lidském téle
nachazi komplexni ekosystém mikroorganismt. Organismus v priabéhu zivota pfichazi
do kontaktu s miliony symbiotickych i patogennich mikroorganismti. Na osidleni organismu
mikroorganismy piisobi velké mnozstvi vnitfnich a wvnéjSich vlivi. Mikroorganismy
pokryvaji kiiZi, jsou ptitomné uvnitt Gstni dutiny, v dychacich cestach, v mocovych cestach,
¢i1 v Zenské pochvé. Jedna z nejpocetnéjSich a zaroven nejzajimavejSich mikroflor se nachazi
ve stfevech. Tato prace je zaméfena predevSim na interakci sttevni mikroflory s poddvanymi

komer¢nimi probiotickymi preparaty (KPP) americké firmy Ascended Health.

1.1 Mikrofléra gastrointestinalniho traktu

Lidsky gastrointestinalni trakt (GIT) je komplexni systém, ktery zacind tustni dutinou,
pokracuje pres zaludek do stfev a konci konecnikem. Gastrointestinalni trakt poskytuje
povrch 150-200 m?, ktery mize byt kolonizovan a prechodné obsazen riiznymi mikroby [1].
Mikroflora obyvajici cely GIT je nesmirné rozsahlym a slozitym ekosystémem. Sklada se
z aerobnich 1 anaerobnich mikroorganismii [2]. Napfi¢ celym GIT je pozorovan obrovsky
rozdil v hustoté osidleni a sloZeni mikroflory [1]. V horni ¢asti GIT, v zaludku a tenkém
stievé se nachazi niz8i pocty bakterii, diivodem je nizsi hodnota pH a kratsi doba prichodu
potravy. Nejvyssi biodiverzita bakterii je v prostiedi tlustého stieva, kde je nizka rychlost
bunécného obratu, nizky redoxni potencial a doba prichodu je dlouhd [3]. Vliv na sloZeni
populaci v jednotlivych castech GIT ma predevSim vnitini prostfedi daného mista a jeho
funkce, kterou zajistuje v této Casti GIT. Pro zachovani spravnych funkci GIT ma
pro hostitele zdsadni vyznam sloZeni jeho stfevni mikroflory. Bakterie pfitomné v GIT plni
hned n¢kolik funkei: produkuji vitaminy, absorbuji ionty (Ca, Mg, Fe), chrani pied patogeny,
posiluji imunitni systém, fermentuji ,,nestravitelné casti potravin® na mastné kyseliny

s kratkym fetézcem (SCFA, z angl. ,,short chain fatty acid) a na dalsi metabolity [1,4,5].
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Mistem vstupu do GIT je Gstni dutina. Potrava je zde mechanicky drcena na malé
¢asti, coz zvétSuje jeji povrch pro pozdé€jsi zpracovani. Dochazi zde ke Stépeni sacharidll
a k jejich vstiebani. Aktivita v tstni dutiné mtze mit velky vliv na trdveni potravy v dolni
casti GIT. Oréalni mikrobiom se skldda z piechodnych a komenzélnich bakterialnich
populaci, které casto tvori biofilmy na povrchu dutiny [6]. Provedené analyzy ukazuji,
ze nejbéznéji se vyskytujicim rodem je Streptococcus, dalsimi ne vzdy ptitomnymi rody jsou
Neisseria, Gamella nebo Veillonella [7]. Z bliz§ich pozorovani se zda, ze ptritomnost
jednotlivych taxont zavisi na interakcich mezi mikroby v rdmci komunity. Naptiklad druhy
Streptococcus oralis a Streptococcus gordonii maji nizkou metabolickou komplementaritu
a vysokou metabolickou konkurenci, a proto jsou vzdjemnymi antagonisty [8]. Dalsi
ptitomny druh  Porphyromonas gingivalis ma naopak vysokou metabolickou

komplementaritu, a tak mize symbioticky rust s jinymi taxony oralni mikroflory [1].

Zaludek je hlavnim mistem v GIT, kde dochazi k traveni. Potrava je zde misena
s proteolytickymi enzymy a zalude¢nimi kyselinami, které napomahaji rozpadu a néasledné
absorpci Zivin. Kyselé prostfedi mé také ochranou funkci pfed patogeny. Vzhledem k velmi
kyselym podminkdm (pH < 4) je v zaludku inhibovan rtst mnoha béznych bakterii.
Z pohledu osidleni mikroorganismy je zaludek jedineCnym mistem. Pocet pfitomnych
mikrobil je uvadén v rozmezi 10' az 10° bakterii na gram obsahu [1,9]. Provadéné studie
odhalily, ze existuji dvé hlavni skupiny lidi, s a bez Helicobacter pylori (nékteti jedinci maji
niz$i zastoupenim Helicobacter pylori) [10]. Jedinci s dominanci Helicobacter pylori
v mikrobiomu m¢li vyznamné zvySeny podil kmene Proteobacteria. Helicobacter pylori je
v sou¢asné dobé velmi studovanym bakterialnim druhem. Casto byvé spojovéan s gastritidou,
peptickymi viedy a rakovinou zaludku. I pies tuto skutecnost je tento druh v urcité mife
povazovan za zdravi prospésny [11]. Dale se v prostfedi zaludku béZzné vyskytuji rody

Streptococcus a Prevotella.

Na Zaludek navazuji stfeva, kde dochézi k trdveni a k absorpci zivin. Do dvanactniku
tenkého stfeva se produkuji Zlu€ové kyseliny a pankreatické enzymy, které se podileji
na traveni potravy. Epitelidlni buiiky v jejunu a ileu umoZiiuji absorpci Zivin, pfedevs§im
glukosy za vyuziti glukosovych transportérti a sodikovych ionti. Tenké stfevo pokracuje
do tlustého stieva, které je kratsi a ma vétsi primér. Zde dochazi predevsim k absorpci vody

a mineralnich latek [1].
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Pro studium mikroflory tenkého a tlustého stfeva se nejcastéji pouzivaji fekalni
vzorky. Pro pfesnou charakterizaci tenkého stieva jsou ovSem nevhodné, a proto se
ve specidlnich pripadech pouziva biopsie tenkého stieva [12]. Nejcastéji detekovanymi
bakteridlnimi rody jsou Clostridium, Streptococcus a Bacteroides [13]. Problematice

mikroflory stfeva je vénovana kapitola 1.2.

1.2 Strevni mikrofldora

Je znamo, ze prakticky vSechny mnohobunééné organismy ziji ve velmi uzkém vztahu
s okolnimi mikroby a lidsky organismus neni zadnou vyjimkou. Lidské télo obyvaji
v obrovském mnozstvi bakterie, archea, viry, houby a protozoa, ktefi ovliviiuji metabolické
a imunitni funkce organismu [14,15]. Je odhadovéno, Ze lidska mikrobiota obsahuje témét
10'* bakterialnich buné&k, coZ je asi 10krat vic, neZ je v téle pfitomnych lidskych bungk,
pokud nejsou uvazovany builky krve. Pravé GIT je nejvice kolonizovanym systémem.
V samotném tlustém stteve se odhaduje vyskyt vice nez 70 % vSech mikrobi v lidském téle.
Tato skuteCnost je podporena pritomnosti celé fady molekul (napf. nestravitelné casti
potravy), které mohou byt vyuzity jako Ziviny mikroorganismi obsazenych praveé v tlustém

stievé [15].

Zajem o stfevni mikrofléru a studie snim spojené v poslednich desetiletich
exponencialné rostou [16]. Mnoho studii prokézalo znacny vliv stfevni mikroflory
na ovlivnéni zdravotniho stavu hostitele a progresi celé¢ fady onemocnéni. U zdravych
jedinct udrzuje osidlujici mikroflora se svym hostitelem mutualisticky vztah, ktery je
prospésny obéma partnerim [1]. Také je znadmo, ze prostiednictvim stfevni mikroflory
dochazi k rozvoji mnoha gastrointestinalnich nemoci (napt. zénétlivé onemocnéni stiev,
kolorektalni karcinom). Zaroven ma stfevni mikroflora souvislost s fadou nemoci tykajicich
se jinych systémill. Mezi tyto choroby patii naptiklad onemocnéni jater, psychické poruchy,
metabolické nemoci, autoimunitni onemocnéni nebo infekéni nemoci [17]. Nékteré
provadéné epidemiologické studie ukézaly, Ze stfevni mikroflora mize hréat potencionalni

roli pro urceni ucinnosti imunoterapie béhem 1écby rakoviny [18].

Na stfevni mikrofloru, a ptredevSim na jeji slozeni ma vliv celd fada vnéjSich
a vnitinich faktor [19]. Vyznamnymi faktory ovliviiujicimi zastoupeni jednotlivych
bakterialnich druhti a jejich mnoZstvi jsou vek, vaha, pohlavi, strava, zdravotni stav, uZivané
Iéky (napt. 1écba pomoci antibiotik [20]), styl Zivota, okolni prosttedi, stres, ale 1 geneticka

vybava pfedana od rodi¢t [21,22].
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Provadéné studie odhalily, ze mikrofléra kazdého jedince se formuje uz béhem
téhotenstvi v té€le matky, kdy je plod vystavovan naptiklad bakteriim pfitomnym v placenté
[23]. Prvni velkd kolonizace t€la mikroorganismy ptichdzi po narozeni jedince. T¢lo
novorozence je osidleno podle zptisobu porodu [24]. U novorozenct narozenych béznou
cestou dochazi ke kontaktu nejprve s vaginalni mikroflérou matky a az poté s vn&jSim
prostfedim. Takto narozené déti maji ve stfevni mikrofléfe vys$$i zastoupeni roda
Lactobacillus a Prevotella. U novorozencl narozenych cisaiskym fezem je osidleni téla
mikroorganismy odliSné a chudSi. Novorozenec prichazi do kontaktu s kozni mikroflorou
matky a v jeho sttevé dominuji rody Streptococcus, Corynebacterium a Propionibacterium
[25]. B€hem prvnich tydna zivota dochazi k masivnimu a dynamickému vyvoji mikroflory,
ktera se postupné stabilizuje. Zhruba ve véku 3 let je sttevni mikrofléra z 40—60 % podobna
dospélému mikrobiomu [26]. Béhem kojeneckého obdobi fidi vyvoj mikroflory pifedevsim
vyziva (matefské mléko, uméla kojenecka vyziva). Dalsi vliv na sloZzeni mikroflory ma
obdobi puberty a hormondlni zmény s ni spojené [24]. Mal¢é déti a jedinci v obdobi puberty
vykazuji vyznamny rozdil v podilech Bacteroides a Bifidobacterium ve srovnani
s dospélymi [27,28]. U dospélych jedinch je mikrofléra pomérné stabilni, ovSem
ne absolutné. I béhem zivota se méni v zavislosti na vnéjSich a vnitinich faktorech
a nemocech. DalSimi faktory, které ovliviiuji kolonizaci t€la mikroorganismy v raném stadiu
zivota jsou uzivana antibiotika, prostiedi do kterého se jedinec narodi, piitomnost

sourozencti nebo domacich mazlicka [24].

Z velké cCasti se na slozeni stievni mikroflory podili strava. Hned po zpiisobu porodu
ma v pocatcich zivota obrovsky vyznam strava kojence. Kojenci vyzivovani matetskym
mlékem maji ve stievé velky podil rodi Bifidobacterium a Lactobacillus, u kojenct
zivenych umélou vyzivou dominuji rody Enterococcus, Enterobacteria, Bacteroides,
Clostridia a Streptococcus. Bakterialni sloZeni sttevniho mikrobiomu se podili na vytvafeni
vrozené imunity béhem vyvoje. Abnormdlni bakteridlni kolonizace zplsobend umélou
kojeneckou vyzivou miize mit za nésledek fadu détskych onemocnéni v disledku Spatné
imunity [29,30]. Rod Bifidobacterium fermentuje dietni oligosacharidy na SCFA
(pt. butyrat), které moduluji imunitni systém hostitele tak, aby produkoval IgG a podporuji
vznik vrozené imunity [31]. Po celou dobu dospélosti zlstava strava jednim
bakteridlnich druhli pfitomnych ve stfevni mikrofléfe. Obecné je piijem stravy bohaté

na ovoce, zeleninu a vldkninu spojovan s vysSi rozmanitosti sttevni mikroflory. Jedinci
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konzumujici tento typ stravy maji v mikrobiomu vyssi vyskyt kmene Firmicutes [31,32].
Studie ukazaly, Ze po 4dennim podavani zivoc¢isné stravy dojde ke snizeni mnozstvi
Firmicutes. To naznacuje, ze 1 velmi kratké dietni manipulace mohou mit podstatny dopad
na stievni mikrofléru [33]. Jind prace autorti De Filippo a kol. [34] zase porovnava stfevni
mikrofloru u skupiny evropskych a venkovskych africkych déti a jejich sklony k obezit¢.
Provadéné sekvenovani fekalnich vzorki odhalilo pfitomnost 4 hlavnich bakteridlnich
kment (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes a Actinobacteria). Ve vzorcich
od evropskych déti bylo pozorovano vyssi relativni zastoupeni Firmicutes a Proteobacteria,
zatimco africké déti mély vySSi relativni zastoupeni Bacteroidetes a Actinobacteria.
U evropskych déti byl pozorovan vice nez dvakrat vyssi pomér mezi kmeny Firmicutes
a Bacteroidetes, coZ naznacuje dramaticky odliSnou bakteridlni kolonizaci stfeva u obou
populaci, nezavislou pfimo na typu stravy. Je znamo, ze pomér Firmicutes : Bacteroidetes
se 1181 u obéznich a §tihlych lidi. Tento pomér klesa s ibytkem hmotnosti pii nizkokalorické
stravé [35]. Vzhledem k obéma zjisténim se d& pifedpokladat, ze zvySeny pomeér
Firmicutes : Bacteroidetes u evropskych déti miize mit souvislost se sklony k obezité. Navic
konzumace stravy zapadniho typu (bohatd na Zivoc¢isné bilkoviny, cukry, Skrob a chuda

na vlakninu) zvysuje riziko obezity [34].

Studie autorti Turnbaugh a kol. [36] se zaméfila na vliv genotypu a sdilené¢ho prostiedi
na stfevni mikrobiom. Studie se zucastnilo nékolik partt dospélych monozygotnich
a dizygotnich dvojcat a jejich matky. Vysledky studie dokazaly, ze stievni mikrobiom je
sdilen mezi ¢leny rodiny a na slozeni mé vliv i geneticka informace predana od rodicu.
U obou pari dvojcat nebyly pozorovany vyrazné odliSnosti v kompozici stievniho

mikrobiomu. U monozygotnich dvojc¢at byl ovSem rozdil mensi.

Jednim z nejvyznamnéjsich faktorti, majicich vliv na sttevni mikrofléru, je zdravotni
stav jedince a 1éky, které uziva. Existuje obrovské mnozstvi studii se zamétenim na lidskou
sttevni mikrofloru v kombinaci s riznymi nemocemi. Z pohledu uzivanych lé¢iv je velmi
dilezity dopad antibiotik na stfevni mikrofléru. Vedle pozitivniho ucinku pii 1écbé
onemocnéni mohou antibiotika narusit vzdjemnou interakci mezi stfevni mikroflorou
a hostitelem a zplisobit akutni onemocnénti, ¢i ptispét k chronickym zdravotnim problémim
[37]. Disledkem 1écby antibiotiky mohou byt akutni prijmy nebo i zivot ohrozujici
pseudomembranozni kolitida [38,39]. Z pohledu chronickych stavii se mize jednat o astma
nebo atopickd onemocnéni. Tato onemocnéni byvaji spojovéna s uZivanim antibiotik

v détstvi a zmenou stievni mikroflory [40,41]. Ve studii autorii Dethlefsen a kol. [37] byly
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sledovany ucinky antibiotik (ciprofloxacin) na stievni mikrobiom tii zdravych jedincii. Darci
poskytli vzorky pred uzivanim antibiotik a po ukonéeni uzivani. Vysledkem bylo zjisténi,
ze mikrobiota pied a po uzivani antibiotik si je podobna u vsech jedincti na trovni rodu,
rozmanitost bakteridlnich taxont pfiblizné€ na jednu tfetinu. Zhruba po 4 tydnech od vysazeni
antibiotik doslo k ndvratu rozmanitosti na ptivodni troven pfed uzitim antibiotik. Existuje
ale tada studii [37,42,43], které poukazuji na dlouhodoby dopad nékterych antibiotik
na stievni mikrofléoru. Pro predchézeni komplikacim, spojenym s uzitim antibiotik, se
v dnes$ni dobé podporuje obnova zdravé mikroflory soucasnym uzivdnim probiotik, jak
uvadi pani profesorka Tlaskalova-Hogenovd na webovych strankach Spolecnosti

pro probiotika a prebiotika o.s. [44]. UZivani probiotik je vénovana kapitola 1.3 (str. 21).

1.2.1 Bakterialni slozeni normalni stfevni mikrofléry

Strevni mikroflora je tvofena pievazné bakteriemi. Bézné se udava, Ze stievni mikrofloru
tvofi ne€kolik tisic bakteridlnich druhi [14]. Objevila se 1 studie, které odhaduje kolektivni
lidskou stfevni mikrofloru az na 35000 bakteridlnich druhii [45]. Hlavni zastoupeni
ve stievni mikroflofe maji anaerobni druhy. Naptiklad tlusté stievo je osidleno z 99,9 %
praveé anaerobnimi bakteriemi. Zbytek tvoti bakterie aecrobni [46]. Anaerobnimi bakteriemi
sttevni mikroflory jsou fakultativni a striktni druhy. Nejvice zastoupenymi anaerobnimi

rody jsou Bifidobacterium, Lactobacillus a Bacteroides [47].

Obecné mezi prevladajici kmeny obyvajici prostredi tlustého stteva patii Firmicutes
a Bacteroidetes. Pomér mezi témito dvéma kmeny se vyznamné podili na predispozicich
k chorobnym staviim jedince [35]. OvSem neni to jediny faktor z pohledu bakterialniho
sloZeni, ktery by mél vliv na projeveni choroby. V malé mife se v prostiedi stfev vyskytuji
1 primarné patogenni druhy jako jsou naptiklad Campylobacter jejuni, Salmonella enterica,
Vibrio cholera, Escherichia coli a Bacteroides fragilis. Pokud dojde ke zvySeni mnozstvi
téchto druhti, vede to v mnoha pfipadech k propuknuti chronického onemocnéni. Méné
vyznamnym kmenem je Proteobacteria, jehoz druhy jsou zastoupeny v nizkém mnozZstvi.
Nizk4 hojnost tohoto kmene, a zaroven vysoké zastoupeni rodl Bacteroides, Prevotella

a Ruminococcus ptispivaji k zdravému sttevnimu mikrobiomu [31,48].

Na sloZeni a rozmanitost sttevniho mikrobiomu maji vyznamny dopad nemoci. Jak
autoimunitni, tak neoplastickd onemocnéni, napiiklad zanétlivd onemocnéni stiev,

cukrovka, obezita, kardiovaskularni onemocnéni, riizné alergie nebo rakovina [17].
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Jednu z dalSich metod pro charakterizaci normalni stfevni mikroflory navrhlo
konsorcium MetaHIT. Tento typ klasifikace bakteridlniho slozZeni je zalozen na tfidéni
druhového slozeni do symbiotickych typi podle vztahu mezi hostitelem a mikroby. Tyto
typy byly pojmenovany jako enterotypy. Obecné existuji tii enterotypy. Enterotyp 1 je
charakterizovan vysokym vyskytem Bacteroides a vyskytuje se naptiklad spole¢né
s Parabacteroides. Bakterie patfici do enterotypu 1 vyuzivaji primarné€ energii z fermentace
sacharidi a bilkovin. Bakterie z rodu Bacteroides maji Siroky sacharolyticky potencial.
Vyuziti téchto substrati jako zdroje energie je zpiisobeno zvySenou piitomnosti geni
kodujicich enzymy, kterymi jsou hexoaminidasy, galaktosidasy a proteasy. Enterotyp 2 je
charakterizovan vysokym vyskytem rodu Prevotella. Vyskytuje se spolecné srodem
Desulfovibrio, ktery v synergii pomaha odbourdvat mucinové glykoproteiny pfitomné
v slizni¢ni vrstvé stieva. Rod Prevotella je vyznamny mucinovy degradator, ktery vyuziva
schopnosti rodu Desulfovibrio, ktery urychluje krok desulfatace mucinu. Enterotyp 3 je
nejcastéji se vyskytujicim typem. Je typicky vysokym vyskytem rodu Ruminococcus, ktery
se vyskytuje spolecné¢ srodem Akkermansia, jenz obsahuje druhy schopné degradovat
mucin. Enterotyp 3 je spojovan s membranovym transportem cukri, coz naznacuje efektivni
vazbu mucinu, néasledné jeho hydrolyzu a absorpci cukrii bakteriemi. Déle byla u téchto
enterotypl pozorovana celd fada specifickych metabolickych funkci. Naptiklad enterotyp 1
se vyznacuje syntézou biotinu, riboflavinu, pantothendtu a askorbatu. U enterotypu 2
prevlada syntéza thiaminu a folatu. Nelze fict, ktery enterotyp je povazovan za ,,zdravy*
normalni mikrobiom [31,49]. Kazdy ,,zdravy* mikrobiom musi byt vyvazeny a m¢l by
dosahovat zvySené biodiverzity bakteridlnich druhti [50]. Fylogenetické a funkcni rozdily
mezi enterotypy maji samoziejme vliv na vzajemné vztahy mezi hostitelem a mikrobiomem

[49].

1.2.2 Funkce strevni mikroflory

Jak jiz bylo fe€eno, stfevni mikroflora udrzuje symbioticky vztah se stfevni sliznici a diky
tomu zajiStuje pro zdravého jedince podstatné metabolické, imunologické a ochranné
funkce. I ztéchto divodli je stievni mikroflora povazovana za ,,organ® s rozsdhlou
metabolickou schopnosti a funkéni plasticitou [31]. Piestoze je mikroflora GIT, a zejména
sttevni mikrobiom, vyznamné prostudovanou oblasti, stile existuje mnoho nepopsanych

taxonl s nezndmymi funkcemi [1].

Jednou z hlavnich funkci stfevni mikroflory je jeji podil na metabolismu Zivin.

Nestravitelné oligosacharidy (pf. vlaknina) a sacharidy, které uniknou proximalnimu travent,

16



jsou v tlustém stievé fermentovany za ucasti anaerobnich bakteridlnich rodt Bacteroides,
Roseburia, Bifidobacterium, Fecalibacterium a Enterobacteria. Vysledkem této fermentace
je syntéza fady metabolitd, ptevazné SCFA. Vyznamnymi SCFA jsou butyrat, propionat
a acetat. Ty jsou pro bakterie ,,odpadnim* produktem, ale pro hostitele maji obrovsky
vyznam v podobé substrati zpracovavanych v mnoha metabolickych drahach
(napt. metabolismus lipidti, glukosy, cholesterolu) [31,51,52]. Dale jsou signalnimi
molekulami a bohatym zdrojem energie pro hostitele. Predpoklada se, ze SCFA piisobi jako
ligandy pro receptory (Gpréd1l) spirazené s G-proteiny [53]. N&které SCFA (napf. butyrat)
mohou vznikat pfeménou toxickych vedlejSich produkti (D-laktat) metabolismu. Tento
proces zabraniuje hromadéni téchto toxickych latek v téle. Bylo zjisténo, Ze za iCasti stfevni
mikroflory a pi1 pH 6,5 dochazi k metabolismu laktatu pravé na butyrat [54]. Dale bylo
prokazano, ze stfevni mikroflora ma pozitivni vliv na metabolismus lipidi. Naptiklad
Bacteroides thetaiotaomicron zvysuje u€innost hydrolyzy lipidi zvySenim exprese kolipasy,
kterou potifebuje pankreaticka lipasa pro traveni lipidh [55]. Ne&které druhy stfevni
mikroflory obsahuji aparat metabolizujici proteiny na signalni molekuly. Aminokyselinové
transportéry na bunécné stén¢ bakterii usnadnuji vstup aminokyselin ze stitevniho lumenu
do bakterii. Uvniti bakterii poté dochézi ke konverzi na malé signalni molekuly
a antimikrobidlni peptidy [31]. Mezi dulezité piiklady patii konverze L-histidinu na histamin
nebo konverze glutamatu na kyselinu y-aminomadselnou [56,57]. Dalsi metabolickou funkci
sttevni mikroflory je syntéza vitaminu K a vitamini B (B2, B7, B12) [58]. Zastupci rodu
Bacteroides syntetizuji konjugovanou kyselinu linolovou, kterd ma antidiabetické,
antiaterogenni, antiobesogenni, hypolipidemické a imunomodulac¢ni vlastnosti [59]. Stfevni
mikroflora, zejména Bacteroides intestinalis a do ur¢it¢ miry také Bacteroides fragilis
a E. coli, ma schopnost dekonjugovat a dehydratovat primarni Zzlucové kyseliny
a preménovat je na sekundarni Zlu€ové kyseliny (deoxycholové a litocholovd). Déle bylo
také prokazéno, ze zdrava stievni mikrofléra zvySuje koncentraci kyselin pyrohroznové,
citronové¢, fumarové a jableéné v séru [60]. Dalsi studie ukazaly podil stfevni mikroflory
na rozkladu riznych polyfenolii pfitomnych v potravé. Polyfenolové sekundarni metabolity
se vyskytuji v rostlinach, ovoci a produktech pochazejicich z rostlin (¢aj, kakao, vino). Mezi
tyto latky patii napiiklad flavonoidy (flavony, flavonoly, flavanony, flavanonoly,
isoflavony, flavan-3-oly, flavan-3,4-dioly (flavandioly) a anthokyaniny [61]), taniny,
lignany a chlorogenové kyseliny. Polyfenoly jsou ve stravé obvykle neaktivni a vyskytuji se
zde ve formé glykosilovanych derivati. Mikroflora stfeva zajistuje biotransformaci téchto

derivatl a po odstépeni cukerné slozky vznikaji aktivni slouceniny. Ty jsou absorbovany
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portalni zilou a jsou transportovany do dalSich tkani a organd, kde zajistuji antimikrobialni

a dalsi metabolické ptisobeni [62].

Studie stievniho mikrobiomu prokazaly jeho vliv na metabolismus xenobiotik a 1ék.
Piisobeni mikrobti na metabolismus téchto latek miize mit hluboky dopad na 1é¢bu riznych
nemoci. Studie autordi Clayton a kol. [63] ukazala, ze mikrobidlni metabolit p-kresol mize
v disledku kompetitivni inhibice jaternich sulfotransferas snizovat schopnost jater
metabolizovat acetaminofen. Dal$im piikladem metabolismu lé¢iv indukovanych stfevnim
mikrobiomem je dekonjugace protinddorového 1é€iva irinotekan, které je preménovano
mikrobialni B-glukuronidasou. V disledku jeho reakce se zvysuje toxicita 1éCiva, kterd mtize
vést k prijmu, vzniku zanétu a anorexii [31,64]. Prikladem pozitivniho plisobeni stfevni
mikroflory na metabolismus 1é¢iva je naptiklad aktivace prontosilu nebo neoprontosilu.
Jedna se o azo-antibakterialni proléciva na bazi sulfanilamidu. Pro aktivaci 1€¢iva se vyuziva
redukéniho metabolismu ptfitomnych stfevnich bakterii z rodu Clostridium a Eubacterium,
které aktivuji léCivo prostfednictvim svych azoreduktas a nitroreduktas. Prontosil,
neoprontosil a fada proléciv (sulfasalazin, olsalazin, ipsalazid, balsalazid) kyseliny
S-aminosalycilové se pouziva pii 1€cb¢ ulcerdzni kolitidy a zanétlivych onemocnénich stiev

[65].

Pfirozena stfevni mikrofléra dale pfispivd k ochran¢ vnitiniho prostiedi
pied patogennimi mikroorganismy. Tato ochrana je =zalozena na velmi slozitém
mechanismu. Imunitni systém stfevni sliznice musi udrzovat homeostazu s prospésnymi
druhy a zaroven musi branit nadmémému ristu rezistentnich a patogennich druht.
K ochrané napomaha mimo jiné i pfitomnost vrstvy hlenu, ktera se skldda z mucinovych
glykoproteinti a chrani bunky epitelu [66]. Tento typ ochrany je typicky hlavné pro tlusté
stievo. V tenkém stievé je vrstva hlenu diskontinudlni a nedostate¢nd, proto zde musi byt
jiny zpusob ochrany. Bylo zji§téno, Ze pfirozena stfevni mikrofléra prostiednictvim
vlastnich metaboliti indukuje syntézu antimikrobidlnich proteind (napt. katahelicidiny,
lektiny typu C, defensiny). Tyto proteiny primarné naruSuji povrchové struktury komenzal
a patogenl [31,67,68]. Z pohledu produkce antimikrobialnich proteinti se predpoklada,
ze Bacteroides thetaiotaomicron patii mezi klicové druhy fidici jejich produkci [67]. Studie
navic ukdzaly, Ze Bacteroides thetaiotaomicron indukuje expresi matrixové
metaloproteinasy (matrilysinu) z Panethovych bun€k tenkého stfeva. Matrilysin dale $tépi
prodefensin na aktivni defensin, ktery ma antibakterialni aktivitu [69]. Dal§im ptikladem

interakce mikroflory s hostitelem pfi zajiStovani antimikrobidlni ochrany je schopnost rodu
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Lactobacillus produkovat kyselinu mléénou. Kyselina mléénad naruSuje vnéj$i membranu
gramnegativnich bakterii. Svym plsobenim na vnéj$i membranu zvySuje antimikrobidlni

aktivitu lysozymu $tépiciho peptidoglykany bakteridlni bunééné stény [70].

Stfevni mikroflora hraje vyznamnou roli pfi udrzovani struktury a funkce GIT.
Naptiklad Bacteroides thetaiotaomicron indukuje expresi malého proteinu 2A (SPRR2A)
bohatého na prolin, ktery je nutny pro udrZzeni desmosomu na epitelialnich klcich [31]. Dalsi
mechanismus udrzujici té€sné spoje je zprostiedkovan pies signalizaci TLR2 (protein
,toll-like receptor 2¢), ktery je stimulovan peptidoglykany z mikrobidlni bunécéné stény [71].
Dalsi prospésnou bakterii je Lactobacillus rhamnosus GG, ktery produkuje rozpustné
proteiny (p40 a p75), které¢ mohou predchéazet apoptoze strevnich epitelidlnich bunék [72].
Na udrzeni spravnych funkci stievni bariéry mé podil i endokanabinoidni systém. Naptiklad
gram-negativni  bakterie = Akkermansia  muciniphilia mohou zvySovat hladiny
endokanabinoidi, které reguluji funkce stfevni bariéry snizenim metabolické endotoxemie

(ptitomnost lipopolysacharida v krvi) [31].

1.2.3 Metody vyuzivané pro studium stievni mikrofléry

V pocatcich studovani sttevni mikroflory bylo vyuzivano kultivace bakterii. Kultivace byva
Casto provadéna v riznych typech média s obsahem Zivnych latek 1 bez nich. Dale je mozné
provadét kultivaci za aerobnich 1 anaerobnich podminek [73]. Metoda kultivace je stale
vyuzivana, ale pro studium celého stfevniho mikrobiomu je nedostaCujici. Stfevni
mikroflora obsahuje celou fadu bakteridlnich druhti, které nelze kultivovat. Kultivace je
mozna pouze u téch druht bakterii, které¢ byly vylouceny ztéla spolecné se zbytky
nestravené potravy. Z tohoto diivodu bylo potieba nalézt vyhodnéjsi techniky, které by
pomohly rozkliCovat sloZeni stfevniho mikrobiomu z pohledu zastoupenych bakterialnich
druhil v celé §ifi. Hlavni nevyhodou kultivace bakterii je dodrZzeni striktnich anaerobnich
podminek béhem celého procesu. To v pocatcich vedlo k izolaci pouze 10-25 % mikroflory.
S rozvojem anaerobnich technik kultivace, pfi dodrzeni vSech podminek, je mozné

doséhnout kultivace vice nez 50 % lidské fekalni flory [74,75].

Diky dostupnosti dneSnich vykonnych technologii sekvenovani gent je moZné
studovat stfevni mikrobiom velmi podrobné. Nejprve se izoluje bakteridlni DNA, ktera

kéduje gen pro 16S rRNA. Poté se provede sekvenace a bioinformatickd analyza [31].

Pii sekvenovani bakteridlnich genli se vyuzivd metagenomicka analyza. Oblast

bakteridlniho genu pro 16S rRNA m4 velikost 1,5 kb a je vysoce konzervativni. Obsahuje
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vsak i 9 hypervariabilnich mist, kterd jsou vhodna pro rozliSeni rdznych bakterialnich druhti
[76]. Pti bakteridlni identifikaci se bézn¢ sleduji oblasti v 16S rRNA, které se oznacuji jako
V3, V4, V6 a V8. Na Obrazku 1 (str. 21) je zobrazena struktura bakteridlniho genu
kédujiciho 16S rRNA s konzervativnimi a vyzna¢enymi variabilnimi useky. V pocatcich
studia se vyuzivalo Sangerovo sekvenovani, to bylo srozvojem sekvenacnich metod
nahrazeno sekvenovanim nové generace (NGS, z angl. ,next generation sequencing®).
Metody NGS poskytuji obrovsky objem dat ve srovnani se Sangerovym sekvenovanim
a urychlily celkovy proces identifikace. OvSem 1 tyto metody jsou pfii identifikaci nachylné
k chybam. Nejcast€jsi pticinou chyb je Spatny vybér primert nebo chyby plynouci z metod
piipravy knihovny [31]. V Tabulce 1 je uveden piehled vyuzivanych sekvenacnich technik

spolecné s jejich piesnosti, vyhodami a nevyhodami.

Tabulka 1: Pfehled vyuzivanych technik NGS

Nazev Pfesnost Vyhody Nevyhody
mensi mnozstvi vzorku, drahé
454 (Roche) dlouha c¢teci délka, velké ’ ,
- 99,9% . . . homopolymerni
pyrosekvenovani mnozstvi vzorkl se
e chyby
snadnym ¢tenim
L, kratké cteni v kratkém narocnost na
"Shot gun" sekvenovani 98,0% N f s o
Case skladani usekd
. fesné, rychlé, ,
Solexa (lllumina) 98,0% P y , drahé
spolehlivé
e oo rychlé, dlouha délka , )
Pacific Bio 99,9% ¥ v drahé vybaveni
cteni
vicenasobné
lon Torrent 98,0% rychlé, levnéjsi vybaveni chyby
monomeru
v , omalé a
méné nakladné ve pobtl'iné
SOLiD 99,9% srovnani s jinymi L
. sekvenovani
metodami . .
palindrom(

Poznamka: Tabulka byla sestavena na zéklad¢ praci autorti Quail a kol. [77] a Liu a kol. [78]. Homopolymerni
chyby = chyby ve ¢teni homopolymernich sekvenci (napf. CCCCC).
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Vysledkem sekvenovani jsou velmi ¢asto objemna data, ktera jsou fragmentovana
a vzajemné se prekryvaji. Diky bioinformatické analyze jsou data ,,vycCiSténa“, a pak je
mozné identifikovat bakteridlni taxony. Provedeni statistické analyzy sekvenacnich dat
pomaha pii identifikaci a-diverzity (druhova bohatost vzorku), p-diverzity (zmény

v druhovém slozeni mezi vzorky) nebo relativniho zastoupeni druhu [31].

i VT

' v8

B Univerzalni PCR
[ Bakterialni PCR

Obrazek 1: Model struktury DNA kodujici gen pro 16S rRNA u bakterie E. coli. Ve struktufe jsou zobrazeny
konzervativni a variabilni (V1-V8) oblasti. Na obrazku jsou také vyznacena mista, na ktera jsou cileny
jednotlivé PCR primery. Vhodny vybér primert zavisi na tom, jestli je cilem sekvenace cely gen nebo pouze
subdoména, ktera obsahuje variabilni oblast. Obrazek byl pievzat z prace autorii Peterson a kol. [76]
a nasledné upraven.

1.3 Probiotika

Historie probiotik sahd uz do minulych stoleti, kdy 1idé pro podporu svého zdravi pili
napiiklad fermentované mléko. V roce 1899 objevil Henry Tessler, z Pausterova institutu
v Paftizi, bakterii rodu Bifidobacterium ve stievech kojenych déti. Zaznamy uvadi, Ze tito
kojenci méli méné prijmovych onemocnéni. V roce 1917 byla izolovana bakterie
Escherichia coli, kterd byla pouZzita pro cilenou lécbu pacientll se shigelosou [79]. Prvni
definice probiotik vznikla aZ v roce 1965 a byla omezena na latky produkované bakteriemi,
které podporuji rist dalSich bakterii. V roce 1989 se objevila piedstava zivého mikrobialniho
dopliikku, ovSem tato definice byla stdle jeSté spojovéna se zdravou vyzivou. Posledni,

a zaroven soucasna definice, povazuje probiotika za Zivé mikroorganismy, které je tfeba
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pfijimat v dostatecném mnozstvi, aby mély pozitivni vliv na zdravi. Definice se neomezuje

pouze na nutri¢ni ucinky [80,81].

Na zéklad¢ zminénych definic i provedenych studii je zfejmé, ze probiotika ovliviiuji
zdravotni stav uzivatele. Probiotika maji vliv na rezidentni mikrobiotu, buiiky stfevniho
epitelu 1 imunitniho systému [80]. Probiotika jsou ¢asto vyuzivana pro zlepSeni rovnovahy
mikroorganismu, které osidluji prostor stiev a celého GIT. Puasobi proti potencialnim
poruchdm stfevni mikrobialni rovnovahy, které jsou spojeny s uzitim antibiotik. Zaroven
snizuji riziko kolonizace patogennimi mikroorganismy [82]. Obecné 1ze probiotikum oznacit
za ,,potravinu® nebo ptipravek obsahujici nepatogenni, prospésné zivé bakterie a kvasinky

[79].

Nejcastéji se v probioticich vyskytuji rody Lactobacillus, Bifidobacterium
a Saccharomyces boulardii [83]. Bakterie z rodu Lactobacillus a Bifidobacterium jsou
fakultativné anaerobni, gram-pozitivni ty¢inky. Saccharomyces boulardii jsou kvasinky
[79]. Prvni dostupnad probiotika obsahovala pouze jeden druh mikroorganismi, a to
piedevsim ty z rodu Lactobacillus nebo Saccharomyces. Nasledné formy probiotik uz byly
druhové rozmanitéj$i a pocet mikroorganismt se uvadi od 10® do vice nez 10'° CFU
(z angl. ,,colony forming unit*) [80]. Nej€astéji obsazenymi 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]. Dalsi bakterie obsazené v probiotickych preparatech jsou Streptococcus
lactis, S. cremoris, S. alivarius, S. intermedius, rod Leuconostoc, Pediococcus,

Propionibacterium, Bacillus a Enterococcus [81].

V poslednim desetileti ve spolec¢nosti extrémné vzrostl zdjem o uZzivani probiotik.
V roce 2014 v USA piesahovaly trzby z prodeje probiotik 1,1 miliardy dolart, celosvétove
to pak bylo 25 miliard dolart. Probiotika jsou navic povazovana za zdravou vyzivu, proto
nejsou regulovana Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) a jsou ve vétsing piipadi
volné dostupnd. VétSina uzivateld je presvédcena, Ze vSechna probiotika funguji a vyZivaji
je pti nejrizngjsich zdravotnich komplikacich. Mensi ¢ast spotiebitelt si uvédomuje, Ze ne
vSechny znacky probiotik jsou stejné ucinné, a ne vSechny piisobi stejn€ na dany zdravotni
problém [79]. Studie ukazuji, Ze probioticka UC¢innost muize byt druhové i davkové

specificka, a Ze délka uzivani zavisi na klinické indikaci. Zaroven plati, Ze uc¢innost probiotik
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je specifickd i ve vztahu k riznym chorobam a zdravotnim problémim. Studie ukazaly
ucinnost probiotik pfi akutnim infekénim prijmu, prijmech souvisejicich s uzivanim
antibiotik, prijmech zptisobenych bakterii Clostridium difficile, pti jaterni encefalopatii,
ulcer6zni kolitid€, syndromu drazdivého tracniku, funkénich gastrointestinalnich poruchach
a nekrotizujici enterokolitidé. Naopak existuji dikazy, ze 1éCba probiotiky neni ucinna
pii akutni pankreatitidé a Crohnové chorobé [83]. V tomto piipadé nelze fict, Ze by
probiotika nemocnému wuzivateli Skodila. OvSem pii jejich uzivani nebyl nalezen

predpokladany efekt, ktery by pfinaSel nemocnému uzivateli vyhody [84].

1.3.1 Vybrané mechanismy ucinku probiotik

Stfevni mikroflora miize byt pozménéna plisobenim stravy, Zivotnim stylem, expozici
toxinlim nebo uzivanim antibiotik. Studie prokazaly vztah mezi zdravim, nemoci, imunitnim
systémem a zménami v mikrofléfe. Pro udrzeni zdravi je dileZita rozmanitost prospéSnych

mikroorganismii, proto jsou Sirokospektra probiotika terapeuticky ucinné;si [83].

Obecné 1ze mechanismy plsobeni probiotickych mikroorganismil vysvétlit zvySenim
specifické a nespecifické imunitni odpovédi hostitelem, produkci antimikrobialnich latek,
kompetici s patogeny o Ziviny a vazebna mista na sliznici stfev. Nékterd probiotika vykazuji
adhezi a kolonizaci (alespon prechodnou), coz prodluzuje jejich retencni ¢as v lidském téle
a prodluzuje probiotickou aktivitu [81]. Mechanismy plisobeni probiotik jsou velmi slozité.

Ve studii autortt Wilkins a kol. [83] jsou rozdéleny do sedmi skupin.

Do prvni skupiny probiotik jsou fazeny mikroorganismy, které blokuji adhezi
patogennich bakterii na stfevni epitel a produkuji inhibi¢ni latky. Probiotika druhé skupiny
posiluji stfevni imunitni odpovédi [85]. Pro tfeti skupinu je typicky mechanismus, ktery
udrzuje normélni hladiny SCFA [86]. Ctvrta skupina probiotickych bakterii ma schopnost
modulovat funkce imunitniho systému (napif. potlacuji stfevni prozanétlivé cytokiny).
Do paté skupiny patii probiotické bakterie ,,opravujici® stievni propustnost [83]. Sesta
skupina probiotik (napt. Saccharomyces boulardii) je schopnd se pifimo vdazat
na gram-negativni patogenni bakterie, a tim potlacovat jejich rtst [87]. Posledni skupinu
tvoii mikroorganismy, které reguluji absorpci elektrolyti a dalSich latek ve stievé [85].
Kromé zminénych mechanismil maji probiotika schopnost dekonjugovat Zlu¢ové kyseliny,
a tim sniZovat hladinu cholesterolu. Dale mohou vazbou toxinl a karcinogenil zabrafiovat

jejich absorpci sttevem [88].
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1.3.2 Komer¢ni probiotické pripravky

Kazda zemé na svété ma sviij utad pro kontrolu potravin a 1é€iv. V USA funguje organizace
oznaGovana jako FDA [89], v Ceské republice je Statni tstav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL).
Kazdému institutu tohoto typu pfislusi povinnost kontrolovat a schvalovat prodavana léciva
v prislusném staté. Pripravky oznacované jako dopliky stravy (DS) jsou témito urady
regulovany pon¢kud odlisnym zptisobem nez 1éky. VSichni vyrobei 1€kt usilujici o uvedeni
svého 1éCiva na trh musi dokladdat GCinnost a bezpecnost svého piipravku klinickymi
studiemi. Na rozdil od 1éki jsou ale DS voln€ prodejné piipravky, které nepodléhaji
prakticky Zadné kontrole. Pro uvedeni DS na trh neexistuje zddny pozadavek na prokazani
ucinnosti. Vyrobcei DS pouze nesmi tvrdit, ze jejich doplnék 1ze pouzit k 1€¢bé nebo prevenci
jakéhokoli konkrétniho onemocnéni. Na vyrobku mohou byt uvedena prohlaSeni
0 ,,obecném blahu, funkcich i zdravi®“. To ovSem pouze za ptedpokladu, Ze se vyrobce ziekne
odpovédnosti [89]. Divodem je jejich individualni uc¢inek na kazdého wuzivatele

a na konkrétni zdravotni problém [79].

Jako komer¢ni probiotické preparaty jsou oznaCovany bézné potravinové dopliky
obsahujici nakultivované probiotick¢ bakteridlni kmeny [90]. Komeréni probiotické
preparaty jsou nejcastéji dostupné v podobé kapsli [82], ale existuji i kapalné ptipravky
(KPP vyuzita pro tuto studii). Pro probiotika se velmi Casto vyuzivaji bakteridlni druhy
produkujici proteiny nazyvané bakteriociny. Produkce bakteriocint je ¢asto popisovana jako
zadouci probiotickd vlastnost. Ve specifickych piipadech bylo popsano, Ze tato latka
podporuje probiotické pieziti v GIT (genova exprese bakteriocinu zvySuje koloniza¢ni
potencial naptiklad druhu Lactobacillus salivarius, a zaroven inhibuje konkuren¢ni
mikroorganismy [91]), pfispiva ke kontrole patogeni a cCastecné ovlivituje hostitelovu
genovou expresi (genil podilejicich se na zanétu [92]) ve stievnich buiikach [93]. Studie
autortl Hegarty a kol. [93] se zaméfila na stanoveni bakteriocinu produkovaného bakteriemi
pfitomnymi v bliZze nespecifikovanych KPP. Soucasti studie dale byla identifikace bakterii
zodpovédnych za produkci bakteriocint a zjisténi jejich podilu v KPP. Z 16 testovanych
produktii byla produkce bakteriocinu prokazana pouze u 8 izolatd. Bylo zjiSténo, Ze ve vSech
téchto izolatech produkujicich bakteriocin byl ptitomen Lactobacillus acidophilus

a identifikovanym bakteriocinem byl laktacin B.
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1.3.2.1 Probiotika firmy Ascended Health
Predkladana prace se zabyva probiotiky firmy Ascended Health, proto bude nasledujici oddil
vénovan témto piipravkim. Veskeré informace jsou Cerpany z webovych stranek firmy

Ascended Health [94]. Nemusi se proto jednat o védecky podlozené a ovéiené informace.

Vsichni dobrovolnici ucastnici se této studie uzivali soucasné¢ 2 druhy KPP
od americké firmy Ascended Health. Firma vyrabi ,lé¢ivé™ ptipravky ptirodniho pivodu.

Pro vyrobu ptipravki jsou pouzivany rostlinné latky, mineraly a byliny.

Ptipravek ,,Pro Alive™ je tekuty probioticky preparat ptirodniho ptivodu. Firma
uvadi, ze ptipravek obsahuje vyssi koncentraci prospésné mikroflory a dalsi latky jako jsou
vitaminy B, blize nedefinované enzymy, organismy produkujici bakteriociny proti
patogennim bakteriim, inhibitory kvasinek a plisni a dal$i nedefinované latky potfebné
pro homeostazu. Pfipravek ,,Pro Alive* je ,,multifunkéni® probiotikum urcené pro doplnéni
prospé$né mikroflory napiiklad po 1écbé antibiotiky, pro zvySeni imunitni odpovédi
na virové, bakterialni a plisiiové infekce a na podporu adaptace na stres. Piipravek obsahuje
20 druht ,,prospé€snych* bakterii (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). Vyrobce upozoriuje, ze vedlejSim uc¢inkem piipravku

mohou byt ptiznaky podobné chiipce.

Druhy uzivany KPP se nazyva ,,Active Detox®, ktery obsahuje zivé mikroby,
chelatory a vice nez 60 stopovych minerala. Piipravek pomaha ,,detoxikovat jatra a ledviny
uzivatele. Tento preparat je navrzen tak, aby pomadhal t€lu pii odstraiiovani parazitli a toxint.
K procesu ,,detoxikace* by mély pomahat ptitomné chelatory a humaty, které¢ vychytavaji
toxiny. Tyto komplexy jsou poté vyhleddny dodanymi mikroby a jsou za jejich ucasti
rozkladany na neSkodné molekuly. Vedle podpory detoxikace jater a ledvin by mél vyrobek
pomahat pfi zotaveni z chronické unavy, pozvednuti ndlady pti depresich a k optimalizaci
hmotnosti. Ptipravek obsahuje 9 druhti ,,prospéSnych® mikrobl (Lactobacillus plantarum,
L. plantarum 299v, L. acidopphilus DDS-1, L. fermentum ME-3, L. curvatus,
Bifidobacterium bifidum, B. longum, B. lactis, Saccharomyces boulardii). VedlejSim

ucinkem piipravku mohou byt opét ptiznaky podobné chiipce.
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1.3.2.2 Probiotika dostupna na ¢eském trhu

Cesky trh nabizi celou fadu probiotickych vyrobk, které jsou stile obménovany. Jisty
seznam téchto probiotickych vyrobkd je dostupny na webovych stdnkdch Spolecnosti
pro probiotika a prebiotika o.s. [44]. Tato spole¢nost na svych stankach rozdéluje probiotické
vyrobky do 5 skupin (fermentované vyrobky, dopliky stravy — KPP, potraviny pro kojence
a malé déti, potraviny pro zvlastni 1ékaiské ucely a ostatni vyrobky). Mezi fermentovanymi
vyrobky najdeme naptiklad mlécny napoj Actimel (obsahuje jogurtové a probiotické
kultury) nebo jogurt Activia (obsahuje zivou kulturu Bifidobacterium). Z doplnkt stravy,
které pomahaji obnovit sttevni mikrofloru, 1ze jmenovat naptiklad ptipravky Probiotics 20,
Candistop, Bio-Kult. Za zminku stoji 1 potraviny pro zvlastni 1ékatské ucely. Tato skupina
vyrobkii musi byt pouzivana pod dohledem I¢kate. Jsou zde uvedeny ptipravky jako
napiiklad ColonFit Plus (obsahuje Zivé bakterie a vlakninu) nebo ENTEROL, ktery je veden
jako 1ék a spada pod kontrolu SUKL.

V Ceské republice jsou dostupné pouze nekapalné probiotické p¥ipravky. Viechny
vySe zminéné DS jsou prodavany ve formé kapsli rostlinného ptivodu. Probiotika, stejné
jako v této praci uzivané KPP, obsahuji zZivé kultury probiotickych bakterii. Probiotika
z Ceského trhu obsahuji, podobné jako KPP uzivand pii této studii, rody Lactobacillus,
Bifidobacterium a  Streptococcus. Piipravky nelze srovndvat podle mnozstvi
mikroorganismil na jednu davku. Naptiklad piipravek Probiotics 20 obsahuje 20 mld CFU
na denni davku (10 mld CFU/kapsle), firma Ascended Health tento idaj u svych piipravkl
neuddva. Na rozdil od uzivanych KPP se probiotika dostupnd na ¢eském trhu nemusi

skladovat v chladu [44].

Vzhledem k mnozstvi dostupnych probiotickych pfipravki a vyrobkl na ceském
i celosvétovém trhu je v této praci zminéna pouze nepatrné ¢ast. Vyrobky podporujici sttevni
mikrofloru dosahuji velké popularity, a proto by zde mohl byt uveden mnohem rozsahlejsi

S€znam.

1.3.3 Ostatni probiotika

Vedle KPP existuji i jina probiotika. Za probiotika se daji povaZovat riizné kysané potraviny
(napft. jogurty, kefiry, syry a dalsi fermentované potraviny) [95,96]. UZ v minulosti vyuZivali
lidé fermentaci mléka pro jeho dlouhodobé uchovéani. Tyto procesy zahrnovaly netfizené
a pomalé zakysani mléka, které bylo zplsobeno v ném pfitomnymi mikroorganismy.

Soucasné technologie vyuZivaji vybrané mlééné mikroorganismy, které provadéji
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specifickou fermentaci mléka za presné stanovenych podminek (pH, teplota, obsah vody).
Hlavnim tucelem pfipravy fermentovanych produkti je dosazeni lepSich fyzikalnich,
chemickych a nutri¢nich vlastnosti [96]. Pro fermentaci jsou bézné vyuzivany bakterie
mlécéného kvaseni, Bifidobacterium a kvasinky. Skupina bakterii mlééného kvaseni zahrnuje
n¢kolik ¢lenti z rodu Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc a Pediococcus
[97]. Cilend mlécna fermentace zlepSuje kromé nutri¢nich vlastnosti produktii stravitelnost
slozek mléka, a také vede k syntéze nckterych vitaminti B b&hem procesu. V pribéhu
fermentacniho  procesu  produkuji navic mlééné kultury fadu metaboliti
(napf. antibakteridlni, antikarcinogenni, anticholesterolemické slouceniny) a enzymi.
Fermentované produkty mohou byt povazovany za probiotika, protoze vedle lepSich

nutri¢nich vlastnosti mohou mit i ¢aste¢nou terapeutickou ucinnost [96].

1.4 Prebiotika a vlaknina

Vlaknina byva cCasto nazyvana prebiotikum. Ackoliv vSechna prebiotika jsou vlaknina,
ne vSechna vlaknina je prebiotikum. Rozdil mezi prebiotiky a vlakninou spocivéd v tom,
7e prebiotika jsou fermentovana pifesn€é definovanymi skupinami mikroorganismil
a vlakninu z potravy vyuzivad vétSina mikroorganismi tlustého stteva [98]. Prebiotika l1ze
tedy definovat jako ,,selektivné fermentované slozky potravy, které podporuji riist bakterii,
umoznuji specifické zmény ve slozeni a aktivité stfevni mikroflory*. Svym plisobenim
piinasi konzumentovi vyhody a zlepSuji jeho zdravotni stav [99,100]. Je znamé, ze rGzna
prebiotika stimuluji rast rtiznych plivodnich stievnich bakterii [101]. Hlavnim cilem

prebiotik jsou zejména rody Lactobacillus a Bifidobacterium [99].

Jestlize ma byt ptislusna slozka potravin klasifikovana jako prebiotikum, musi odolavat
pusobeni Zalude¢nich kyselin, hydrolyze sav€ich enzymim a absorpci v horni ¢asti GIT.
Déle musi byt fermentovana potenciadlné prospésSnou stievni mikroflorou. Podle definice
musi také selektivné stimulovat rist a aktivitu stfevnich bakterii potencidlné spojenych

s pozitivnim vlivem na zdravotni stav hostitele [99,102].

Vsechna zndmé prebiotika jsou tvofena predevSim karbohydratovymi slouceninami,
primarn¢ oligosacharidy, které jsou fermentovany mikroflérou az v prostiedi tlustého stfeva.
Provedené studie prokazaly, Ze vSechny aspekty definice prebiotik spliuji slouc¢eniny jako
napiiklad inulin, oligofruktosa, laktulosa nebo rezistentni Skrob. Ukazalo se, Ze vSechny tyto
latky stimuluji bakterie rodu Bifidobacterium. Prebiotické Uc¢inky maji i dalsi izolované

sacharidy nebo potraviny obsahujici sacharidy, napiiklad galaktooligosacharidy,
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transgalaktooligosacharidy, polydextrosy, psylia, pSeni¢ny dextrin, arabska guma, celozrnna
pSenice a celozrnna kukutice [99]. Prebiotika jsou ddle bézné obsazena v potravinach jako
je porek, rajce, chiest, cekanka, topinambura, ¢esnek, cibule, banan, oves, je¢men, lusténiny

a soja [102,103].

Prebiotika byvaji pouzivana jako alternativa k probiotikim, nebo jako jejich dalsi
podpora. Vyhodou prebioticky latek je jejich dlouhodoba stabilita, korelujici s pouzitelnosti
potravin, déle je to jejich odolnost vi¢i zpracovani a samoziejmeé jejich fyzikalni a chemické
vlastnosti, které maji pozitivni vliv na chut’ a konzistenci produktt. Dal$i pozitivni vlastnosti
prebiotik je jejich rezistence vic¢i zalude¢nim a Zlu¢ovym kyselinam a proteasam piitomnym
v GIT. Prebiotické latky selektivné stimuluji mikroorganismy pfitomné ve stfevnim
mikrobiomu hostitele, a tim pomahaji eliminovat konkuren¢ni bakterialni druhy. Stimulace
sttevnich bakterii prebiotiky urcuje jejich fermentacni aktivitu a soucasné ovliviiuje hladinu
SCFA, coz ma pro hostitele pozitivni pfinos. Prebiotika navic snizuji pH v prostiedi sttev
a podili se na osmotické regulaci ve stfevé. Nadmerné uzivani prebiotik miize mit 1 negativni

vliv, naptiklad miize vést k nadymani a prajmu [102].

Prebiotické latky jsou pfitomné v mnoha produktech ptirodniho ptivodu. Zaroven byvaji
Casto pridavany do potravin za ucelem zvySeni nutricni a zdravotni hodnoty téchto produkti.
Nejcastéji se piidava inulin a fruktooligosacharidy. Tyto latky mohou slouzit jako médium
pro probiotika. Prebiotika stimuluji rlist pouze potencialné prospesnych mikroorganismd,

samy o sob¢ neobsahuji zadné mikroorganismy [102].
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2 Cil prace
Cilem ptedkladané diplomové prace bylo zjistit, zda uziti komercnich probiotickych

preparati u 9 dobrovolnikii ovliviiuje biodiverzitu stievnich bakterii.
Pro feseni tohoto cile je potfeba splnit nasledujici ukoly:

e izolovat bakteridlni DNA z odebranych fekalnich vzorka

e pomoci metody PCR-DGGE pozorovat vliv KPP na slozeni bakterialni
mikroflory pacientt

e zapomoci Sangerova sekvenovani identifikovat vybrané bakterialni druhy

e metodou NGS identifikovat vyznamné bakteridlni druhy a porovnat slozeni
mikrobiomu jednotlivych darct

e urcit nejhojnéji zastoupené bakterialni druhy ve sttevnim mikrobiomu darci

e ovétit zvySené mnoZstvi protektivnich druhii bakterii pfitomnych v uZivanych

KPP
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
Beckman Coulter (USA)

e AMPure XP for PCR Purification
BioConcept (Svycarsko)
e 10% TAE pufr
Elisabeth® Pharmacon (Velka Britanie)
e EliZyme HS Robust MIX Red
Invitrogen (USA)
o 1M Tris
KAPA BIOSYSTEMS Roche (USA)

e qPCR Master Mix

e Primer
New England BioLabs (USA)

e _ Barcodes*

e Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 pg)

e NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent™

e One Taq® Quick-Load® 2x Master Mix with Standard Buffer
¢ Quick-Load® 200bp DNA Ladder

QIAGEN (Némecko)
e QIAamp® PowerFecal® DNA Kit (50)
Serva (Némecko)

e Agarosa

e Mocovina
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e Persulfat amonny
Sigma-Aldrich (USA)

e Akrylamid
e Formamid
e Deionizovana voda (dH>O)

e SYBR Green
ThermoFisher Scientific (USA)

e 10% TBE pufr
e Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit
e Ton PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit

Top-Bio (Ceska republika)
e PCR ethidiumbromid
VWR Chemicals (USA)

e N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

Experimentalni vzorky

Pro praci bylo ziskano celkem 70 lidskych fekalnimi vzorka. Vzorky poskytlo 9 rtiznych

dobrovolnikii z Brna a okoli do 20 km. Vzorky byly odebirany za aerobnich podminek

v predem stanovenych intervalech. Navrzené a doporucené schéma pro uzivani KPP a odbér

vzorkil je na Obrazku 2 (str. 32). VSichni darci uzivali stejné KPP (,,Pro Alive* — rano,

»Active Detox* — vecer) od firmy Ascended Health. Oba ptipravky byly skladovany

v lednici, ve shod¢ s doporuc¢enim vyrobce.
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Obrazek 2: Rozvrzeni uzivani KPP a odbér fekalnich vzorkt. Na obrazku jsou znazornény pokyny
pro uzivatele KPP. Davka KPP a den odbéru vzorku byly navrzeny na zékladé zkusenosti Ing. Jakuba
Mrazka, Ph.D.. Prvni vzorek byl odebran den pted uzitim KPP, druhy 5 dni od zacatku uzivani KPP, tieti
vzorek 12 dni od za¢atku uzivani KPP, étvrty vzorek 2 tydny po 3. vzorku, paty vzorek 2 tydny po 4. vzorku,
Sesty vzorek byl odebran v posledni den uzivani KPP, sedmy vzorek 4. den po ukonceni uzivani KPP, osmy
vzorek 2 tydny po ukonceni uzivani KPP. Zelena oblast oznacuje dobu uzivani KPP.

3.1.2 Uéastnici studie

e Darce D — muz, 39 let, 178 cm, 107 kg, nekutak
- Alkohol: 0
- Zdravotni stav: bez komplikaci
- Léky: 0
- Dieta: bézné strava
- Sport: 4krat tydné
Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Nepocitoval jsem zddné zmény.*
e Darce DA — Zena, 40 let, 174 cm, 85 kg, 1 rok nekutédk (ptfedtim 20 let kutak)
- Alkohol: 0
- Zdravotni stav: boreliéza, EBV, HSV, endometriosa, oslabend imunita, omezeny
pohyb — spindlni problémy, mentalni problémy
- Léky: Amloratio, Tamalis, Cordyceps, bylinné kapky, vitamin C, vitamin A,
Omega3, hoi¢ik, blize nespecifikovana homeopatika
- Dieta: nizkosacharidova a bezlepkova dieta (ne striktni)
- Sport: obcas
Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Na zacatku uZivani jsem pocitovala mirné
"ptelivani" v bfiSe/stievech, nez si télo zvyklo, béhem uzivani o dost lepsi,
diikladnéjsi a pravidelnéjsi vyprazdinovani.*
e Darce DK — Zena, 32 let, 168 cm, 76 kg, nekutédk, jednovaje¢né dvojce s darcem JJ

- Alkohol: 0
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- Zdravotni stav: t€hotna

- Léky: 0

- Dieta: bézna strava

- Sport: 0

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Béhem uzivani probiotik jsem v t€hotenstvi
netrpéla zacpou, stolice byla pravidelna.”

Darce EJ — Zena, 39 let, 156 cm, 68 kg, nekurdk

- Alkohol: prileZitostné

- Zdravotni stav: celiakie, laktosova intolerance, ¢asté migrény, nadvaha

- Leéky: 0

- Dieta: bezlepkova a bezlaktosova dieta

- Sport: 2krat tydné

Fyziologické — subjektivni pocity: ,Pii navySovani davky (pfibliZzné€ prvni mésic az
6 tydnil) pocit nachlazeni, inava, zahlenéni a pocit, ze ¢loveék ,,neni ve své vlastni
klzi a néco na néj leze*. Vyraznégjsi reakce bticha, riizné pohyby stiev (nepiijemné,
ale ne bolestivé), vyrazng€j§i nadymani nez pred uzivanim probiotik, stolice
nepravidelna a nékdy fidkéd (ale ne prijem), vyraznéjsi zapach. Pti uzivani plné
davky probiotik jsem se celkové citila dobie a bez problémii. Reakce bticha byly
pouze vyjimecné a vétSinou jsem byla schopna identifikovat jaké jidlo je mohlo
vyvolat. Stolice byla pravidelnd a pevnd, zapach vyraznéjsi pouze obcas. Béhem
uzivani probiotik jsem si udélala neplanovanou pauzu (dovolena v Gruzii, kdy jsem
si zapomn¢la vzit probiotika s sebou). Pii pauze jsem pocitovala denné vyraznéjsi
reakce bficha, méla jsem prijem, ale ten mohl byt vyvoldn i zménou stravy.
Po opétovném nasazeni probiotik jsem se citila dobte, bez problému (zadny pocit
nachlazeni jako poprvé), méla jsem pocit, ze bficho se opét stabilizovalo a reakce
bticha byly pouze vyjimecné a opét jsem byla schopna identifikovat jaké jidlo je
mohlo vyvolat. Stolice byla pravidelnd a pevnd, zdpach se zménil a snizil.
Po vysazeni probiotik jsem pocit'ovala obCasné reakce bficha, stolice byla vétSinou
pravidelnd a pevnd, obfas méla vyraznéjsi zdpach.*

Déarce JJ — Zena, 32 let, 165 cm, 57 kg, nekutédk, jednovaje¢né dvojce s darcem DK
- Alkohol: 0

- Zdravotni stav: bez komplikaci

- Léky: 0

- Dieta: paleo dieta
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- Sport: 4krat tydné

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Prvni cca mésic se u mé& projevila mirna

detoxikace organismu, kdy vzdy zacatkem tydne (po dvoudenni vikendové pauze)

jsem v pondéli pocitovala ptes den Skrabani v krku (ndb&h na nachlazeni), ale pak to

do veCera zmizelo. Pravidelné v utery mé i odpoledne pobolivala hlava,

pted uzivanim nikdy. V pribéhu uzivani se mi upravila stolice z obcasné zacpy

na pravidelné vylu¢ovani.*

Darce K — Zena, 44 let, 169 cm, 61 kg, nekuidk

- Alkohol: prileZitostné

- Zdravotni stav: bez komplikaci

- Léky: Xados, Trittico

- Dieta: béZzna strava

- Sport: 2krat tydné

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Zmizelo u m¢ nadymani, doslo k Gprave stolice,

byla jsem absolutné bez priijmi a bolesti bficha.*

Darce MR — Zena, 29 let, 151 cm, 56 kg, nekuiak (obc¢as vodni dymka)

- Alkohol: ptilezitostné

- Zdravotni stav: problémy se zlu¢nikem a Stitnou zZlazou

- Léky: Helicid, Euthyrox

- Dieta: ,,alternate day fasting* dieta

- Sport: 3krat tydné

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Ze zacatku uzivani probiotik jsem méla bolest

hlavy a jakoby nabéh na nachlazeni, a pak nic.*

Darce R — Zena, 65 let, 158 cm, 79 kg, nekutak

- Alkohol: prilezitostné

- Zdravotni stav: glutenovd intolerance, chronickd obstrukéni plicni nemoc,
vysoky krevni tlak, zvySené hladiny cukru a cholesterolu

- Léky: Spiriva, Telmisartan, Indapamid, Betalok, Godasal

- Dieta: paleo dieta

- Sport 2krat tydné

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Do péti kapek jsem nepocitovala Zadné

fyziologické zmény, u vice kapek fidsi stolice, opakované vyprazdiovani 4—5krat

po sobg.*
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e Darce S — Zena, 68 let, 165 cm, 67 kg, nekuiak
- Alkohol: pfilezitostné
- Zdravotni stav: alergie, astma, onkologicky pacient — karcinom tlustého stieva
v roce 2013
- Léky: Trittico 150, Cezera, Stilnox, Airflusan 500, Pyridoxin
- Dieta: Cambridge dieta (prvnich 6 tydnt uzivani KPP), bézna strava
- Sport: cviéeni, chlize

Fyziologické — subjektivni pocity: ,,Nepocitovala jsem zadné zvlastni zmény.*

3.1.3 Pristroje
Centrifugy

e HERMLE Z216 MK, HERMLE LaborTechnik (Némecko)
e MSE Sanyo HAWK 15/05 Refrigerated Centrifuge, Sanyo Gallenkamp PLC (U.K.)

Homogenizator

e FastPrep®-24, M. P. Biomedicals (USA)
Magneticka michacka

e ESP stirrer, VELP Scientifica (Italie)
Minicentrifuga

e MiniSpin Plus, Eppendorf AG (Némecko)

e PlateFuge microplate microcentrifuge, Benchmark Scientific (USA)
NanoDrop

e Thermo Scientific™ NanoDrop™ One, ThermoFischer Scientific (USA)
PCR Termocyclery

e Biometra Tadvanced 96 SG, Biometra GmbH (Némecko)

e Biometra Thermocycler T-Gradient, Biometra GmbH (Némecko)
Peristaltické cerpadlo s davkovacem

e PCD 21, Kouiil (Ceska republika)
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Predvazky
e KERN EW600-2M, Kern & Sohn GmbH (Némecko)
qPCR cycler

e Quant Studio™ 3 Real-Time PCR Instrument (96-Well 0,2ml Block), ThermoFisher
Scientific (Singapur)

Sekvenacni ¢ip

e Jon 316TM Chip Kit v2 BC, ThermoFischer Scientific (USA)
Sekvenacni zafrizeni

e Jon Torrent Personal Genome Machine (PGM), ThermoFischer Scientific (USA)
Sekvenator pro pripravu templatu

e Ton One Touch™ 2 Systém, ThermoFischer Scientific (USA)
Transluminator

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

e VSR 23, Grant BOEKEL (Anglie)
Vodni lazen

e Julabo TW12, Julabo Labortechnik GmbH (N&émecko)
Vortex

e VWR Pulsing Vortex Mixer, Avantor Inc. (USA)
Zavtizeni pro pripravu 18MQ vody

e Direct-Q® 3UV Water Purification, Sigma-Aldrich (Némecko)
Zdroje pro elektroforézy

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

e Molecular Imager® GelDoc™ XR+, Bio-Rad (USA)

3.2 Metody
3.2.1 lzolace bakterialni DNA z lidskych fekalnich vzorki

Bakterialni DNA z lidskych fekdlnich vzorki byla izolovdna za pouziti komer¢ni soupravy
»QIAamp® PowerFecal® DNA Kit*“ (QIAGEN). Pro izolaci bylo odvazeno cca 0,25 g
fekalnich vzorka. Odebrané vzorky byly resuspendovany v 750 ul roztoku ,,PowerBead
Solution®. Cely objem vzorkl byl pfeveden do mikrozkumavek typy ,,Dry Bead Tube*.
Nasledné bylo ptidano 60 pl roztoku ,,Solution C1“ a mikrozkumavky byly kratce
promichédny na Vortexu. Poté byly vzorky inkubovany po dobu 5 minut ve vodni 1dzni
(Julabo TW12) temperované na 70 °C. Po inkubaci byly vzorky homogenizovany 1 minutu
pii tfepaci rychlosti 6,5 m/s vhomogenizatoru (FastPrep®-24). Proces inkubace
a homogenizace byl opakovan dvakrat. Po druhé homogenizaci byly mikrozkumavky
centrifugovany 1 minutu pii 13 000x g na centrifuze (Labnet Prism R). Z mikrozkumavek
bylo pfevedeno 500 pl supernatantu do 2ml mikrozkumavky typu ,,Collection Tube*.
K supernatantu bylo piidano 250 pl roztoku ,,Solution C2* a kratce promichano na Vortexu.
Poté byly vzorky inkubovany 5 minut v boxu chlazeném ledem. Po inkubaci byly opét
mikrozkumavky centrifugovany 1 minutu pi1 13 000x g. Z mikrozkumavek bylo opatrné
pievedeno cca 600 pl supernatantu do novych mikrozkumavek typu ,,Collection Tube*.
K supernatantu bylo ptidano 200 pl roztoku ,,Solution C3%, kratce promichano na Vortexu
a inkubovano 5 minut v boxu chlazeném ledem. Po inkubaci byla provedena centrifugace
(1 minuta, 13 000% g) a cca 600 pl supernatantu bylo pfevedeno do nové mikrozkumavky
typy ,,Collection Tube*. K supernatantu bylo pfidano 1200 pl promichaného roztoku
»Solution C4* a cely objem mikrozkumavky byl kratce promichan na Vortexu. V dalSim
kroku byl veskery supernatant odstranén za pouZiti filtrace pies kolonku ,MB Spin
Column®. Vzorky byly filtrovany po castech (max. 650 pl) centrifugacni rychlosti
13 000x g po dobu 1 minuty. Na kolonku bylo ddvkovano 500 pl roztoku ,,Solution C5*
a opét centrifugovano 1 minutu pii 13 000x g. Supernatant byl odstranén a byla provedena

centrifugace ,,na prazdno* (2 minuty, 13 000x g). Po této centrifugaci byly ponechany
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kolonky na vzduchu vyschnout 2 minuty a pak byly kolonky umistény na nové ,,Collection
Tube“. Na stfed membrany kolonky bylo pipetovano po 100 pl roztoku ,,Solution C6*.
Centrifugaci (1 minuta, 13 000% g) byla uvolnéna bakterialni DNA zachycené na kolonce
do nové mikrozkumavky. Pro kontrolu uspésné izolace byla zmétena koncentrace DNA
na piistroji NanoDrop One®. Bylo vyuZito programu pro méfeni koncentrace dsDNA
(z angl. ,,double—stranded DNA*) v rozmezi vinovych délek 230 a 280 nm. Pro dalsi pouziti

byly mikrozkumavky s izolovanou DNA zamrazeny na —20 °C.

3.2.2 PCR-DGGE analyza fekalnich bakterii
Pro analyzu pfitomnych fekalnich bakterii byla pouzita kombinace metody PCR a DGGE

(z angl. ,,denaturing gradient gel electrophoresis®). Pfi praci bylo vyuZito metodiky dle

autortit Muyzer a kol. [104].

Pro analyzu ptitomnych bakteridlnich druhti byla pouZita metoda PCR, pomoci které
byl amplifikovan usek DNA, ktery koduje gen pro 16S rRNA. Tento gen je spole¢nou ¢asti
genomu vSech druhtl bakterii. Soucasné tento usek DNA obsahuje variabilni ¢asti, které

odliSuji jednotlivé bakterialni druhy.

Metoda gradientové elektroforézy v denaturujicim polyakrylamidovém gelu
(DGGE) je vhodna pro separaci kratkych a stiedné dlouhych fragment DNA. Tato metoda
byva casto vyuzivand pro identifikaci jednonukleotidovych polymorfismi bez nutnosti
sekvenovani DNA nebo pro molekuldrni identifikaci rozsahlych ekosystému. Identifikace
ekosystémil je spojena pravé s amplifikaci genu pro 16S rRNA [105]. Princip metody je
zalozen na elektroforetické pohyblivosti amplifikovanych fragmenti dsDNA prostiedim
s rostouci denaturujici silou. Fragmenty se pohybuji na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti
(rozdil ve sloZeni nukleotidovych bazi). S rostouci denaturujici silou gelu dsDNA denaturuje
a vznika ssDNA (z angl. ,,single—stranded DNA*), jejiZ pohyblivost je vyrazné nizsi. Rozpad
dsDNA je zavisly pfedevS§im na mnozstvi vodikovych mistkii v kazdém z fragmentt.
Pro zkvalitnéni detekce (ostrost zon) a stejné pocatecni vlastnosti pro vSechny fragmenty
dsDNA se vyuziva komercné ptipravovanych primerd. Tyto primery obsahuji tzv. GC svorky

bohaté na guanin a cystein a jejich délka se pohybuje mezi 30 a 60 bp [106].

3.2.2.1 PCR amplifikace genu pro 16S rRNA
Pro PCR reakci byly postupné rozmrazeny jednotlivé sady vzorkl izolované bakterialni

DNA viz. kapitola 3.2.1 (str. 37). Do 200ul mikrozkumavek byla ptipravena PCR sm¢s
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pro provedeni polymerasové reakce. Slozeni PCR smési a objemy slozek pro reakci jsou

uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni a objem PCR smési pro ptipravu jednoho vzorku

Slozka PCR smési V [l
Templat DNA 1
Primer 338GC 1
Primer 534RP 1

dH,0 12
PCR mix 15

Poznamka: PCR mix (One Tag® Quick-Load® 2x Master Mix with Standard Buffer, New England BioLabs)
PCR mix obsahuje: 20mM Tris—HCI (pH 8.9 pii 25 °C), 22mM KCl, 22mM NH4Cl, 1.8mM MgCl,, 0.2mM
dATP, 0.2mM dCTP, 0.2mM dGTP, 0.2mM dTTP, 5% Glycerol, 0.06% IGEPAL® CA-630, 0.05% Tween®
20, 1x Xylen cyanol, 1x Tartrazin, 25 U/ml OneTaq® DNA Polymerase, 10uM ,,Forvard” primer 338GC
(5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGA-GGCAGCAG-3)

10uM ,,Reverse* primer 534RP (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"); PCR dH20 (Top-Bio).

Amplifikace byla provedena v ,PCR cycleru“ (Biometra TAdvanced 96 SG).

Nastaveni PCR programu je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: Piehled kroki PCR pro amplifikaci iseku DNA kodujiciho gen pro 16S rRNA

Krok T(°C) t(s) Cykly
1 95 300 -
2 95 30
3 58 20 34x%
4 72 40
5 72 300 -
6 10 oo -

Poznamka: Pii teploté 95 °C dochazi k teplotni denaturaci dvousroubovice DNA, snizeni teploty na 58 °C
umoznéni nasednuti primerd na rozvolnéné fetézce DNA, nésledné zvyseni teploty na 72 °C vede k elongaci
novych fetézci DNA. Kroky 2, 3 a 4 byly 34x opakovany pro dosazeni vysoké miry amplifikace DNA.
V 6. kroku bylo nutno pfistroj vypnout.

3.2.2.2 Kontrola amplifikace DNA

Pro kontrolu uspésné amplifikace pozadované¢ho tseku DNA bylo vyuZito agarosové
elektroforézy. Z TBE pufru (sloZeni roztoku: 89mM Tris, 89mM kyselina boritd a 2mM
EDTA) byl piipraven 1,5% agarosovy gel. Roztok agarosy byl pfiveden k varu a bylo
pfidano 5 pl ethidiumbromidu (koncentrace 10 mg/ml). Po zchladnuti na teplotu cca 55 °C
bylo nalito na elektroforetickou misku (16 % 10 cm) ptiblizn¢ 30 ml roztoku. Do roztoku byl

vlozen hieben pro 25 jamek.

Do prvni jamky bylo aplikovano 10 pl standardniho vzorku DNA (Quick-Load®
100bp DNA Ladder, New England BioLabs). Do nasledujicich jamek bylo pipetovano vzdy
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po 2 ul PCR produktu. Elektroforéza byla provedena pii napéti 110 V po dobu 30 minut.
Jednotlivé agarosové gely byly vizualizovany pod UV svétlem pomoci zobrazovaciho

zatizeni (Molecular Imager® GelDoc™ XR+).

3.2.2.3 Priprava polyakrylamidového gradientového gelu a DGGE analyza

Byl pfipraven 500 pl 10% roztok persulfatu amonného a 100 ml 40% akrylamidu (38 g
akrylamidu a 2 g bis-akrylamidu). Pro elektroforézu ptipravenych vzorkl z kapitoly 3.2.2.1
(str. 38) byl pouzit denaturujici gradientovy polyakrylamidovy gel. Gradient gelu byl
vytvofen z roztoki, jejichz denaturacni sila byla 35 % a 60 %. Slozeni roztoku s ptislusnou

denaturacni silou je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni roztoki pro ptipravu 25 ml polyakrylamidového gelu

Denaturacni sila 35% 60%
40% akrylamid (ml) | 5,560 5,560
50% TAE (ml) 0,500 0,500
Formamid (ml) 3,500 6,000
Mocovina (g) 3,675 6,300
dH20 (ml) 12,250 9,500

Podle navodu byla sestavena aparatura pro DGGE. Aparatura byla naplnéna
polyakrylamidovym roztokem pomoci sady dvou spojenych nadob s magnetickou
michackou. Do nadobky bliz k vytoku byl nalit roztok s denaturacni silou 60 %, do druhé
roztok s denaturacni silou 35 %. K obéma roztokim bylo pfiddno 20 ul TEMEDu a 200 pl
10% amonium persulfatu a byla zapnuta magnetickd michacka. Jehla na konci plnici
trubicky byla umisténa mezi skla aparatury pro DGGE. Nasledné bylo spusténo peristaltické
cerpadlo s ddvkovacem (PCD 21). Zhruba po 5 sekundéach byly obé nddobky propojeny, aby
mohl vzniknout gel s denaturacnim gradientem. Po naplnéni aparatury byl mezi skla vlozen
hiebinek a roztok byl nechan cca 45 minut polymerovat. Vznikl polyakrylamidovy gel

s denatura¢nim gradientem o rozmé&rech 17 x 14 cm.

Béhem polymerace gelu byl pfipraven zbytek aparatury pro DGGE. Tank byl
naplnén cca 7 litry 1% Tris—acetatového pufru (TAE, sloZeni roztoku: 0,4M Tris, 0,2M
kyselina octova, 0,01M EDTA) a zakryt vikem. Bylo spusténo zahtivani pufru na 60 °C.

Aparatura s polyakrylamidovym gelem byla vlozena do tanku naplnéného

pfedehfatym pufrem. Jednotlivé jamky byly proplachnuty pufrem. Do jamek bylo
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aplikovano 29 ul PCR produkti z kapitoly 3.2.2.1. (str. 38). Elektroforéza DGGE byla
zahajena pfi napéti 30 V. Po dosazeni teploty pufru 60 °C bylo napéti zvyseno na 55 V.
Elektroforéza DGGE probihala 17-18 hodin.

Po ukonceni DGGE byl gel vlozen do plastové nadoby s 50 ml 1% TAE pufru. Bylo
pfidano 5 pl interkala¢niho barviva SYBR Green. Gel byl za stdlého michani barven
30 minut. Obarveny gel byl vizualizovan pod UV svétlem pomoci zobrazovaciho zatizeni

(Molecular Imager® GelDoc™ XR+).

3.2.2.4 Priprava a purifikace DGGE vzork(l pro Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani je metoda vyvinuta Frederickem Sangerem a jeho kolegy v roce
1977. Metoda je =zalozend na wukonceni fetézce fragmentu DNA znafenym
dideoxynukleotidtrifosfatem (ddNTP) [107]. Pro provedeni metody jsou nezbytnou soucasti
reakce DNA templat, primer, DNA polymerasa, deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP) a ddNTP.
Ve zjednoduSeném piipad¢ probihaji reakce ve 4 paralelnich zkumavkach, kde kazda
vreakéni smési obsahuje vzdy vSechny slozky reakce a jeden typ ddNTP.
Dideoxynukleotidtrifosfat je modifikovanou bazi s chybéjici hydroxyskupinou na 3" uhliku,
zodpovédnym za fosfoesterovou vazbu mezi jednotlivymi nukleotidy fetézce. Po zatfazeni
ddNTP do sekvence nov¢ vzniklé DNA dojde k zastaveni syntézy. Pro detekci jsou
vyuzivané fluorescencné znacené (diive radioaktivn¢) ddNTP inkorporované vzdy na konci
fetézce. Pti analyze DNA fragmenti se vyuziva elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
s vysokym rozliSenim nebo kapilarni elektroforéza. Postupnym ¢tenim z6n na gelu (smérem
nahoru) se ziska sekvence nukleotidl a po jejim piepsani je ziskana ptivodni nukleotidova

sekvence templatu [108].

Podle fotografie z kapitoly 3.2.2.3 (str. 40) byly vybrany zajimavé zony DNA
(intenzita, pfitomnost u riiznych osob, pfitomnost pouze v nékterych vzorcich u téZe osoby
atd.). Tyto zony byly vizualizovany pod UV svétlem transluminatoru a z gelu opatrné
vyfiznuty, aby nedoSlo ke kontaminaci jinou DNA. Vyfiznuté zony gelu byly pfeneseny
do 1,5ml mikrozkumavek a bylo ptidano 100 pl sterilni vody. Mikrozkumavky byly kratce
promichany na Vortexu. Déle byly 10 minut centrifugovany (MSE Sanyo HAWK 15/05
Refrigerated Centrifuge) pfi 12444x g a laboratorni teploté.

Dale byla u vzorki amplifikovana DNA pomoci PCR reakce. Slozeni PCR smési

pro provedeni reakce je uvedeno v Tabulce 5 (str. 42).
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Tabulka 5: Slozeni PCR smési (jeden vzorek) pro amplifikaci DNA z kousku gelu

Slozka V [ul]
Templat DNA 5
PCR mix 15

Primer 341FP 1
Primer 534RP 1

dH,0 8
Poznamka: Templat DNA — sterilni voda s extraktem z vyfiznuté zény polyakrylamidového gelu, PCR mix
(One Tag® Quick-Load® 2x Master Mix with Standard Buffer, New England BioLabs) PCR mix obsahuje:
20mM Tris—HCI (pH 8.9 pii 25 °C), 22mM KCl, 22mM NH4Cl, 1.8mM MgCl,, 0.2mM dATP, 0.2mM dCTP,
0.2mM dGTP, 0.2mM dTTP, 5% Glycerol, 0.06% IGEPAL® CA-630, 0.05% Tween® 20,
1x Xylen cyanol, 1x Tartrazin, 25 U/ml OneTag® DNA Polymerase, 10uM ,,Forward” primer 341 FP
(5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3"), 10uM ,,Rewerse” primer 534 RP (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3).

Bylo vyuzito stejného programu PCR ,,cycleru® jako pro amplifikaci vzorkl pii analyze

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

Usp&snost amplifikace byla ovéfena na agarosové elektroforéze stejné jako
v ptedchozim piipadé. Amplifikovana DNA byla ptecisténa pomoci komercéni soupravy
,Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (5 pug)“ od firmy New England Biolabs (dale pouze
NEB Monarch).

K 28 ul DNA bylo piidano 140 ul ,,DNA Cleanup Binding Buffer* (fedéni 1 : 5)
a vie bylo promichano pipetou. Redéna DNA byla aplikovéna na kolonku umisténou na &isté
mikrozkumavce a byla provedena Iminutovd centrifugace (Hermle Z216 MK)
pii 16060x g. Mikrozkumavka byla vyprazdnéna a na kolonku bylo pipetovano 200 pl
,DNA Wash Buffer a opét byla provedena centrifugace za stejnych podminek. Tento krok
byl opakovén jest¢ jednou. Dale byla kolonka umisténa na novou 1,5ml mikrozkumavku
a bylo na ni aplikovano 20 ul ,,DNA Elution Buffer“. DNA se z kolonky uvolnila
do 1 minuty, néasledovala 1minutu centrifugace pii 16060x g. Na zavér byla zméfena

koncentrace purifikované DNA na piistroji NanoDrop OneC.

Pro sekvenovani bylo do 200ul mikrozkumavek aplikovano 50 ng purifikované
DNA. Kazdy vzorek purifikované DNA byl takto ptipraven do 2 mikrozkumavek. Déle bylo
pfidano 2,5 pl 10uM primeru (do 1. mikrozkumavky ,Forward“ primer 341FP
a do 2. mikrozkumavky ,,Reverse* primer 534RP) a objem v mikrozkumavkéch byl doplnén
dH20 na 10 pl. Takto pfipravené vzorky byly odeslany ke komerénimu sekvenovani

(Sangerovo sekvenovani) do firmy SEQme s.t.0..
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3.2.3 Analyzu mikrobialni diverzity za pouziti ,,Next generation

sequencing”
V soucasné¢ dobé existuje celd tada technologickych provedeni NGS (z angl. ,next
generation sequencing®). Jejich spoleénym rysem je moznost sekvenovat paraleln¢ miliony
kratkych fragment DNA. [109]. Kromé& paralelniho sekvenovani maji NGS metody fadu
vyhod oproti star§im metoddm (Sangerovo sekvenovani, pyrosekvenovani). Hlavnimi
vyhodami jsou rychlost, niz$i finan¢ni ndro¢nost na ziskané mnozstvi dat a piesnost
vysledkd. Jako NGS jsou oznacovany sekvenovani 2., 3. a 4. generace. Sekvenovani
2. generace je zalozeno na cyklickém ptidavani bazi na templat a jejich snimani. Rozdil mezi
jednotlivymi platformami je v pouZzitych chemikaliich a v detekénich metodach. Mezi hlavni
platformy tohoto typu sekvenovani patii Ion Torrent, Solexa (Casto nazyvané Illumina),

SOLID, 454 (Roche) [110].

V této préci bylo pouzito sekvenovani 2. generace za vyuziti platformy Ion Torrent
od firmy ThermoFisher Scientific. Tato technologie vyuzivd iontové polovodiCové
sekvenovani, pro které je nutné ptipravit knthovnu DNA. Pfi ptipraveé se vyuzivd emulzni
PCR, ktera spoc¢iva v navazani jednotlivych DNA templata na kulicky ,,AmpureBeads®. Ty
jsou nasledné rozprostieny do mikrojamek sekvenacniho polovodi¢ového Cipu. V procesu
sekvenace jsou k templatim stiidavé ptipoustény neznacené dNTP. V piipadé, Ze dojde
k inkorporaci baze do nové vznikajiciho vldkna DNA, je uvolnén protonovy ion (H"). Tento
H' ion zméni hodnotu pH roztoku, kterd je zachycena detektorem a zaznamenana.

Pro zaclenéni ANTP do nového vldkna je nutna pfitomnost DNA polymerasy [110].

3.2.3.1 Priprava PCR amplikont
Pro ptipravu PCR amplikoni bylo vyuZzito metodiky popsané v praci autort Fliegerova

akol. [111].

Nejprve byla za pomoci PCR amplifikovana bakteridlni DNA ziskand z lidskych
fekalnich vzorkl, jejichz zpracovani je uvedeno v kapitole 3.2.1 (str. 37). Slozeni smési

pro PCR je uvedeno v Tabulce 6 (str. 44).
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Tabulka 6: Slozeni smési PCR pro ptipravu jednoho amplikonu

Slozka smési V [ul]
Bakterialni DNA 1
PCR Master Mix 15

Primer BactBF
Primer BactBR

dH,0 12

Poznamka: PCR Master Mix (EliZyme HS Robust MIX Red, Elisabeth® Pharmacon) — sloZeni: enzymy,
2mM dNTPs, 6mM MgCl,, Cervené barvivo, pufr, ,,Forward* Primer  BactBF
(5'-GGATTAGATACCCTGGTAGT-3"), ,,Reverse” Primer BactBR (5'-CACGACACGAGCTGACG-3").

Amplifikace byla provedena za podminek uvedenych v Tabulce 7. Dale byla
provedena kontrola pomoci agarosové elektroforézy viz. kapitola 3.2.2.2 (str. 39).
Pti uspé€sné amplifikaci byly ziskdny amplikony o velikosti 300 bp. Ty byly dale
purifikovany komerénim kitem NEB Monarch. Postup purifikace je uveden

Vv kapitole 3.2.2.4 (str. 41).

Tabulka 7: Podminky PCR amplifikace bakteridlni DNA pro ptipravu amplikoni

Krok T[°C] T [s] Cykly
1 95 300 -
2 95 30
3 57 30 25x%
4 72 30
5 72 300 -
6 12 oo -

3.2.3.2 Priprava knihovny pro NGS

Ptipravu knihovny lze rozd¢lit do 6 pomyslnych krok (oprava koncti dsDNA, ligace
adaptéru, 2 purifikace dsDNA, amplifikace knihovny a fedéni—kvantifikace knihovny).
Pro piipravu knihovny vzork® byla pouzita komeréni souprava ,NEBNext® Fast DNA
Library Prep Set for Ion Torrent™ (E6270L)“. Dale byly pouZity barkody (IonExpress, Life

Technologies), které byly fedény deionizovanou vodou v poméru 1 : 1.

I.  Oprava konctu — ,,End repair*

Pro opravu konciit dsDNA bylo pouZito poloviéni mnoZstvi materialu, neZ je doporuceno
vyrobcem. Objemy slozek smési pro upravu jednoho vzorku jsou uvedeny v Tabulce 8

(str. 45). Dale byla smés pipetovana po 25 pul do jamek 96jamkové desticky. Do kazdé jamky
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bylo pfidano 5 pl dsDNA ptipravené v kapitole 3.2.3.1 (str. 43). Desticka byla vlozena
do PCR ,,cycleru* nastavené¢ho na 20 minut zahtivani pfi teploté 25 °C a 10 minut pti 70 °C,

zavérecnou fazi bylo vypnuti programu a nésledné chlazeni pti 8 °C.

Tabulka 8: Slozeni smési pro opravu konctit dsDNA

Slozka V [l
ER pufr 3
ER enzym 1,5

dH,0 20,5

Poznamka: ER pufr —,,End Repair Reaction Buffer” (BioLabs Inc., NewEngland), ER enzym — ,,End Repair
Enzyme Mix“ (BioLabs Inc., NewEngland).

II. Ligace adaptéru a barkédu

Dale byly k opravenym amplikoniim dsDNA ligovany adaptéry. Adaptér je kratky
oligonukleotid, ktery se vaze na jeden z tupych koncti opravené dsDNA a umoziuje vazbu
jednoho barkédu na druhy tupy konec dsDNA. Barkod je kratka unikatni sekvence, kterd
oznacuje konkrétni templat v knihovné vSech vzorkti. Diky tomuto useku jsou pii konecné

analyze rozpoznany jednotlivé vzorky DNA.

Nejprve byla pfipravena smés enzymt, pufru a adaptéru P1. Slozeni smési
pro piipravu jednoho vzorku je uvedeno v Tabulce 9. Pfipravend smés byla aplikovana
po 19 ul do jamek se vzorky (viz. ptedchozi krok). Poté byl ke kazdému vzorku ptfidan 1 pl
unikatniho barkodu. Desticka se vzorky byla opét inkubovana v PCR ,,cycleru® nastaveném
na 15 minut zahtivani pti teploté 25 °C a 5 minut pii 65 °C, zavérecnou fazi bylo vypnuti

programu a nasledné chlazeni pii 8 °C.

Tabulka 9: SloZeni PCR sm¢ési pro piipravu jednoho vzorku

Slozka V [ul]
Pufr T4 ligasy 5
P1 adaptér 0,5
DNA polymerasa 0,5
T4 ligasa 2,5
dH,0 10,5

Poznamka: VSechny slozky reakce jsou od vyrobce New England BioLabs Inc., dH20 (Sigma-Aldrich).

III.  Purifikace DNA za pouziti kuli¢ek ,,AmpureBeads*

Opravena dsDNA s ligovanym adaptérem a barkddem byla purifikovana pomoci kuli¢ek

(AMPure XP, v angl. Ampure beads). K celkovému objemu 50 pl v jamce bylo ptidano
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60 pl roztoku 1,2V kulicek, roztok byl promichén a inkubovén cca 5 minut za laboratorni
teploty, aby doslo k navazani DNA na kuli¢ky. Dale byla desticka na 5 minut umisténa
na magnet. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl pomoci pipety odstranén supernatant a bylo
provedeno dvojnasobné promyti 180 ul 70% ethanolu. Ethanol vzdy ptisobil cca 1 minutu.
V dal$im kroku purifikace byl ethanol uplné odstranén a kulicky byly 2—3 minuty suseny
na vzduchu. Po odstranéni desticky z magnetu byla DNA véazana na kulicky eluovana
do 50 pl 10mM Tris—HCI pufru. Roztok byl promichan pipetou a na 2 minuty odstaven.
Na zavér byla desticka umisténa na magnet, do doby, nez byl roztok ¢iry (cca 2 minuty).

Supernatant obsahujici purifikovanou DNA byl pfenesen do nové 96jamkové desticky.
IV.  Amplifikace knihovny

Po purifikaci nasledovala amplifikace dsDNA. Byla pfipravena PCR smés, jejiz sloZeni

pro ptipravu jednoho vzorku je uvedeno v Tabulce 10.

Tabulka 10: Slozeni PCR smési pro amplifikaci vzorkl

Slozka V [ul]
Primery 2
2x PCR Master Mix 25

Poznamka: Primery (NEBNext Library Primers for lIon Torrent, New England BioLabs Inc.), PCR Master
Mix (NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix, New England BioLabs Inc.).

Do nové 96jamkové desticky byla smés pipetovana po 27 pl. Do kazdé jamky bylo
pridano 23 pl purifikovanych vzorkti dsDNA z piedchoziho kroku. Byla provedena PCR

amplifikace. Nastaveni pouzité¢ho programu je uvedeno v Tabulce 11.

Tabulka 11: Podminky PCR pro amplifikaci vzorkl

Krok T[°C] T [s] Cykly
1 98 30 -
2 98 10
3 58 30 7%
4 72 30
5 72 300 -

V.  Purifikace DNA za pouZziti kuli¢ek ,,AmpureBeads*

Nasledujicim krokem byla opét purifikace vzorki. Postup provedeni je uveden v bode I11.

(str. 45).




VI.  Redéni knihovny a jeji kvantifikace

Poslednim krokem ptipravy celé knihovny bylo fedéni pro jeji kvantifikaci. Nejprve byly
vSechny vzorky fedény 10mM Tris—HCIl pufrem v poméru 1 : 20. Do dalsi 96jamkové
1000 (bylo
provedeno fedéni 1 : 50 jiz fedénych vzorki 1 : 20). Do posledni 96jamkové desticky byly

desticky byly tyto vzorky pfeneseny tak, aby vzniklo kone¢né tedéni 1 :

vzorky fedény 1 : 5000. Kvantifikace knihovny byla provedena dle protokolu ke komer¢ni
soupravé ,,KAPA Library Quantification Kit Ion Torrent™ Platforms* od firmy Roche.

Nejprve byla ptipravena reakéni smes pro kvantitativni PCR (qPCR). Pro analyzu
jednoho vzorku bylo potteba 5 pl ,,KAPA SYBR FAST qPCR Master Mixu (2x), 1 ul Ion
Torrent Primer Mix (10x)* a 0,2 ul ,,50x KSF ROX Low* (vSechny reakéni slozky jsou
od vyrobce KAPABIOSYSTEMS, Roche). Pfipravend reakéni smés byla pipetovana
do 96jamkové desticky. Do tiech jamek byly pfidany 4 pul dH>O, tyto jamky byly pouze
kontrolni, bez ptfidaného tepmlatu. Do 6 jamek bylo ptfidano po 4 pl DNA standardu

(koncentrace jednotlivych vzorki jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12: Koncentrace vzorkti DNA standardu pro vyhodnoceni qPCR

DNA Standard | Koncentrace [pM]
1 83
2 8,3
3 0,83
4 0,083
5 0,0083
6 0,00083

Poznamka: Vyrobcem vzorki DNA Standardu je KAPABIOSYSTEMS, Roche.

Do zbylych jamek bylo aplikovano po 4 ul 1 : 5000 fedénych roztoki obsahujicich
bakterialni DNA. Desticka byla vlozena do qPCR ,,cycleru® (QuantStudio™ 3 Real-Time
PCR Instrument, ThermoFisher Scientific) a byl spustén PCR program, jehoZz pribéh je

uveden v Tabulce 13.

Tabulka 13: Nastaveni programu qPCR

Poznamka: Krok 1 — pocatecni denaturace, krok 2 — denaturace, krok 3 — nasednuti primer, krok 4 — analyza

Krok T[°C] t[s] Cykly
1 95 300 -
2 95 30
35x
3 60 45
4 65-95 oo -

ktivky tani, kroky 2 a 3 jsou opakovany pro amplifikaci DNA.

47




Ziskand data byla zpracovana pomoci pocitacového softwaru ,,QuantStudie*
a prevedena do programu Microsoft Excel, kde byly dopoc¢itany poméry fedéni jednotlivych
vzorki. Déle byly vSechny vzorky knihovny (1 : 20, 1 : 1000, 1 : 5000) fedény dH»O tak,
aby vysledna koncentrace v jamce byla 30pM. Na zavér bylo z kazdého vzorku odebrano
po 1 ul a ptevedeno do spole¢né mikrozkumavky. Mikrozkumavka s obsahem této smési
byla finalni knihovnou pro metodu NGS. Tato mikrozkumavka byla skladovana v lednici.

96jamkové desticky s fedénymi vzorky byly ulozeny pii —20 °C.

3.2.3.3 Priprava templatu pro NGS

Templat pro NGS byl ptipraven za pouziti komeréni soupravy ,,Jon PGM™ Hi-Q™ View
OT2 Kit (sada obsahuje: ITon PGM™ Hi-Q™ OT2 Solutions, lon PGM™ Hi-Q™ OT2
Supplies)” od firmy ThermoFisher Scientific. Podrobnéjsi navod ptipravy templatu je
uveden na internetové adrese [112]: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/

LSG/manuals/MAN0014579 TonPGM_HiQ View OT2 UG.pdf.

Pro praci byl pouzit pfistroj firmy ThermoFisher Scientific ,JJon OneTouch 2
System*, slozeny ze 2 modull: ,,JJon OneTouch 2 Instrument a ,JJon OneTouch ES
(Enrichment Systém)“. Na modulu ,,Jon OneTouch 2 Instrument™ byla nastavena metoda
,PGM: Ion PGM™ Hi-Q™ OT2 Kit-400“. Dale byly do piislusnych &asti vlozeny
mikrozkumavky typu ,Recovery Tube“ se 150 pul ,Breaking Solution®. Mezi
mikrozkumavky byl vlozen mustek (rotor) typu ,,Recovery Router*. Do pfistroje byla
umisténa amplifika¢ni desticka typu ,,Amplification Plate* a do ventilu pfistroje byla
vloZena vstfikovaci tryska. Dale byly na piislusné pozice nasroubovany zkumavky typu
,»Reagent Tube“ (jedna byla naplnéna z 1/2 olejem a druha z 1/4 roztokem ,,Recovery
Solution*) a kontejner na odpad. Do 2ml mikrozkumavky obsahujici 800 ul roztoku ,,lon
PGM™ Hi-Q™ View Reagent Mix“ byly ptidany v ptesném potadi dali roztoky, jak je

uvedeno v Tabulce 14. Takto byl ptfipraven amplifikacni roztok.

Tabulka 14: Reagencie ptidané do mikrozkumavky s 800 pl ,,View Reagent Mix*

Poradi Reagencie V [ul]
1 ,Nuclease-free Water” 25
2 ,lon PGM™ Hi-Q™ View Enzyme Mix"“ 50
3 Redéna knihovna (30pM) 25
4 ,lon PGM™ Hi-Q™ View ISP“ 100

Poznamka: ,Jon PGM™ Hi-Q™ View ISP“ je potieba pfed pouzitim 1 minutu promichat na Vortexu
a poté jesté pipetou.
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Pted samotnym spusténim amplifikace templatu byl naplnén a nainstalovan filtr typu
,Reaction Filter”. Do vstupu pro vzorek bylo aplikovano po 1 ml amplifikacniho roztoku.
Poté bylo ptidano dvakrat po 850 ul reakéniho oleje ,,Reaction Oil“. Filtr byl vloZen na svou

pozici v pfistroji a byla spusténa cca 16hodinova amplifikace tepmlatu.

Po uplynuti cca 16 hodin byla zastavena amplifikace a s ni i centrifugace probihajici
v mikrozkumavkach ,,Recovery Tube®. V obou mikrozkumavkach bylo ponechano 100 pl
roztoku ,,Recovery Solution®, zbytek byl odstranén pipetou. Do kazdé mikrozkumavky bylo
piidano 500 pl roztoku ,,Wash Solution* a v§e bylo promichano pipetou pro rozptyleni ISP
(z angl. ,,Jon Sphere Particles®). Roztoky z obou mikrozkumavek byly pfevedeny do nové
1,5ml mikrozkumavky. Tato mikrozkumavka byla 2,5 minuty centrifugovana pti 15 500 g.

Supernatant byl odebran a v mikrozkumavce bylo ponechano pouze 100 pul s peletou.

Do specialniho 8jamkového ,,stripu®, ktery byl pozdéji vlozen do modulu ,,Jon
OneTouch ES“, byla pfipravena sada roztokd. Seznam roztokid s pfisluSnym objemem

v jednotlivych jamkach je uveden v Tabulce 15.

Tabulka 15: Seznam roztokl v 8§jamkovém ,,stripu

C. jamky Roztok V [w]
1 Roztok 1 100
2 Roztok 3 300
3 ,lon One Touch™ Wash Solution” 300
4 ,lon One Touch™ Wash Solution” 300
5 ,lon One Touch™ Wash Solution” 300
6 - -
7 Roztok 2 143
8 - -

Roztok 1 (ISP) byl pied aplikovanim do jamky promichan pipetou. Roztok 2
(,,Melt-Off Solution*) byl pfipraven kombinaci 280 ul roztoku ,,Tween™ Solution* a 40 pl
IM hydroxidu sodného. Roztok 3 (,,Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1Beads*) byl
pfipraven z ,,Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1Beads* roztoku, ktery byl 30 vtefin
resuspendovan na Vortexu a poté byla tmava peleta kuli¢ek resuspendovédna pipetou.
Po resuspendovani pelety bylo 13 pl roztoku preneseno do nové 1,5ml mikrozkumavky.
V dal$im kroku byla mikrozkumavka umisténa na 2 minuty na magneticky stojanek.

Po uplynuti 2 minut byl opatrné odstranén supernatant a bylo pfiddno 130 pl roztoku
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,MyOne™ Beads Wash Solution. Poté byla mikrozkumavka kratce promichana

na Vortexu.

V zavérecném kroku celé piipravy templatu byla do modulu ,,Jon OneTouch ES*
vlozena 0,2ml PCR mikrozkumavka naplnéna 10 pl neutraliza¢niho roztoku ,,Neutralization
Solution®. Po nasazeni nové pipetovaci $picky byl do modulu umistén 8jamkovy ,,strip“.
Pot¢ byl modul spustén. Zhruba po 35 minutach byla piiprava ukoncena, bylo
zkontrolovano, zda PCR mikrozkumavka obsahuje roztok sISP. Roztok byl ihned
promichén, cca 5% otofenim mikrozkumavky. Nakonec byl odstranén 8jamkovy ,,strip*

a Spicka a pftistroj ,,Jon OneTouch 2 Systém* byl vycistén.

3.2.3.4 Sekvenovani pripraveného tepmlatu

Pro sekvenovani ptipraveného tepmlétu z kapitola 3.2.3.3 (str. 48) byla pouzita komer¢ni
souprava ,,Jon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (sada obsahuje: ITon PGM™ Hi-Q™
View Sequencing Solutions, Ton PGM™ Seq Supplies)“ od firmy ThermoFisher
Scientific. Sekvenovani bylo provadéno mna piistroji ,Jon PGM™  System*.
Podrobné¢jsi manudl pro sekvenovani templatu a o obsluze pfistroje je dostupny
na internetovém odkazu [113]: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/
MANO0014583 TonPGM_HiQ View Sequenc UG.pdf.

Pted zahdjenim prace byl piistroj ,,Jon PGM™ System* vy¢istén za pouziti 18 MQ
vody. Po vy¢isténi ptistroje byl zkontrolovan tlak v rezervoaru a byly pfipraveny lahve se
zasobnimi roztoky pro sekvenovani. Do vyplachnuté zasobni lahve (2) byly natoCeny
cca 2 litry 18 MQ vody a byl pfidan cely objem lahvicky s roztokem ,,Jon PGM™ Hi-Q™
View Sequencing W2 Solution®. Na zavér bylo do lahve pfidano 70 pul 100mM hydroxidu
sodného a v§e promichano. Do vyplachnuté zadsobni lahve (1) bylo pipetovano 350 pl Cerstve
ptipraveného 100mM hydroxidu sodného. Do zasobni lahve (3) bylo nalito 50 ml roztoku
,Jon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing W3 Solution®. Viechny tfi lahve byly nainstalovény
na své pozice v piistroji. Déle byla zapnuta inicializace pftistroje, pfi které si pfistroj

automaticky nastavil pH roztoku v zasobni lahvi (2).

Do 50ml lahvicek pro reagencie bylo pipetovano po 20 ul roztoktt dGTP, dCTP,
dATP a dTTP. Lahvicky byly zazatkovany a naSroubovany do pfistroje. Ptistroj do vSech
lahvic¢ek automaticky doplnil po 40 ml roztoku W2 ze zasobni lahve (2).
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V dal$im kroku byl naplnén ¢&ip ,.Jon 316™ Chip v2 BC*. Nejprve byl na Vortexu
rozmichan vzorek kontroly ,,.Control Ion Sphere™ Particles* a poté bylo 5 ul této ISP
kontroly ptfiddno do 0,2ml PCR mikrozkumavky obsahujici templat ISP (pfiprava viz.
kapitola 3.2.3.3, str. 48). Objem mikrozkumavky byl promichédn pipetou a poté
centrifugovan 2 minuty pii 15 500% g. Po centrifugaci byl odstranén supernatant
a v mikrozkumavce bylo ponechano cca 15 pl roztoku. Bylo pfiddno 12 pl primeru ,,Ion
PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Primer* a roztok byl promichan pipetou. Mikrozkumavka
byla vloZzena do PCR ,cykleru® nastaveného na 2 minuty zahfivani pfi teploté 95 °C
a nasledné 2 minuty pii 37 °C. Po nasednuti primeru byly do PCR mikrozkumavky ptidany
3 ul polymerasy ,,Jon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Polymerase®. Roztok byl
promichén pipetou a 5 minut inkubovan pii laboratorni teploté. Béhem inkubace finalniho
roztoku pro sekvenovani byl ptfipraven Cip. Nejprve z ného byla pomoci pipety odsata
tekutina, Cip byl centrifugovan a byla provedena kontrola, ze neobsahuje zddné zbytkové
tekutiny. Poté byl cely objem (30 pl) ISP roztoku z PCR mikrozkumavky aplikovan na ¢ip.
Cip byl centrifugovéan ve stolni minicentrifuze, nejprve 0,5 minuty smérem ke stiedu a poté
0,5 minuty smérem od stfedu. Po centrifugaci byl roztok z ¢ipu odsat pipetou a vracen zpét.
Po dalsi Svtefinové centrifugaci doslo k odstranéni piebytecné tekutiny. Na zavér byl
v pocitacovém softwaru nastaven plan sekvenace, Cip byl vlozen do pfistroje a bylo zahajeno

sekvenovani vzorku.

Data byla vyhodnocena v programu QIIME 2 (z angl. ,,Quantitative Insights Into
Microbial Ecology*). Celé vyhodnoceni bylo provedeno ve virtudlnim prostiedi Linuxu.
Navody pro praci vprogramu QIIME 2 jsou dostupné na internetové adrese

www.qiime2.org [114].
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4 Vysledky

Nize jsou popsany ziskané vysledky studie vlivu KPP na lidsky stievni mikrobiom. Nejprve
byl pozorovan vliv KPP na biodiverzitu bakterii na zdkladé polyakrylamidového gelu.
Nasledovala identifikace nckterych druhti stfevnich bakterii pomoci Sangerova
sekvenovani. Poté byla provedena metoda NGS s naslednou analyzou vSech mikrobiomu
déarct. Na zaveér byly ziskané vysledky biodiverzity statisticky zpravovany pomoci analyzy

hlavnich koordinat a poctu operacnich taxonomickych jednotek.

4.1 Kontrolni agarosova elektroforéza

Béhem prace byla po kazdé amplifikaci DNA kodujici gen pro 16S rRNA provedena
kontrolni agarosova elektroforéza. Smyslem této elektroforézy bylo ovéfit, zda doslo
k dostate¢né amplifikaci pozadovaného useku DNA. Pokud by néktery vzorek neposkytl
zonu o velikosti 200 bp, jednalo by se o nedostateCnou amplifikaci. Nedostatecna
amplifikace by zasadn¢ ovlivnila nasledné pouzité metody. Na Obrazku 3 je reprezentativni
agarosovy gel znazornujici pfitomnost zony o velikosti 200 bp, kterd se vyskytla u vSech

vzorkd.

889 B108118 128 138 148 158 16

200 bp #»

Obrazek 3: Fotografie reprezentativniho agarosového gelu pro kontrolu pfitomnosti zény o velikosti
200 bp dokazujici dostate¢nou amplifikaci DNA kodujici gen pro 16S rRNA. V draze oznacené St. je
standardni vzorek DNA (Quick-Load® 200bp DNA Ladder), v draze 1-16 jsou vzorky amplifikované
bakterialni DNA ziskané z lidskych fekalnich vzorka.
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4.2 Vliv komerénich probiotickych preparati na

biodiverzitu strevni mikrofléry zkoumany metodou
DGGE

Pro zékladni zjisténi vlivu KPP na biodiverzitu stfevni mikroflory u jednotlivych darcti bylo
vyuzito metody DGGE. Prvnim krokem pro provedeni metody byla izolace bakteridlni DNA
kodujici gen pro 16S rRNA, kterd je spole¢na vSem druhtim bakterii. [zolovand DNA byla
amplifikovana metodou PCR. Amplifikovand DNA byla podrobena vertikalni elektroforéze
v gradientovém  denaturujicim  polyakrylamidovém gelu. Jednotlivé gely byly
dokumentovany a déle analyzovany. Analyza byla provedena pro kazdého darce samostatné,
zaroven byla uskutecnéna celkové analyza napfi¢ vSemi mikrobiomy. Na gelech se vzorky
od jednoho darce bylo sledovano, které zony se objevuji nebo naopak mizi, ¢i jak se neméni
v Case (pted uzitim, v pribéhu uzivani a po skonceni uzivani KPP). Na Obrazku 4 (str. 54)

je jako ptiklad zobrazen gel jednoho darce.

53



Obrazek 4: Fotografie polyakrylamidového gelu po provedené metodé DGGE. Pro ukazku byl vybran gel
s obsahem bakterialni DNA z fekalnich vzorkd darce JJ. Kazda zona reprezentuje jeden konkrétni druh
bakterii, které jsou déleny na zaklad¢ variabilnich mist v konzervativnim tGseku 16S rRNA. V draze €. 1 je
vzorek odebrany pred zahajenim uzivani KPP, v drahach ¢. 2 az €. 6 jsou vzorky z prib&hu uzivani KPP,
v draze ¢. 7 a 8 jsou vzorky odebrané po ukonéeni uzivani KPP.

Pro zptehlednéni porovnani mikrobiomu jednotlivych darct mezi sebou byly DGGE
gely slozeny do jednoho Obrazku 5 (str. 55). Vzhledem k rGzné rychlosti jednotlivych

elektroforéz byly zony na gelech srovnany pomoci pocitacového programu BioNumerics.
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Obrazek 5: Porovnani polyakrylamidovych DGGE gela s amplifikovanou DNA pro gen 16S rRNA jednotlivych darct. Fotografie vznikla slozenim a tipravou vsech DGGE
gelti pomoci pocitacového programu BioNumerics. Pismena D, R, MR, DA, S, EJ, DK, K a JJ oznacuji jednotlivé darce, ¢isla 1-70 oznacuji drahy na gelu. Pismena (B — pted
uzitim KPP, P — béhem uzivani KPP, A — po ukonceni uzivani KPP) pod ¢isly drah oznacuji dobu odbéru fekalniho vzorku, z kterého je izolovana DNA. Zoény vyznacené
krouzky a oznaceny pismeny A—N byly odeslany k Sangerovu sekvenovani do komer¢ni firmy SEQme. Identifikované bakterialni druhy jsou uvedeny v Tabulce 16 (str. 56).
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4.3 Sangerovo sekvenovani zvolenych zén DGGE gelu

Vsechny polyakrylamidové gely ziskané po provedeni metody DGGE byly déle podrobnéji
studovany. Z gelt bylo vybrano n¢kolik vyznamnych zén (intenzita, ptitomnost ve vétSing
vzorkil, vhodnost pro vyfiznuti — dobfe ohranicené), u kterych bylo provedeno Sangerovo
sekvenovani. Vybrané zony byly vytiznuty z gelu pod UV lampou. DNA kodujici gen
pro 16S rRNA byla z vytiznutych kouskt extrahovana do dH>O a nasledné amplifikovana
pomoci PCR. Vsechny ptipravené vzorky byly odeslany k provedeni sekvenace do firmy

SEQme.

Vsechny sekvenované zény jsou vyznaCeny na Obrazku 5 (str. 55). Hlavnim
piedpokladem pro vyhodnoceni bylo, Ze zony se stejnou vzdalenosti od startu reprezentuji
stejny bakterialni druh. Pro ovéfeni tohoto faktu byla provedena sekvenace odpovidajicich
si zon v riaznych vzorcich. Piehled identifikovanych bakteridlnich druhli je uvedeny

v Tabulce 16. Uvedeny jsou pouze zony s nejvyssi procentualni identitou pro dany druh

cvwr

Tabulka 16: Pfehled identifikovanych bakteridlnich druht metodou Sangerova sekvenovani

Zo6na Nazev Identita ID v databazi
A(l) 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

Poznamka: Vsechny uvedené ID identifikovanych bakterialnich druhti pochazeji z databaze GenBank, ktera
je soucasti NCBI (,,National Center for Biotechnology Information®).

4.4 Relativni zastoupeni bakteridlnich ¢eledi ve

stirevnim mikrobiomu darcu

Vliv uzivanych KPP na bakterialni slozeni sttevniho mikrobiomu jednotlivych darct byl téz
zkouman za pouZiti metody NGS (PGM Ion Torrent). Knihovna pro NGS byla pfipravena
z izolované bakterialni DNA kodujici gen pro 16S rRNA vsech fekalnich vzorki. VSechny
parametry z provedené NGS metody jsou uvedeny na Obrazku 6 (str. 57). Pro analyzu
pomoci NGS byl sekvenaéni €ip pokryt z 63 % svého povrchu. Nanesené templaty byly
z 86 % klonalni, 14 % tvofily polyklondlni templaty. Nejcastéji délka ctenych fragmentt
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byla 295 bp. Uvedené parametry popisujici pripravenou knihovnu vypovidaji o tspésném

a spravném piipraveni DNA knihovny.

234 bp

Primér

2,945,120
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Obrizek 6: Parametry informujici o provedené NGS metodé viech fekalnich vzorki. Cast A zobrazuje hustotu
pokryti ¢ipu ptipravenou knihovnou ISP (z angl. ,,Jon Sphere Particles), v ¢asti B jsou podrobnéjsi informace
(celkovy pocet ¢teni knihovny, pocet pokrytych jamek knihovnou, pocet jamek obsahujici templat, pocet
klonalnich a polyklonalnich ISP) o pfipravené knihovné, v ¢asti C je zaznam o ¢tenych fragmentech a grafické

rozlozeni vSech detekovanych délek fragmenti.

Data ziskand po provedené¢ NGS metod¢ informuji o relativnim zastoupeni

bakteridlnich druhti v jednotlivych lidskych fekdlnich vzorcich. Tabulky s t€émito daty jsou

soucasti Ptilohy 1 (str. 97). Relativni zastoupeni bakteridlnich druht v jednotlivych

fekalnich vzorcich darcii bylo zpracovano do sloupcovych grafii na Obrazcich 7-15

(str. 58—66). Spolecna legenda pro vSechny sloupcové grafy je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 7: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce D. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakterialnich druhl v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2D; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7D; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8D; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 8: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce DA. Graf dokumentuje zmény
relativniho zastoupeni bakterialnich druhti v odebranych vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny Cislem
vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (P1 — pted uzitim KPP uZzivana jina probiotika, P2 — béhem
uzivani KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Darce poskytl 2 vzorky pfed uzitim KPP (1DA; P1 — 1 tyden
pfed KPP, 2DA; P1 — 1 den pfed KPP), diivodem je uzivani jinych probiotik pted zacatkem tohoto experimentu.
Vzorek 3DA; P2 byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu
uzivani KPP. Vzorek 8DA; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP a 10 dni po ném byl odebran vzorek
9DA; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 9: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce DK. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakteridlnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2DK; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7DK; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8DK; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 10: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu déarce EJ. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakteridlnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pred prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2EJ; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7EJ; A byl odebran 4. den po ukoncéeni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8EJ; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 11: Sloupcovy graf reprezentujici sloZeni stfevniho mikrobiomu darce JJ. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakterialnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonéeni uzivani KPP). Vzorek 2JJ; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 71J; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8JJ; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 12: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stievniho mikrobiomu darce K. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakteridlnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2K; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. dnu uzivani KPP. Vzorek 6K; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP. Darce
neposkytl posledni vzorek pfi uzivani KPP a druhy vzorek po ukonceni uzivani KPP. Legenda ke grafu je
na Obrazek 16 (str. 67).
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Obrazek 13: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce MR. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakteridlnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2MR; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7MR; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP.
Darce zapomnél odebrat posledni vzorek (SMR; A). Legenda ke grafu je na Obrazek 16 (str. 67).
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Obrazek 14: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce R. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakteridlnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2R; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7R; A byl odebran 4. den po ukonéeni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8R; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 15: Sloupcovy graf reprezentujici slozeni stfevniho mikrobiomu darce S. Graf dokumentuje zmény
v relativnim zastoupeni bakterialnich druhd v odebranych fekalnich vzorcich. Vzorky na ose x jsou oznaceny
¢islem vzorku darce; dobou odbéru fekalniho vzorku (B — den pfed prvnim uzitim KPP, P — béhem uzivani
KPP, A — po ukonceni uzivani KPP). Vzorek 2S; P byl odebran po 5 dnech uzivani KPP, dalsi vzorky byly
odebrany v 12., 26., 40. a 61. dnu uzivani KPP. Vzorek 7S; A byl odebran 4. den po ukonceni uzivani KPP
a 10 dni po ném byl odebran vzorek 8S; A. Legenda ke grafu je na Obrazku 16 (str. 67).
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Obrazek 16: Spolecna legenda pro vSechny sloupcové grafy na Obrazcich 7-15 (str. 58—66).
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>

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Pasteurellales; Pasteurellaceae

Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Izimaplasmatales; "gut metagenome”




Z NGS ziskanych dat vyplyva, Ze nevyssi zastoupeni ve vSech fekalnich vzorcich
vSech darcti maji bakterie z ¢eledi Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminococcaceae.
Zastoupeni téchto tii bakterialnich ¢eledi a jejich zmény v relativnim zastoupeni v prabehu
experimentu a uzivani KPP, je zpracovano do Tabulky 17 (str. 68—69). Z Tabulky 17
vyplyva, ze ve vétsin€ pripadi uzivané KPP na zastoupeni téchto tii celedi nemélo prakticky
zadny vliv.

Tabulka 17: Relativni zastoupeni nejpocetnéjsich bakterialnich ¢eledi ve fekalnich
vzorcich vSech darct

Darce Vzorek | Bacteroidaceae [%] | Lachnospiraceae [%] | Ruminococcaceae [%)]

1D; B 29,92 21,69 16,67

2D; P 2,06 36,02 25,11

3D; P 7,49 30,85 22,88

b 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

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

DA 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

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

DK 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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Darce Vzorek Bacteroidaceae (%] | Lachnospiraceae [%] | Ruminococcaceae [%)]
1EJ; B 44,31 16,28 18,20
2E); 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
1JJ; B 40,07 24,06 9,37
21); P 34,69 30,73 15,07
31J; P 35,14 33,99 10,46
4)); P 26,91 25,96 15,60
o 51J; P 33,30 34,20 11,04
6lJ; P 35,91 28,53 13,84
71); A 44,04 17,54 11,32
81J; A 34,26 28,51 8,31
1K; B 13,57 25,91 31,87
2K; P 3,90 34,95 39,26
3K; P 8,75 33,77 37,81
K 4K; P 2,08 36,56 35,37
5K; P 3,32 26,00 32,93
6K; A 4,35 34,40 32,08
1MR; B 40,28 32,57 14,57
2MR; P 28,62 29,79 23,62
3MR; P 29,62 21,78 24,07
MR 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
1R; B 44,67 19,46 28,27
2R; P 8,71 41,07 35,95
3R; P 21,05 33,36 35,54
R 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
1S; B 18,37 12,52 28,92
2S; P 21,32 18,18 34,23
3S; P 24,38 26,29 25,13
s 4sS; 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

Poznamka: PokraCovani tabulky 17. Vzorek: ¢islo vzorku darce; doba odbéru vzorku (B/P1 — pfed uzivanim
KPP, P/P2 — béhem uzivani KPP, A — po skonceni uzivani KPP). Darce S prodélal karcinom kolorekta.
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Uzivané KPP obsahuji ve zvySené miie ¢eledi Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae
a Streptococcaceae. Relativni zastoupeni téchto tfi ¢eledi bylo ve zkoumanych fekalnich
vzorcich relativné nizké. Detekované zmény v relativnim zastoupeni zminénych tii ¢eledi

jsou uvedeny v Tabulce 18 (str. 70-71).

Tabulka 18: Relativni zastoupeni bakterialnich ¢eledi pfitomnych v KPP a ve fekalnich
vzorcich darct

Darce Vzorek | Bifidobacteriaceae [%] | Lactobacillaceae [%] | Streptococcaceae [%]

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

D 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

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

DA 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

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

DK 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

1EJ; B 0,97 0,00 0,00

2EJ; P 1,72 0,00 0,09

3EJ; P 8,70 0,00 0,07

4E); P 1,28 0,00 0,09

H 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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Darce Vzorek | Bifidobacteriaceae [%] | Lactobacillaceae [%] | Streptococcaceae [%)]
1J);B 0,33 0,00 0,47
21); P 0,77 0,00 0,04
3J; P 0,08 0,00 0,07
4)); P 0,23 0,00 0,15
y 51J; P 0,23 0,00 0,06
6lJ; P 0,14 0,00 0,92
71); A 0,25 0,00 1,35
81, A 2,10 0,00 0,13
1K; B 2,53 0,00 0,81
2K; P 3,23 0,00 0,36
K 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
1MR; B 0,11 0,00 0,13
2MR; P 2,17 0,00 0,04
3MR; P 2,32 0,00 0,53
MR 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
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
R 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
1S; B 0,00 0,00 2,25
2S; P 0,00 0,00 0,14
3S; P 0,00 0,00 0,47
4sS; 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

Poznamka: Pokracovani tabulky 18. Vzorek: Cislo vzorku darce; doba odbéru vzorku (B/P1 — pied uzivanim
KPP, P/P2 — béhem uzivani KPP, A — po skonceni uzivani KPP). Darce S prod¢lal karcinom kolorekta.
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4.5 Vliv probiotik na biodiverzitu stfrevniho mikrobiomu

zkoumany na zakladé metody NGS

U vSech fekalnich vzorkli byla provedena analyza hlavnich koordinat (PCoA,
z angl. ,,principial coordinate analysis®). Jedna se o vicerozmérnou statistickou metodu,
ktera se pouziva pti hodnoceni biodiverzity vzorkli v souboru. Tato metoda zkoumé pomoci
asocia¢ni matice podobnosti, respektive nepodobnosti, shody mezi jednotlivymi vzorky.
Vysledkem analyzy jsou prostorové diagramy. Podobné vzorky (oznacené barevnymi body)
jsou v diagramu shlukovany k sob¢, vzorky, které se lisi, jsou vzdalené. Analyza vzorkt byla
provadeéna u kazdého déarce samostatné. Ukdzka diagramu PCoA je na Obrazku 17. Zbylé

diagramy jsou soucasti Pfilohy 2 (str. 115).
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Obrizek 17: Piiklad diagramu PCoA pro fekalni vzorky poskytnuté od darce R. Cisla u barevné legendy
oznacuji poradi, ve kterém byly vzorky odebrany (1 — pted uzitim KPP, 2—6 — béhem uzivani KPP, 7-8 — po
ukonceni uzivani KPP). Vzhledem k dlouhy ¢asovym intervaliim mezi jednotlivymi odbéry vzorkt jsou vzorky
odlisné, a tudiz nedochazi k shlukovani bodi k sobé. Diagram by vSe lépe ukdzal, kdyby mohl byt
ve 3D prostoru. Osy diagramu nepiedstavuji zadny parametr, procenta v zavorce predstavuji pouze procenta
variant v matici odli$nosti, resp. podobnosti.
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Pro grafické zndzornéni poctu operacnich taxonomickych jednotek (OTU, z angl.
,operational taxonomic unit) bylo vyuzito krabicovych graft, téZ nazyvanych ,,boxplot®.
Jedna se o dalsi typ zobrazeni vyuzivany u statistickych metod, ktery graficky zndzorfuje
a pomaha porozumét rozmanitosti jednotlivych analyzovanych vzorkt z velkého souboru
dat. Pocet OTU byl urcen jednotlivé u kazdého déarce a skupiny vzorkd. Kritériem
pro bakterialni rozmanitost byla doba spojena s uziti KPP. U kazdého darce byla biodiverzita
bakterialnich druhti ur€ovana ve 3 skupinach vzorki (pfed uzitim KPP, béhem uzivani KPP
a po ukonceni uzivani KPP). Na Obrazku 18 je ukazkovy ,,boxplot* znazornujici zménu
v biodiverzité bakteridlnich druhd, ktera byla vyvolana uzivanim KPP u darce D. Tento graf
vypovida o narustu poc¢tu OTU u skupiny vzorkli odebranych béhem uzivani KPP oproti
vzorku ptfed uzitim KPP. Po vysazeni KPP doSlo k postupnému navratu poctu OTU
na ptvodni hodnotu pied uzitim KPP. Zbyl¢ grafy typu ,,boxplot* znazornujici bakterialni
biodiverzitu mezi skupinami vzorkll jednotlivych darci jsou na Obrazku 19 a 20

(str. 74 a 75).
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Obrazek 18: Priklad ,,boxplotu vyjadiujiciho biodiverzitu bakteridlnich druht mezi skupinami vzorki
poskytnutych darcem D. Vzorky jsou rozdéleny do skupin podle ¢asu odbéru, n oznacuje pocet vzorkl
ve skupin€ (A — po uziti KPP, B — pred uzitim KPP, P — béhem uzivani KPP). Diverzita bakteridlnich druhii
ve skupinach fekalnich vzorkil je pocitana pomoci operacnich taxonomickych jednotek (OTU). Kazdy graf
typu ,,boxplot* obsahuje ,,boxy* nebo ¢ary (v piipadé 1 vzorku ve skuping). ,,Box* je vymezen dolnim a hornim
kvartilem a uvnitf se nachazi median (stfedni hodnota rozmanitosti), usecky vedouci od hranice ,,boxu‘
predstavuji odlehlé hodnoty.
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Obriazek 19: Grafy typu ,,boxplot* pro darce DA, DK, EJ a JJ ukazujici zmény v biodiverzité stfevnich bakterialnich druhi mezi skupinami vzorkl na ose x (A — po uziti KPP,
B, P1 — pfed uzitim KPP, P, P2 — béhem uzivani KPP), pocet vzorkll ve skupiné udava ¢islo n. Biodiverzita bakterialnich druhii ve skupinach fekalnich vzorki je pocitdna
pomoci operacnich taxonomickych jednotek (OTU). Skupiny vzorkd jsou fazeny stejné jako na Obrazku 18 str. 73 (v poradi: A, B, P).
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Obriazek 20: Grafy typu ,,boxplot* pro darce K, MR, R a S ukazujici zmény v biodiverzité stievnich bakteridlnich druhti mezi skupinami vzorki na ose x (A — po uziti KPP,
B — pfed uzitim KPP, P — béhem uzivani KPP), pocet vzorkl ve skupiné udava ¢islo n. Biodiverzita bakteridlnich druhii ve skupinach fekalnich vzorkt je pocitdna pomoci
operacnich taxonomickych jednotek (OTU). Skupiny vzorkd jsou fazeny stejné jako na Obrazku 18 str. 73 (v potadi: A, B, P).



5 Diskuse

Celé studie byla inspirovana snahou zjistit vliv kapalnych KPP (,,Pro Alive®, ,,Activ Detox*
od firmy Ascended Health) na lidsky mikrobiom. Jednd se o KPP, které zatim nejsou
dostupné na ceském trhu. Prace se zaméfuje predevSim na biodiverzitu stfevnich
bakterialnich druhi, zejména z pohledu jejiho ovlivnéni uzivanim KPP. Pracovni hypotézou
pro tuto pilotni studii bylo, Ze pokud darce bude uzivat KPP, vyvola to zménu v biodiverzité

jeho stfevniho mikrobiomu.

Pro studium biodiverzity bakteridlnich druhli bylo vyuzito standartné pouzivanych
metod. V piipadé této pilotni studie byla biodiverzita ur¢ena pomoci dvou metod. Obé
metody jsou zalozeny na izolaci bakteridlni DNA kodujici gen pro 16S rRNA
z poskytnutych lidskych fekalnich vzorkl a nasledné identifikaci bakterii.

Prvni metoda byva oznacovana jako PCR-DGGE analyza [104]. Vyhodou této
metody je jeji Casova nenaro¢nost a jednoduchost. Metoda je dale vhodna pro vytvoteni
prvotni ptedstavy o zménach v mikrobiomu. Zaklada se na amplifikaci izolované bakterialni
DNA. Spravna amplifikace byla ovéfena kontrolni agarosovou elektroforézou. Priklad
spravné amplifikace je zobrazen na Obrazku 3 (str. 52), kde je vidét pritomnost pozadované
zony o velikosti 200 bp. V pfipad¢, Zze by nedoslo k zobrazeni této zony na agarosovém
gelu, znamenalo by to nedostate¢nou amplifikaci pozadovaného tuseku nebo chybu
v né¢kterém z predchozich krokl a bylo by potieba ptipravu vzorku opakovat od zacatku.
Se spravné amplifikovanou DNA byla provedena DGGE elektroforéza. Na DGGE gelech
byly sledovany zmény v piitomnosti a intenzité jednotlivych zén. Na zakladé pozorovani
byly vybrany vyznamné zoény (intenzita, piitomnost u rtiznych osob, vhodnost pro
vytiznuti — dobfe ohrani¢ené atd.) a bakteridlni DNA z téchto zon byla sekvenovana pomoci
Sangerova sekvenovani. Vybrané zény jsou oznaceny na Obrazku 5 (str. 55) pismeny A—N.
Na DGGE gelech jsou patrné zmény v zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druht u vSech
vzorkil. Metodou ovSem nelze urcit vétsi mnozstvi pfitomnych bakteridlnich druha, tudiz

v

neposkytuje podrobné;jsi informace o biodiverzité.

Proto byla pouZita druhd metoda, zaloZend na piipravé DNA knihovny a nasledné
sekvenaci oznacované jako NGS. Standardni postup této metody je popsan v praci autorti
Fliegerova a kol. [111]. Sekvenace byla provedena na platformé Ion Torrent. Vyhodou
tohoto pfistupu je ziskani komplexnich a podrobnych informaci o relativnim zastoupeni

jednotlivych bakteridlnich druhti. Jak ukazuji prezentovana data, metoda je mnohem
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citlivéjsi nez PCR-DGGE analyza. Zna¢né¢ mnozstvi komplexnich dat je tfeba zpracovat
napiiklad v pocitacovém programu QIIME 2, jak doporucuje Di Segni a kol. [115] ve své
praci. Vystupem mohou byt PCoA diagramy nebo grafy typu ,boxplot zobrazujici

informace o biodiverzitg.

V této pilotni studii bylo zkoumano, zda uziti KPP v prubéhu 9 tydnt ovlivni
biodiverzitu stfevniho mikrobiomu. Po provedeni statistického vyhodnoceni, zaloZzeného
na grafickém znazornéni poc¢tu OTU, byl u 6 z 9 darct nalezen trend zvyseni biodiverzity
po dobu uzivani KPP. Napftiklad z grafu na Obrazku 18 (str. 73) je ziejmé, Ze uzivanim KPP
se zvysila biodiverzita pfitomnych bakteridlnich druhii (narostl pocet OTU), median
dosahuje hodnoty cca 6,7 OTU, coz je ptiblizn¢ o 0,35 OTU vic nez u vzorku odebraného
pied uzitim KPP. Tento trend narustu poctu OTU spojeny s uzivanim KPP byl téz pozorovan
Kimem a kol. [116]. Vzorky odebrané po skon¢eni uzivani KPP vykazuji OTU pfiblizné 6,4.
Tato hodnota se blizi hodnoté pred zahajenim uzivani KPP. Po ukonceni uzivani KPP doslo
u vSech téchto 6 darcti k poklesu biodiverzity zpét smérem k hodnoté pred uzitim KPP,
1 kdyz u 5 z 6 darct je rozdil mezi hodnotami OTU u vzorku pifed uzitim a po ukonceni
uzivani KPP markantnéj$i. Da se tedy predpokladat, ze v kratkém cCase dojde k névratu
na puvodni hladinu. Tento fakt potvrzuje celd fada studii. Uz diive bylo zjisténo, Ze vétSina
probiotickych bakterii dlouhodobé nekolonizuje a ani se neusazuje jako soucast rezidentni
mikrobioty v prostfedi sttev [117]. Vzhledem ke zvysenému poctu OTU po uziti KPP lze
tict, ze KPP ma pozitivni vliv na biodiverzitu sttevniho mikrobiomu. Obecné¢ plati pravidlo,
¢im vyssi je biodiverzita sttevniho mikrobiomu, tim vyssi je prospesnost pro zdravotni stav
hostitele. Hlavnim piedpokladem ovSem je, Ze se nejednd o vysokou rozmanitost

patogennich bakteridlnich druhii v hostitelském mikrobiomu [50].

Prekvapivé vysledky byly zjiStény u darcti DA, JJ a K. Po statistickém vyhodnoceni
bylo zjist€no u vSech tfi darch sniZeni poctu OTU, tedy biodiverzity stfevnich bakterii,
ve vzorcich odebiranych béhem uzivani KPP oproti vzorku odebranému pied zahajenim
uzivani KPP. Diivodem téchto odchylek od ocekdvaného trendu miize byt néjaky
neodhaleny klinicky problém u téchto darci nebo nelcinnost tohoto KPP na stfevni
mikrobiom u zminénych jedinct. To je v souladu se zavéry ¢lanku autora Islam [79], kde je
popséno, Ze probiotika mohou mit na kazdého uzivatele jiny vliv. U darce DA mize mit

zasadni vliv 1 dlouhodobé uzivani jinych probiotik pied zahajenim celé studie.

77



N 24

bakterialni DNA na elektroforetickém gelu a sekvenovani dfive casto vyuzivanou
Sangerovou metodou. Tento postup vedl k identifikaci nékolika bakteridlnich druhd, které
jsou typické pro lidskou stfevni mikrofléru. U vSech darct se podafilo do urcité miry
nezavisle na uziti KPP identifikovat druhy Roseburia hominis, Faecalibacterium prausnitzii,
Ruminococcus bromii, Eubacterium rectale a Gemmiger formicilis. Pouze u darce DK se
nepodaftilo identifikovat bakterie Eubacterium rectale, Gemmiger formicilis. OvSem podle
vysledkit NGS jsou 1 u tohoto darce pfitomny Celedi, do nichz patii tyto dva druhy, ziejmée
ale s nizkou pocetnosti. Z identifikované pétice bakterialnich druhti jsou Roseburia hominis
a Faecalibacterium prausnitzii butyrat produkujici bakterie nachazejici se bézn¢ v GIT lidi
[118]. Dalsi hojné se vyskytujici stievni bakterii u zdravych jedinci je druh Ruminococcus
bromii. Tento druh je zastupce Celedi Ruminococcaceae, ktera tvoti okolo 20 % mikroflory
zdravého lidského tlustého stfeva [119]. Ruminococcus bromii je specialni bakterie
vyuzivajici Skrob [120]. Eubacterium rectale je vyznamnym druhem podporujicim stfevni
homeostazu. Mnozstvi tohoto druhu je sniZeno u pacientll se zanétlivymi onemocnénimi
stiev (napf. karcinom tlustého stfeva) [121] a naopak je pomérné vysoké u lidi se zdravym
intestindlnim traktem [122]. Tento fakt doklada také Obrazek 5 (str. 55), z n¢hoz je vidét
malo intenzivni zénu odpovidajici druhu Eubacterium rectale u darce S, ktery prodélal
karcinom tlustého stfeva. Dalsi bézné se vyskytujici sttevni bakterii je Gemmiger formicilis.

Zastoupeni tohoto druhu klesa naptiklad u pacienti s Crohnovou chorobou [123].

U n¢kolika darct se podafilo identifikovat i méné béznou bakterii pro stievni
mikrobiom. Jedna se o druh Haemophilus parainfluenzae, ktery je typicky spis
pro mikrofloru v tstech a hornich cestach dychacich. Tento druh je povazovén za patogenni
a Casto byvd spojovan s bronchitidou, otitidou, endokarditidou a pneumonii [124].

Ptitomnost rodu Haemophilus ve fekalnich vzorcich potvrdila i provadénad metoda NGS.

Vedle zkouméni vlivu KPP na biodiverzitu sttevniho mikrobiomu bylo pfedmétem
studie 1 urceni relativniho zastoupeni jednotlivych bakteridlnich celedi. Podrobna data
o zastoupeni bakteridlnich Celedi ve sttevnim mikrobiomu jednotlivych darcli znazornuji
sloupcové grafy na Obrazcich 7-15 (str. 58-66). Analyzy ukézaly, ze relativni zastoupeni
celedi Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminicoccaceae zistava prakticky neménné
a uzivani KPP nemad na relativni zastoupeni téchto tfi Celedi témét zadny vliv. Vysoké
relativni zastoupeni téchto tfi ¢eledi v lidskych fekélnich vzorcich potvrzuje i studie autorii

Biagi a kol. [125], kterd krom¢ vysokého zastoupeni téchto celedi ukézala, Ze mnoZzstvi
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bakterii z celedi Bacteroidaceae, Lachnospiraceae a Ruminicoccaceae klesd s vékem
Clovéka. Muzeme predpokladat, ze pii pusobeni KPP je zvySend biodiverzita stfevnich
bakterii zptisobena zménami v relativnim zastoupeni mén¢ pocetnych bakteridlnich celedi.

Tato myslenka je ve shod¢ s vysledky studie autorti Kim a kol. [116].

Pti zjistovani relativniho zastoupeni jednotlivych bakterialnich celedi v mikrobiomu
darcti se nabizi otazka, zda se v odebranych fekalnich vzorcich podafi identifikovat
1 bakteridlni ¢eledi obsazené v KPP. Hlavni slozkou uzivanych KPP byly bakteridlni ¢eledi
Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae, Streptococcaceae. Ne vidy se ale podatilo
ve vzorcich odebranych béhem uzivani a po uziti KPP identifikovat vSechny tii Celedi.
Zejména Celed” Lactobacillaceae byla identifikovana jen v malém mnozstvi vzorkd.
Divodem by mohla byt interakce sjinymi druhy bakterii pfitomnymi ve stfevnim
mikrobiomu a nasledné lyze dodavanych celedi. Suplementované bakterie také nemusi mit
schopnost zachytit se v prostfedi stfeva a kolonizovat jej. Toto potvrzuje studie autort
Guarner a kol. [117]. Dal§im diivodem negativniho zachytu by mohlo byt nizké zastoupeni
oproti jinym celedim, pak by se hledana celed’ jevila jako relativné nepfitomna. Vzhledem
k tomu, ze stievni mikroflora obsahuje obrovské mnozstvi bakteridlnich druht, nelze
za pouziti dostupnych technik identifikovat vSechny ptitomné bakteridlni druhy. Bézné se

udava, ze stfevni mikrofloru tvori nékolik tisic bakterialnich druht [14].

Dalsi otazkou bylo, do jaké miry jsou si podobné vzorky ziskané od jednoho darce.
Pro jeji zodpovézeni byla zkoumana B-diverzita fekalnich vzorkd pomoci metody PCoA
[126]. Podobnosti mezi vzorky byly vyhodnocovany na zdkladé¢ poctu OTU. Hledani
podobnosti mezi vzorky jednoho darce se ukazalo v pfipad¢ této pilotni studie jako
nevhodné. Jednotlivé vzorky poskytnuté jednim darcem mezi sebou nevykazovaly
podobnost na zakladé poctu OTU. PtiloZené diagramy neshlukuji objekty do jednoho mista,
tedy jednotlivé vzorky jsou odlisné z hlediska poctu OTU. Tato metoda by méla vyznam
v ptipadé, ze by bylo provadéno sledovani podobnosti, respektive nepodobnosti na vétsim
souboru vzorkl (napf. vétsi pocet vzorki odebiranych v intervalech jednoho dne). Takto

ziskané vysledky by mély urc€ité daleko vétsi vypovidajici hodnotu.

Na zéklad¢ dat z NGS byly vSechny vzorky podrobné analyzovany a porovnany mezi
sebou. Obecné je zndmo, Ze na slozeni stfevniho mikrobiomu ¢lovéka mé zasadni vliv celd
fada vnéjSich a vnitinich faktor [19]. Témito faktory jsou napiiklad vek, véha, pohlavi,

strava, zdravotni stav, uzivané léky, styl Zivota, okolni prostfedi pro zivot, stres a mnoho
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dalsich faktor [21,22]. Kvili této skutecnosti je potieba ke kazdému darci pfistupovat
individudlné a sledovat jeho stfevni mikrobiom samostatné. I kdyz vSichni darci uzivali
stejné KPP, jejichz vliv na stfevni mikrobiom byl zkoumdan, jednalo se pouze o jeden
zmnoha ovliviwgjicich faktord. U jednotlivych darci bylo pozorovano mnoho zmén
v relativnim zastoupeni jednotlivych bakteridlnich Celedi, a proto nelze vSechny zminit.

V nasledujicich odstavcich je popsano pouze nékolik vybranych piikladu.

Vliv vnéjsich a vnitfnich faktorti na slozeni stfevniho mikrobiomu byl pozorovan
u darkyni JJ a DK. Zminéné darkyné jsou monozygotni dvojcata, jsou tedy geneticky
shodné. V raném véku byly obé darkyné vystaveny spoleCnym zdrojim (t€émi mohly
byt — strava, spole¢né prostiedi pro zivot, dalsi sourozenec, doméci mazli¢ek [24]) a u obou
by mél byt pozorovan vliv stejné genetické predispozice [36]. Dalo by se o¢ekavat, Ze stfevni
mikrobiom obou darkyn by mél byt do jisté miry podobny. OvSem prezentované vysledky
odhalily odlisnosti. Nepodobnost je ziejmé zplisobena silnéjsim ucinkem odlisného prostiedi
[14], ve kterém ob¢ darkyné nyni ziji, rozdilnosti ve stravovacich navycich (DK — bézna

strava, JJ — paleo dieta), vliv mize mit i t¢hotenstvi darkyné DK, coz naznacuje napiiklad

studie autorti Ferrocino a kol. [127].

Dalsim piikladem je déarkyné S, kterd v minulosti podstoupila UspéSnou 1écbu
kolorektalniho karcinomu. Pied uzitim KPP u ni bylo zjisténo zvysené relativni zastoupeni
bakterialnich druhii z ¢eledi Streptococcaceae. Pii uzivani a po ukonceni uzivani KPP bylo
u této darkynd naméfeno aZ o fad niZ§i relativni zastoupeni bakterii z této Geledi. Celed
Streptococcaeae vedle ,,prospéSnych® bakterii obsazenych v KPP zahrnuje mnoho druht
bakterii, které ptsobi jako patogeny. Naptiklad u lidi s karcinomem bylo detekovano
zvysené mnozstvi Streptococcus bovis [128,129]. Zvysené zastoupeni rodu Streptococcus
bylo pozorovéno 1 u pacientl s 1é¢enym karcinomem [130]. V ptipad¢ této darkyné by se
dalo uzivani KPP povazovat za prospésné, i1 piestoze je pii pohledu na graf na Obrazku 20
(str. 75) vidét snizeny pocet OTU po skonceni uzivani KPP oproti stavu pred uzitim KPP.
Snizeni poctu OTU po ukonceni uzivani KPP by mohlo znamenat G¢inek ,,prospésnych*
bakterii obsazenych v KPP na patogenni bakteridlni druhy pfitomné v mikrobiomu

v disledku problémi spojenych s diive se vyskytujicim karcinomem.

Ziskané vysledky ztéto pilotni studie nejsou zcela jednoznaéné, proto bude tieba
uzivani téchto KPP podrobit dal§$imu zkouméni. Studie naznacila mnoho otazek, pro jejichz

zodpovézeni bude potieba provést experimenty s vice darci. Dulezité bude ziskat darce
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ruznych vékovych skupin, podobnych i odliSnych ndvykd (napf. strava, zdravotni stav,
sportovni aktivita, prostfedi pro zivot, ptibuzensky vztah) a zvysit pocet vzorkt od kazdého

subjektu.

Zavérem je mozné konstatovat, Zze i1 pres maly pocet zkoumanych subjekti
a analyzovanych vzork byla tato pilotni studie tispésna. Byl prokdzan pozitivni vliv KPP
na stfevni mikrobiom uzivatelil, protoze u vétsiny darct po podani KPP vzrostla biodiverzita
stitevnich bakterialnich druhti. Tento narust ovSem neni trvaly. Pro dosazeni dlouhodobého
stavu zvysené biodiverzity, by bylo zfejmé potieba uzivat KPP bez pieruseni, jak nasvédcuji
vysledky spojené s uzivanim KPP a nérustem biodiverzity v tomto obdobi. Probiotické

mikroorganismy stfevo nekolonizuji, proto je potieba KPP podavat trvale [44].
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6 Souhrn

Ptedkladané pilotni studie se ucastnilo 9 darcti. Smyslem celé studie bylo zjistit, zda uzivani

KPP zméni biodiverzitu stfevnich bakteridlnich druhd. Pro praci byly uzity standardné

pouzivané metody pro identifikaci bakterii a sledovani biodiverzity piitomnych

bakterialnich druhu.

Pomoci analyzy PCR-DGGE byla na elektroforetickém gelu sledovana biodiverzita
sttevnich bakterii. Metoda je zalozena na déleni bakteridlni DNA kodujici gen
pro 16S rRNA. Pomoci Sangerova sekvenovani byly identifikovany nékteré
bakterialni druhy (Roseburia hominis, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus
bromii, Eubacterium rectale, Gemmiger formicilis) typické pro ,,zdravy* stfevni

mikrobiom.

Za pomoci NGS metody a nasledného statistického zpracovani ziskanych dat byla
ve veétSiné piipadi zjiSténa zmeéna biodiverzity stfevnich bakteridlnich druhi
pii uzivani KPP. Dale metoda poskytla podrobnéjsi piehled o slozeni stfevniho

mikrobiomu jednotlivych darct.

Bylo zjisténo, ze uzivani KPP nema zadny vyznamny vliv na relativni zastoupeni

pocetnéjsich bakteridlnich celedi.

Ve vzorcich odebranych béhem uzivani a po ukonceni uzivani KPP se nepodafilo
identifikovat vySs§i relativni zastoupeni ,,prospéSnych® bakteridlnich celedi

obsazenych v uzivanych KPP oproti vzorkiim odebranym pted uzitim.
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L6

Priloha 1: Procentualni zastoupeni vSech nalezenych bakterialnich druh

v lidskych fekalnich vzorcich

Data ziskana z analyzy NGS na pfitomné bakterialni druhy ve fekalnich vzorcich poskytnutych jednotlivymi dérci. Z uvedenych dat byly sestrojeny

grafy v kapitole 4.4 (str. 57). Vyznam zkratek: B — pred uzitim KPP, P1 — pred uzitim KPP uzivany jina probiotika, P (P2) — uzivani KPP, A — po uziti KPP

Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce D — graf na Obrazku 7 (str. 58)

Darce
Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku
— 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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Darce

Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku

— 1D;B | 2D;P | 3D;P | 4D;P | 5D;P | 6D;P | 7D;A | 8D;A
Klasifikace

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family Xl 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce DA — graf na Obrazku 8 (str. 59)

Darce DA

Cislo vzorku darce; o'd'ber fekalniho vzorku 1DA; | 2DA; | 3DA; | 4DA; | SDA; | 6DA; | 7DA; 8DA; A | 9DA; A

Klasifikace P1 P1 P2 P2 P2 P2 P2
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%




001

Darce DA
Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku 2DA; 3DA; 4DA; 5DA; 6DA; 7DA;
1DA: P1 Y Y ’ ’ ’ ’ . .
Klasifikace ’ PL | P2 | P2 | P2 | P2 | pa |BDAA|DAA
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 Xl 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; G(;rg;zzg;;;;ztgzszeria; Betaproteobacteriales; 1,67% | 0,39% | 0,69% | 0,16% | 1,33% | 0,00% | 0,39% | 0,50% | 2,29%
Bacteria; Proteobacteria; G teobacteria; Enterobacteriales;
acteria; Froteobactern "’Ent"e’r’;’;’;’ft’:ﬁffzesg eria; Enterobacteriales 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; Verrucom/crobfl,;lée;;l.;cnosrir;iccgzziae; Verrucomicrobiales; 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce DK — graf na Obrazku 9 (str. 60)

Darce DK
Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku 8DK;
— 1DK; B | 2DK; P | 3DK; P | 4DK; P | 5DK; P | 6DK; P | 7DK; A
Klasifikace A
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 X| 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%




01

Darce DK
Cislo vzorku ddrce; odbér fekalniho vzorku
— 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 Xl 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce EJ — graf na Obrazku 10 (str. 61)

Darce EJ
Cislo vzorku ddrce; odbér fekalniho vzorku
— 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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Darce EJ
Cislo vzorku ddrce; odbér fekalniho vzorku
— 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 Xl 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce JJ — graf na Obrazku 11 (str. 62)

Darce J)
Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
— );B | 2;P | 31;P | 4l);P | 5J;P | 6J);P | 7);A | 8lJ;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 X| 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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Darce J)
Cislo vzorku ddrce; odbér fekalniho vzorku
— 1);B | 2;P | 31;P | 4l);P | 5J;P | 6J;P | 7);A | 8J;A
Klasifikace
Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family Xl 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%




LOT

Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce K — graf na Obrazku 12 (str. 63)

Darce K
Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
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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Darce

Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku

— 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 Xl 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce MR — graf na Obrazku 13 (str. 64)

Darce MR
Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
— 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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Darce MR
Cislo vzorku ddrce; odbér fekalniho vzorku
— 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 Xl 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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Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce R — graf na Obrazku 14 (str. 65)

Darce R
Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
— 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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Darce

Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
— 1R;B | 2R;P | 3R;P | 4R;P | S5R;P | 6R;P | 7R;A | 8R;A
Klasifikace

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Family Xl 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%




el

Bakterialni zastoupeni ve fekalnich vzorcich od darce S — graf na Obrazku 15 (str. 66)

Darce
Cislo vzorku dérce; odbér fekalniho vzorku
— 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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Darce

Cislo vzorku darce; odbér fekalniho vzorku

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 Xl 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%




Priloha 2: Diagramy PCoA znazornujici bakterialni

biodiverzitu mezi vzorky souboru

Diagramy PCoA vSech darct bez darce R, ukazujici podobnost, respektive nepodobnost
odebranych fekalnich vzorki. Cisla u barevné legendy oznaduji potadi, ve kterém byly
vzorky odebrany (1 — pied uzitim KPP, 2—6 — béhem uzivani KPP, 7-8 — po ukonc¢eni
uzivani KPP).
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e Dérce DA (1-2 — pted uzitim KPP, 3—7 — béhem uzivani KPP, 8-9 — po ukoncéeni
uzivani KPP)
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e Dérce K (1 — ptfed uzitim KPP, 2—5 — béhem uzivani KPP, 6 — po ukonceni uzivani
KPP)
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e Darce MR (1 — pted uzitim KPP, 2—-6 — béhem uzivani KPP, 7 — po ukonceni uzivani
KPP)
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Jméno a pfijmeni
S adresou

Cislo OP

Datum vypujceni

Poznamka




