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Rozdily ve sloZeni stfevni mikrobioty lidi s konvencni, vegetarianskou a

veganskou dietou

Souhrn

Jiz mnoho let je v€novana pozornost sloZeni stievni mikrobioty v zivislosti na
stravovani. Je prokazan rozdil ve sloZzeni stievnich mikroorganismti u jednotlivych etnickych
skupin, coz je pfisuzovano pravé rozdilim ve skladbé potravy. Jedna se predevsim o
konzumaci mlécnych vyrobki, cerstvé zeleniny, ovoce a zpUsobu upravy pokrmi. Vyznamny
je zejména obsah vldkniny, kterd je fazena do prebiotik, jednd se o nestravitelnou slozku
potravy (oligosacharidy), tedy latky tvotici zivnou pidu pro stfevni mikrobiotu. Cilem této
prace bylo zjistit, jak velky vyznam ma zpusob stravovani na pfitomnost mikroorganismu
Vtravicim traktu ¢lovéka. V praci jsme se zaméfili na skupinu deseti lidi s konven¢ni
(omnivorni, vSezravou) dietou a stejné¢ pocetnou skupinu s vegetarianskym typem diety
(herbivory, osoby nekonzumujici maso a masné vyrobky).

Jednalo se o vyzkum zalozeny na kultivaci a kvantifikaci jednotlivych druhd
mikroorganismi na selektivnich médiich. Mezi sledované skupiny bakterii byly zafazeny rody
Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, dale G- bakterie, enterokoky, koliformni
bakterie a Escherichia coli. V praci byly téZ analyzovany metabolity t€chto bakterii ve stolici,
jednalo se predevs§im 0 nenasycené mastné kyseliny s kratkym fetézcem, mezi néz patii
napiiklad kyselina valerova, isovalerova, maselna a dalsi metabolity, jako je laktat, malat,
pyruvat a sukcinat. Dale bylo méteno pH vzorkt stolice.

Z vysledkt této prace bylo zisténo, Ze mezi pocty bakterii kolonizujicich lidské stievo
vegetarianii a lidi na konvencni diet¢ neni podle t-testu statisticky vyznamny rozdil.
Z naméfenych hodnot dale vyplyvaji byt malé, ale viditeIné rozdily v naméfeném obsahu
jednotlivych  skupin bakterii. Stolice masozravci obsahovala vice laktobacila,
gramnegativnich bakterii, enterokokii a koliformnich bakterii u vegetariant se nalezlo vice

bifidobakterii a Escherichia coli.



Po analyze obsahu bakterialnich metabolitti ve stolici bylo u vegetarianti zaznamenano
vys$§i mnozstvi laktatu produkovaného druhem Lactobacillus a formatu. U masozravct pak
bylo nalezeno vy$§i mnozstvi ostatnich metabolitl jako je acetat, propionat, butyrat, valerat,
malat, pyruvat a sukcinat.

Pti méteni pH stolice vegetariani a masozravcll nebyl prokazan statisticky vyznamny

rozdil, avSak hodnoty praimérného pH byli vy$§i u masozravci. Coz bylo predpokladano.

Kli¢ova slova: dieta, stfevni mikroflora, kultivace, kvantifikace



Differences in the gut microbiota in human with conventional, vegetarian and

vegan diet.

Summary

For many years the attention is paid to the composition of the intestinal microbiota in
relation to meals. There is the evidence of the difference in the composition of intestinal
microorganisms in each ethnical groups based on the differences in composition of the food.
This fact is based especially on the consumption of dairy products, fresh vegetables, fruits
and a methods of cooking. High importance has content of fiber, which is classified as
prebiotics, it is a digestible food ingredient (oligosaccharides). It is a substances forming a
breeding ground for the intestinal microbiota. The aim of this study was to determine how
important is a way of eating for the presence of microorganisms in the digestive tract of
humans. In this work, we focused on a group of ten people with conventional (omnivorous)
diet and an equally large group of people on vegetarian diet (herbivory, people who don’t eat

a meat and meat products).

This research was based on the cultivation and quantification of individual species of
microorganisms on selective media. The monitored bacterial groups included a genera
Bifidobacterium, Lactobacillus, Clostridium, further G- bacteria, Enterococci, Coliforms and
Escherichia coli. In this work the metabolites of these bacteria in the stool, being mainly
unsaturated fatty acids having short chain, which include for example, valeric acid, isovaleric
acid, butyric acid and other metabolites such as lactate, malate, pyruvate and succinate were

also analyzed. The pH was measured stool samples as a next point.

The result, of this work, base ont-test, shows that the numbers of bacteria colonizing
the intestine of vegetarians against of people on a conventional diet was not significantly
difference. A small, but visible difference was in the measured content of the various groups

of bacteria measured from the values. Stool carnivores contained more lactobacilli, gram-



negative bacteria, coliforms and enterococci in vegetarians was found more Bifidobacteria

and Escherichia coli.

The vegetarians showed a higher amounts of lactate produced by Lactobacillus species
and size, after analysis of the bacterial metabolites in faeces. For carnivores then were found
higher amounts of other metabolites, such as acetate, propionate, butyrate, valerate, malate,

pyruvate and succinate.

There was no statistically significant difference, when the pH of vegetarians and
carnivores stool was measured, but the average pH values were higher in carnivores. That was

expected.

Keywords: diet, intestinal microflora, cultivation, quantification
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1. Uvod

Stievni mikrobiota ¢lovéka se sklada z velkého mnozstvi mikroorganismu, které hraji
dilezitou roli vnaSem metabolismu, Uzce souvisi s imunitnim systémem, prevenci
onemocneéni a tvorbou nékterych dulezitych latek, jako jsou vitaminy a rozkladné produkty
nutrietli. Na sloZzeni této mikrobioty pusobi celd fada faktorti a to napiiklad zplsob porodu,
prostiedi v ném Zijeme a nas§ zpusob zivota. Tyto faktory délime na endogenni, které piilis

ovlivnit nemtzeme a faktory exogenni které ovlivnit 1ze, sem pati pfedevsim dieta.

V dne$ni moderni a uspéchané dobé stale hledame zdravéjsi zptisob zivota, a tak je
velice popularni upinat se k alternativnimu zpdsobu stravovani, kam patii napiiklad
vegetarianstvi a veganstvi. Diety jist¢ vSem znamé, s dlouholetou tradici, zejména ve
vychodnich nabozZenstvich jako je buddhismus a hinduismus. Na rozdil od vSezravci
(takzvaného komer¢niho zpusobu diety), tito lidé vyloucili ze své stravy Zivo¢isné potraviny,

at’ uz ¢aste¢né, nebo zcela.

Vime, Ze naSe zdravi a spravnd funkce traviciho traktu je zivisld na jeho osidleni
mikroorganismy. Tyto mikroorganismy potiebuji k Zivotu urit¢ podminky, které se vlivem
zpusobu naSeho stravovani méni, to znamena, Ze slozeni mikroflory ve stfevé vegetaridna by
mélo byt rozdilné nez u vSezravce. Studie zaloZené na sekvenovani ukdzaly, Ze lidskou
mikrobiotu tvofi tfi zikladni enterotypy Bacteroides, Prevotela a Ruminococcus. Dale bylo

zji$téno, Ze slozeni mikrobioty zavisi na véku, pohlavi, ale i na narodnosti a zivotnim stylu.

Rozmanitost stievni symbiotické mikrobioty, zastoupeni a kvantitu riznych
bakterialnich a dalSich skupin mizeme sledovat pomoci kultivace na selektivnich péstebnich
prosttedcich a jednotlivé bakteridlni izolaty pot¢é muizeme identifikovat pomoci riznych
molekularné-genetickych metod, biochemickych testi a hmotnostni chromatografie. Dalsi
moznosti je izolace totalni bakterialni DNA piimo ze stolice, bez Kultivace s naslednou
identifikaci a kvantifikaci bakterialnich skupin. Cilem této prace je porovnat slozeni stifevni
mikrobioty lidi na konven¢ni dieté¢ a vegetariand, ¢i veganti pomoci kultivace na selektivnich

médiich a analyzovat obsah bakteridlnich metabolitl ve stolici.



2. Strevni mikroflora
2.1 Mikrofléra traviciho traktu ¢lovéka

Travici trakt je v podstaté trubice zacinajici usty a konéici fitnim otvorem. Velky
diiraz je kladen pfedev§im na tlusté stfevo, protoZe zde probihd resorpce prospé$nych latek a
vody a také tvorba vitaminu K, ¢i sbér odpadnich latek (Rokyta a kol., 2000). V proximalni
Casti tlustého stieva je pH mirné kyselé a to pfedev§im diky bakterialni fermentaci, v ostatnich
Castech se pomoci fyziologickych pochodii stava vice neutralni (Gibson a kol., 2010).

Strevni mikrofléra je dulezitou soucasti traviciho traktu, podili se jak na vyZzivé,
pfeméné piijimanych Zzivin, produkci nékterych vitamint, jako bariéra proti patogentim, tak
na spravné funkci imunitniho systému (Maynard a kol., 2012). Kolonizace kazdého jedince je
individuelni a tedy i osidleni je vysoce specifické, a zileZzi na genetickych i
environmentalnich faktorech (Moschen a kol., 2012). Komplexni a dynamické interakce mezi
mikrobiotou a jejim lidskym hostitelem je vyvrcholenim téméi pualmiliardy let koevoluce
mikroorganismu s obratlovci (Maynard a kol., 2012). Sklada se z n€kolika set riznych druhti
mikroorganismtl, jejich mnozstvi je asi sto biliond a jedna se pfedevs$im o bakterie. Jejich
mnozstvi zhruba desetkrat prevySuje celkové mnozstvi bun¢k lidského organismu (Fonty,
2003). V tlustém stieve, které je z traviciho traktu osidleno nejvice se nachazeji pfedevsim
striktné anaerobni bakteric. Najdeme zde Bacteroides, Bifidobacterium, Streptococcus,
Eubacterium, Fusobacterium a koliformni bakterie, Clostridium, Veillonella, Lactobacillus,

Proteus, Staphylococcus, pseudomonady, a také kvasinky rodu Candida (Svestka, 2007).

Je stale vice dikazl o tom, ze slozeni stfevni mikrobioty je rozdilné u obéznich a
neobéznich lidi (Turnbaugh a kol., 2006; Flint, 2011). Kdy stfevni mikroorganismy a jejich
metabolické produkty mohou ovliviiovat sttevni hormony, vyskyt zanét a pohyblivosti stfev
(Flint, 2011).

Osidleni mikroflérou a to predevsim jeji mnozstvi, sloZzeni a ¢innost vSak zalezi také
na zpusobu stravovani, tedy diet¢ daného jedince (Matijasi¢, 2013). Zde muizeme uvést

naptiklad nestravitelné cukry zlidské potravy, ty jsou hlavnim zdrojem energie pro

mikroorganismy (Kabeerdoss a kol., 2011).

V roce 2011 bylo rozhodnuto, Ze stfevni mikrobiota bude rozdélena do tii skupin-

enterotypl a to na Bacteroides, Prevotella a Ruminococcus (Arumugama kol., 2011).

10



Mikroorganismy jako jsou rody Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Enterococcus sp.,
gramnegativni bakterie, koliformni bakterie a Escherichia coli, jsou bézné pro travici trakt

¢loveka a je mozné je selektivné kvantifikovat a identifikovat na kultivacnich médiich.

Lactobacillus sp.

Rod Lactobacillus je rod grampozitivnich, nesporulujicich, fakultativné anaerobnich
tyCek. Patfi mezi takzvané bakterie mlécného kvaseni. Tento rod je velmi rozsifenou skupinou
a délime jej na tfi podskupiny. A to na fakultativné heterofermentativni, které tvoii kyselinu
mlénou z hex6z a zpentdzovych cukrl jeSt€ navic kyselinu octovou, etanol a CO2 sem
fadime napiiklad Lactobacillus casei a L. plantarum. Druhou skupinou jsou obligatné
homofermentativni laktobacily produkujici pouze kyselinu mlécnou, sem ftadime L.
delbrueckii a L. acidophilus. A tfeti, posledni skupinou obligatné heterofermentativni
laktobacily, ty vytvareji zhruba z padesati procent kyselinu mlé¢nou a dale kyselinu octovou,

etanola oxid uhli¢ity (Shepard a Gilmore, 2002).

Enterococcus sp.

Rod Enterococcus, patii mezi grampozitivni koky, takzvané enterokoky. Jsou
fakultativné anaerobni a mohou tvoftit kratké fetézce. Produkuji ptedev§im kyselinu mlécnou.
Vyskytuji se Vv travicim traktu zvitat a ¢lovéka. Pti vyskytu mimo travici trakt, v pitné vodé a
daBich poukazuji na fekélni kontaminaci. Jako obycejné enterokokové infekce oznacujeme
infekce moCovych cest, krevniho ob&hu, endokardu, infekce pii poranéni. Patfi sem napiiklad

Enterococcus faecium a E. faecalis, E. gallinarum (Shepard a Gilmore, 2002).

Bifidobacterium sp.

Rod Bifidobacterium zahrnuje grampozitivni bakterie patfici mezi nesporulujici
anaerobni mikroorganismy. Nabyvaji tvaru kokovitych, az dlouhych vétvenych tycinek.
V souCasnosti bylo popsano okolo 50 druhii bifidobakterii. Nicméné velkd cast byla
vyizolovana z traviciho traktu zvifat a hmyzu se socidlnim zpiisobem zivota (BunesSova a kol,,
2014). Pro c¢lovéka jsou typické piedevsim B. adolescentis, B. breve, B. bifidum, B. longum
ssp. longum, B. longum ssp. infantis, B. pseudocatenulatum a B. pseudolongum ssp.

pseudololongum (Turroni a kol., 2009). Vyskytuji se zejména V travicim traktu lidi a zvitat,
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predev§im u mladat savcli. Pouzivaji se ve form¢é probiotik a funkénich potravin

s probiotickymi vlastnostmi (Ventura a kol., 2007).

Gramnegativni ty¢inky

Gramnegativni tyCinky délime na aerobni, mezi néz fadime rody Acetobacter,
Actinobacter, Brucella, Campylobacter, Pseudomonas, Serratia a na fakultativné anacrobni,
sem fadime rody Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Proteus, Salmonella, Shigella a
Yersinia. Jde o bakterie zpusobujici syst¢émové infekce, které se vyznaCuji vysokou mirou

umrtnosti v dusledku "septického syndromu" (Rathinam a kol., 2012).

Escherichia sp.

Zajem je zejména o rod gramnegativnich fakultativné anaerobnich ty¢inek Escherichia
coz je rod kokovitych ty¢ek vyskytujici se pfedevs§im v travicim traktu lidi a zvifat. Zajimame
se predev§im o druh Escherichia coli, ktera byla velice dikladné prozkoumana a je
ukazatelem fekalniho zne€iSténi, pokud se objevi mimo travici trakt. Mnohé kmeny zptsobuji
prijmova onemocnéni a infekce mocovych cest. E. coli vyuzivame také jako rekombinantniho
hostitele pro expresi bakterialnich genti, zejména pro rod Bifidobacterium (Cecchini a kol.,
2013).

Obrazek1 Lactobacillus a Bifidobacteria

https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Microbe Wiki
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Enterococcus faecalis

Obrazek 2 https ://mic robewiki.kenyon.edu/index.php/Microbe Wiki

Obrazek 3 Eschericia coli

https ://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Microbe Wiki

2.2 Vliv véku na sloZeni stievni mikroflory

Plod je vtéle matky sterilni a k prvni kolonizaci mikroorganismy dochazi béhem
porodu od matky a po porodu. Zalezi tedy i na zpUsobu porodu, pokud je dit¢ porozeno
vagindlné, dochazi k prvnimu osidleni vaginalni mikroflérou, pokud cisaiskym fezem je
nejprve osidleno epidermalni mikrofléorou a to pfedev§im klostridiemi. Pfi prichodu ditéte
porodnimi cestami zeny se do dutiny Ustni a postupné dale do traviciho traktu dostavaji prvni
mikroorganizmy (Tlaskal, 2008). Vznika tak stfevni mikroflora, tzv. mikrobiom (microbiota),

coz je strukturované mikrobialni spolecenstvi, na jehoz vytvofeni se pozitivné podili kojeni
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(Krejsek a kol., 2007). U déti kojenych se vyskytuji predevsim fakultativné anaerobni
mikroorganismy, jako jsou enterobakterie, enterokoky a laktobacily (Tojo a kol.,, 2014).
Anaerobni mikroorganismy, jako je rod Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium osidluji
travici trakt ditéte postupné a tak dochdzi k postupnému sniZzeni fakultativné anaerobnich
bakterii (Arboleya a kol., 2014). U déti nekojenych, ale Zivenych substituénimi pfipravky na
bazi mléka se za kratkou dobu vytvoii tzv. “Uplna” mikroflora, kde dominuji enterobakterie a
bakteroidy (Maynard a kol., 2012). Pfechazenim na pevnou stravu dochazi k osidlovani
dalkimi mikroorganismy, zde se jedna ptedev§im o anaerobni rod Firmicutes (Duncan a
Flint.,, 2013). Zhruba ve tfech letech véku se stievni mikrobialni flora sloZzenim a rozmanitosti
podoba strevni mikroflére dospélych a do dospélosti zlistdva vice ¢i méné stabilni (Claesson a

kol., 2011).

| dalsi roky Zivota jsou ovlivnény dobou kojeni a zpisobem vyzivy v kojeneckém
obdobi. Béhem dospélosti je sestaveni mikrofléry dano piedev§im mistem pobytu a
individuelnimi stravovacimi navyky. Ve vyS§im véku se méni osidleni piedev§im
kvantitativné a to zejména u anaerobu (Maynard a kol., 2012). Dnes jiz vime, ze pocet
bifidobakterii klesa s v€kem hostitele, ovSem difive bylo prohlaSovano, Ze pocet
bifidobakterialni mikroflory zlstava po cely zivot Cloveéka stabilni (Reuter, 2001). Podle
Salazara a kol. (2013) zde dochazi k snizovani poctu rodu Bifidobacterium a zvySovani poctt
u rodu Enterobacterium, také rod Bacteroidetes je silngji zastoupen u star$i populace na rozdil

od rodu Firmicutes, ktery se vyskytuje v men$im mnozstvi (Salazar a kol., 2013).

Mezi mikroorganismy s dominantnim zastoupenim v tlustém sttevé u déti po ukonéeni
kojeni a dospélych pod 65 let, patii druhy rodu Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria s
Proteobacteria a Verrucomicrobia (Duncan a kol, 2013). Napiiklad Bifidobacterium
pseudolongum a B. bifidum se nachazeji vyluéné u dospélich jedincd. Ale naproti tomu
najdeme 1 takova bifidobakteria, jejichz pfitomnost neni ovlivhéna vékem, sem patii
Bifidobacterium longum, B. breve, B. pseudocatenulatum a B. adolescentis (Turroni a kol.,
2009).
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PLOD BATOLE DITE DOSPELI SENIORI
sterilni KOJENE zviieni osidleni |DOMINANTNI |MENE SNIZENI
Bifidobakterie |travictho traktu |Firmicures DOMINANTNI| Firsmicutes
v zavislost Bacieroides Probaktérie Bifidobakterie
KRMENE na stravé Akunobaktérie  |Verrucomikrobi |ZVYSENI
NAHRAZKOU Proteobaktérie
mnoho druhi Bacreroides

Obrazek 4 Vyvoj mikroflory-Rody
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2.3 Funkce mikroflory

Symbiotickd mikrofléra ¢lovéka zastdva fadu vyznamnych funkci, které se podileji

napiiklad na obranyschopnosti ¢lovéka vi¢i nepiiznivému pusobeni riiznych vliva.

Mikrofléra funguje napiiklad jako bariéra proti patogenum jako je Shigella,
Salmonella, Campylobacter a dalki a také proti potencionalnim patogentim jako je
Helycobacter a Clostridium. Pusobi n€kolika zplsoby, jako je brzdéni rustu, blokace
receptorti pro patogeny, snizenim pH, ¢i antagonismem, tedy protichidnym pulsobenim
(Maynard a kol., 2012). Napriklad n¢které druhy rodu Bifidobacterium jsoujiz 1éta pridavany
do nékterych druhii funkénich potravin S probiotickymi UcCinky, které podporuji zdravi
(Arvanitoyannis a kol., 2005). Mezi tyto probiotické u¢inky fadime: snizeni infekénich
onemocnéni (bakteridlnich a virovych prijmil), zmirnéni chronickych zanétlivych
onemocnéni (jako je wulcer6zni kolitida), zlepSeni fyziologickych pochodii (snizeni
cholesterolu, nesnasenlivosti laktosy) a také sniZzeni rizik ovliviiujici zdravi (zubni kaz,

alergie, rakovina; Marco a kol., 2006).

Mechanizmy moZného pisobeni probiotik

1. Stabilizace stievni flory kompetici s patogennimi

mikroorganismy o vazebnd mista na receptorech a o ziviny

2. Produkce mastnych kyselin s kratkymi fetézci (zvl. kyselina maselna)
3. Pokles pH stfevniho obsahu

4, Zvyseni rozpustnosti mineralnich latek

5. Omezeni zpétné resorpce Zlucovych kyselin

6. Stabilizace stfevni slizni¢ni bariéry, Gprava stievni permeability

7. Produkce antimikrobidInich substanci

8. Modifikace toxinli a toxinovych receptort

9. Stimulace imunitni odpovédi na patogeny (zvysena produkce sekrecniho IgA,
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19G, IgM, protizanétlivé plisobicich cytokinti IL-10, TGF-B, snizena produkce prozanétlivych

cytokintt TNF-q, Interferonu-y stejné jako mediatord zanétu napt. matrixmetalloproteinds)

Tabulka 1 MECHANIZMY PUSOBENI PROBIOTIK - PROBIOTICKE PUSOBENI MIKROORGANISMU
(Nevoral, 2005)

Mikroflora se postupné vyvijela s adaptivnim imunitnim systémem, jehoz hlavnimi
soucastmi jsou B- a T- lymfocyty. V travicim traktu na sliznicich dochazi k jakési symbioze
imunitniho systému (jehoz slizni¢ni slozkou je IgA) a mikroflory. Mikroflora posiluje a
takzvané¢ trénuje imunitni systém. ZvySuje schopnost pohlcovani negativnich slozek

mikrofagy (Maynard, 2012).

Déle se nekteré organismy mikroflory, a to pfedev§im E. coli a i nekteré¢ druhy
anaerobd podili na tvorbé nékterych vitamind. Jedna se o vitamin B12 (kobalamin), K1
(fylochinon) a K2 (menachinon) a B9 (kyselinu listovou). A také na syntéze bioaktivnich
latek (Matijasi¢ a kol., 2013). Enzymy produkované bakteriemi jsou duleZzité pro uvoliiovani

zivin z komplexnich potravin (O’Connor a kol., 2014).

Také se predpoklada, Ze stfevni mikroflora moduluje lipidy a zajist'uje homeostazi
glukosy, ¢imz ovlivituje hmotnostni ptiristek (Matijasi¢, 2013). Duncan a Flint (2013) ve své
praci udavaji, ze velké mnozstvi anaerobnich mikroorganismt tlust¢ho stfeva mulze
fermentovat velkou skdlu sacharidl, které uniknou traveni hostitelskymi enzymy, vytvoii
mastné kyseliny kratkého fetézce (SCFA) a dale acetat, propionat a butyrat, které se podili na
pochodech ve stievé (Duncan a Flint, 2013). Mikroorganismy ve stfevé vyuzivaji
nestraviteIné sacharidy jako zdroj energie, diky této fermentaci a tvorbé SCFA navraci ¢ast
energie hostiteli (Kabeerdoss a kol., 2011). Lidskému genomu chybi velké mnoZstvi enzymii,
které potiebuje na rozkladani rostlinnych polysacharidi. A pravé tyto enzymy poskytuji

v

Skroby a n¢které méné obvyklé cukry, jako je arabindza, mandza a xyloza (Gill a kol., 2006).

Jak mikroflora reaguje s vnitinim prostiedim hostitele, ovlivituje tak genovou expresi
v riznych tkanich a ovliviiuje tim metabolické procesy, ¢imz mize ovliviiovat vyvoj i vyskyt

nékterych poruch metabolismu, jako je naptiklad cukrovka a obezita druhého typu. Interakce
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sttevni mikrobioty a hostitele také souvisi s vyskytem syndromu drazdivého tra¢niku a
zanétlivych onemocnéni stiev (jako je napf. ulcerozni kolitida a Crohnova nemoc; Matijasic,
2013).

Mnohé¢ studie a analyzy zjistili, Ze jednim z nejhojnéjSich druhl ve stievé je
Faecalibacterium prausnitzii majici silné protizanétlivé Gc¢inky. Zaujima vice nez 5%
z celkového mnozstvi mokrobioty u zdravych, dospélych osob. Mnozstvi Faecalibacterium

prausnitzii ve vykalech lze pouzit jako bioindikator lidského zdravi (Miquel a kol., 2013).

Obrazek 5 Faecalibacterium prausnitzii http://www.ibdwatch.com/tag/faecalibacterium-

prausnitzii/

2.4 Vliv diety na sloZeni stievni mikrofléry

Je obecn¢ znamo, Ze stievni mikroflora je ovlivnéna geneticky, prostiedim v némz
jednotlivec Zije a také jeho stravou. Nasi stravou ovlivilujeme stfevni peristaltiku, ziviny,
zalude¢ni kyselost, imunologické mechanismy a intenzivni konkurenci mezi jednotlivymi
bakteriemi (Peltonen a kol., 1995). Strava je individualni pro kazdého z nas. Je ovlivnéna
tradicemi, dobou, mistem naSeho zivota a také spolecenskym postavenim. Dale také zavisi na
sloZzeni, zpisobu, Upravy a piipravy jednotlivych pokrmut, zda konzumujeme potraviny
Cerstvé, vafené, mrazené. U mlécnych vyrobku zilezi na jejich tpravé zda-li jsou
piipravovany z mléka pasterovaného vysokou teplotou ¢i nizkou, jakou dobu, zda jsou
fermentované. Je zcela ziejmé, Ze je velky rozdil v osidleni stieva mikroorganismy mezi
vSezravel, coz je pro Cloveka zcela pfirozené, ¢i vegetaridny, vegany a dal§imi typy diet
(Moschena kol., 2012).
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Vegetarianstvi je nejvice znamou formou alternativniho stravovani. Jako vegetaridna
oznacujeme Clovéka, ktery nekonzumuje maso a vyrobky z n¢j. Vegetaridnstvi mizeme

rozdélit do né¢kolika podskupin:

TYP V4

VEGETARIANSTVI ZIVOCISNYCH PRODUKTU KONZUM UJI

Semi Ryby
dritbez a dalsi produkty Zivocisné vyroby jsou povoleny

vylucuji pouze cervené maso

Pulo maso driibeZl,
mléko a mlécné vyrobky

vejce

Pesco ryby
mekkyse

mléko a mlécné vyrobky

Lactouovo Vajicka

mléko a vyrobky z néj

Lacto pouze mléko a mlécné vyrobky

Ovo pouze vajicka

Dalsim zpUsobem vyzivy je tzv. veganstvi, coz je forma stravovani vyluCujici
konzumaci jakéhokoli zivo¢iSného produktu. Vitarianstvi je stravovani se pouze stravou
vsyrovém stavu, dale pak fruktariani, ti konzumuji pouze plody, odmitaji jakékoli zabiti, at’

uzrostliny, ¢i zvitete (Tonstad a kol., 2009)

Vysledky mnoha studii dokazuji, Ze sniZzeny piijem, ¢i GpIné vynechdni masa ze stravy
piiznivé ovlivituji vyskyt chronickych onemocnéni jako je jiz zminéna cukrovka druhého

typu, obezita, zanétliva onemocnéni stiev, nékterych druhti rakoviny traviciho traktu a
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kardiovaskularnich onemocnéni (Matijasi¢ a kol, 2013). Existuje také studic u pacientd
s Crohnovou nemoci, ktefi ptesli na semivegetarianskou stravu, kterd méla pozitivni G¢inky

na pribéh onemocnéni (Chiba a kol., 2010).

Nedavné studie také poukazuji na rozdil v mikrofléfe mezi détmi v Africe a détmi
v Italii, coz je zejména zapticinéno rozdilnou stravou. U africkych déti se vyskytuje vice rod
Prevotella, jelikoz ptijimaji vice nerafinovanych sacharidia a u déti italskych se vyskytuje
hojné rod Bacteroides, coz je zapficinéno stravou s jednoduchymi cukry (Duncan a kol.,
2013).

2.5 Deklarované rozdily ve sloZeni stfevni mikroflory v zivislosti na dieté

Vliv diety na sloZeni strevni mikroflory je nyni velmi aktudlnim tématem a je
provadéno mnoho studii. V roce 2013 probéhla studie naptiklad na Slovinské Université
v Ljubljan¢ (Matijasi¢ a kol, 2013) a udava tyto vysledky. Mikroorganismy ze stolice lidi na
razné diet¢ byly kvantifikovany pomoci metody real-time PCR, kdy byl zjistén rozdil u
vegetarianti a omnivord. Ve stolici vegetariand bylo obsazeno vice Bacteroides-Prevotella
skupiny a Bacteroides thetaiotaomicron, dale mén¢ Clostridium clostridioforme a Clostridium
coccoides. A také ptitomnost Faecalibacterium prausitzii byla u vegetariand vyssi (v poméru

burika/celkovy pocet mikroorganismti). Podrobna data jsou zobrazena na obrazku 6.

Déle studovali relativni mnozstvi a identifikace vybranych DNA-bendi z denaturacni
gradientové elektroforézy (DGGE) ve vztahu k dietnimu typu (Tabulka 2). Vysledky této
studie jsou pozitivn€j§i pro vSezravce-omnivory, méli vysS§i poéty zastupct rodu

Bifidobacterium, Streptococcus, Collinsella a Lachnospiracea.
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Obrazek 6 Kvantifikace bakterialni mikrofléry z vykali vegetarianii V a omnivori O, pomoci real-

time PCR (Matijasi¢ a kol., 2013)

Skupina

Mikroorganismiu

Mnoizstvi (%)

Vegetariani

Mnoizstvi (%)

VSezZravcei

Erysipelotrichaceae
Ruminococcaceae
Lachnospiraceae
Faecalibacterium
Streptococcus
Subdoligranulum
Dialister

Bifidobacterium

2,37

2,23

5,59

8,33

041

3,34

1,07

7,83

3.74

3,03

8,15

6,72

1,68

1,74

1,34

8,02
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Collinsella 250 5,14

Tabulka 2 relativni mnoZstvi a identifikace vybranych DGGE bendi ve vztahu k dietnimu

typu pomoci PCR-DGGE (Matijasi¢ a kol., 2013)

Dalsi studie zroku 2013 z University vSoulu deklaruje snizeni poméru rodu
Firmicutes krodu Bifidobacterium a Ze vegetarianstvi vede k poklesu patogennich
mikroorganismii rodu Enterobakteriaceae a zvySuje pritomnost Bacteroides fragilis a
Clostridium spp. (Min-Soo Kim a kol., 2013)

Védci z Eberhard Karls University of Tubingen v roce 2011 také zkoumali zménu ve
slozeni sttevni fekalni mikroflory ¢loveéka u vegetariant, vegantia vSezravcu, zde ptisli na to,
7ze obsah, celkové pocty Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., Escherichia coli a
Enterobacteriaceae spp. byly o poznani nizi u vegetariant a vegant, nez u lidi na konvenéni
diet¢. PriCemz dalsi druhy, jako je Klebsiella spp. biovary., Enterobacter spp.,
Enterobacteriaceae, Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Citrobacter spp. a Clostridium
Spp. niz§i u vegetarianll a veganil nebyli. Po zafazeni vegantl, vegetariani a omnivori do
jedné skupiny zjistili, Ze se celkové pocty mezi skupinami neliSily. Dale se v této studii
ukdzalo, Ze pH stolice se vyrazn¢ li§i, vegetariani a vegani maji pH stolice niz8i, oproti

vSezravcum (Zimmer a kol., 2011).

Studie pomoci plynové chromatografie GLC (gas-liquid chromatography), ktera
probéhla na Department of Medical Microbiology, Turku University ve Finsku (1992). Cilem
této studie bylo sledovat vliv striktni syrové veganské diety na stfevni mikrobiotu v pribéhu
jednoho mgésice. SloZeni a mnozstvi mikrobioty zde sledovali na obsahu bakterialnich
mastnych kyselin ve stolici. Kazdy pik na kiivce z GLC znamenal relativni mnoZstvi kazdého
jedince ze symbiotickych mikroorganismi stieva. Vyska jednotlivych pikt znacila relativni
mnozstvi mastné kyseliny ve vzorku. Byly ziSt€ny vysokeé rozdily obsahu mikroorganismi ve

stolici u vegani a jedinci na konvencni diet¢ (Peltonen a kol, 1992).
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2.6 MozZnosti sledovani sloZeni stievni mikrofléry

Slozeni stfevni mikrobioty, zastoupeni a kvantitu riznych bakteridlnich a dalsich
skupin mizeme sledovat pomoci kultivaénich metod na selektivnich péstebnich prostiedcich

nebo ptimym stanovenim v ptivodnim vzorku bez kultivace.

Sledovani pomoci kultivace je velice jednoduché a fadime jej mezi takzvané
referenéni metody. Izolaci a kultivaci bakterii poprvé pouzil Robert Koch (1843-1910).
Nicméné moZznosti kultivace jsou omezené. Jednd se o plotny se selektivnimi agary pro
jednotlivé druhy mikroorganismi. Kazda kultiva¢ni plotna s agarem by méla obsahovat zdroj
dusiku, uhliku, zdroj energie pro mikroorganismy, pufrovaci soli pro udrzeni ur¢it¢ho pH
rozpéti a rustové faktory pro kultivované bakterie. Ze vzorku stolice je pfipravena fedici fada
a jednotliva fedéni jsou nanadSena na kultivacni misky s agarem nebo v piipad€ anaerobt jsou
agarem pielity a poté kultivovany za podminek odpovidajicich detekované bakteridlni
skuping, rodu ¢i druhu. Na kultivaénim agaru narostou v takzvané kolonie, viditeIné pouhym
okem, s témito jednotlivymi koloniemi dale pracujeme. Jiz pouhym okem miizeme zjistit stav
bakterii, zalezi tady na vzhledu i konzistenci jednotlivych kolonii, které poté mizeme
sledovat mikroskopem. V piipadé kultivace pak mizeme jednotlivé bakterialni kolonie -
izolaty identifikovat pomoci riznych molekularné-genetickych metod, biochemickych testt a
hmotnostni chromatografie. Z molekularn¢ genetickych metod je v souCasnosti asi
nejrozSiten¢jSi a nejspolehlivéjsi sekvenovani. RozsSfiend a zavedena je piedevSim
polymerazova fetézova reakce (PCR) s pouzitim rodové ¢i druhoveé specifickych sond.

Metoda fluorescenéni in situ hybridizace FISH je dnes velmi rozsifenou metodou,
umoziuje identifikovat jednotlivé mikrobidlni bunikky bez kultivace a izolace DN A za pomoci
fluorescentniho mikroskopu, ¢i prutokové cytometric (Lenaerts a kol, 2007). Je to
hybridizace s pouzitim rRNA specifické oligonukleotidové sondy, kterd je fluorescenténé
znacena (DeLong a kol., 1999). Kazda sonda ma vlastni specifitu rozpoznani ur¢ité bakterie.
Tato metoda mé vyhodu, Ze mize byt kvantitativni a automatizovand, pomoci priitokové
cytometric a snimani pocitaCem muze byt zaznamenan obraz analyzy, coz zobrazi i

prostorové rozloZzeni bakterii (Palma a kol., 2009).

Dalsi moznosti je izolace totdlni bakteridlni DNA pfimo ze stolice bez kultivace

s naslednou identifikacia kvantifikaci bakteridlnich skupin.
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Q-PCR nebo také real time PCR je kvantitativni fet€ézova polymerdzova reakce ve
skute¢ném cCase. Tato metoda se sklada z n€kolika protokolii spojenych v fadé: odbér a
ptiprava vzorku, ¢isténi nukleové kyseliny, amplifikace a interpretace dat (Haugland a kol.,
2005). Kvantifikace se provadi pomoci fluorescenéné znacené specifické sondy, nebo pomoci
nesekvencné specifického DNA barviva (SYBER) v pribéhu amplifikace cilového genu.
Intenzita fluorescence je piimo imérna koncentraci cilové DNA ve vzorku, to znamena, Ze je
umérnd také vyskytu cilovych bakterii. Tato Q-PCR mize byt pouzita jak pro absolutni, tak i
relativni kvantifikaci bakterii (Cheng a kol., 2013, Gill a kol., 2008; Ott a kol., 2004).

Metagenomika je novy rozvijejici se védni obor zabyvajici se genomickou analyzou
seskupeni mikroorganismi. Pomoci téchto metod jsme objevili asi stokrat vét§i mnoZzstvi
bakterii, nez se ndm podafti objevit pouhou kultivaci a to navic v ptirozeném prostredi. Jedna
se o komplexni studium sloZeni, struktury a funkce mikroflory, veskeré informace ziskame v
jednom kroku (Gill a kol., 2006; Kurokawa a kol, 2007). S touto metodou se extrahuje cela
DNA ze vzorku a je automaticky sekvenovan cely genom (Hess a kol., 2011; Tasse a kol.,
2010). Vse se identifikuje za pomoci databazi naptiklad ,,Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes, tyto databdze nejsou vSak zatim Gplné a zcela dostupné.
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3. Hypotéza

Strava je hlavnim faktorem ovliviiujicim sloZeni a metabolismus stfevni mikrobioty.
V nékterych pracich autofi uvadeéji, ze vegetaridnskd strava ma zna¢né, pozitivni vlivy na
sloZeni stievni mikrobioty lidi, ¢imZ pozitivné¢ ovliviiuje celkové lidské zdravi To je
ovlivnéno predevS§im vysokym obsahem nestravitelnych oligosacharidii. U vegetarianti a
veganl lze tedy ocekéavat rozdilné zastoupeni bakteridlnich skupin ve stolici oproti lidem s

konven¢ni dietou.
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4. Cil prace

Cilem prace bylo porovnat sloZeni a kvantitu stfevni mikrobioty lidi na konvencni
dieté, vegetarianli a veganll pomoci kultivace na selektivnich mediich. A dale porovnat obsah

mikrobialnich metabolit bakterii ve stolici pomoci iontové chromatografie.
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5. Metodicka ¢ast

5.1 Informace o darcich

V nasem pokusu byla testovana stolice 21 darcti, z nichz deset bylo na konven¢ni dieté
a jedenact vegetariani. Jeden darce z vegetariant byl kojenec, a proto v nékterych statistikach

neni zahrnut.

Kazd4 skupina se sklddala zjednoho ditéte ve v&ku 7 let a deviti dospélych ve

vekovém rozmezi21, az 50 let, muzi a zen. Informace o darcich uvadi tabulka ¢islo 3.

SKUPINA | VEGET ARIANI VSEZRAVCI
Vzorek | VEK POHLAVI| VEK POHLAVI
1 32 F 28 F

2 34 F 29 F

3 7 F 50 M

4 39 M 26 F

5 27 F 7 F

6 30 F 24 F

7 36 F 24 M

8 21 F 36 F

9 33 F 36 F

10 32 F 26 F

11 2mésice M

Tabulka 3 Zakladni udaje o darcich M-muz F-Zena
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5.2 Odbér vzorku

Kazdému z darcti byl predan kit na odbér vzorku skladajici se ze sklenéné zkumavky,
ve které byl ptipraven zivny bujon Wilkins-Chalgren (Oxoid) se zaznamem 0 jeji vaze, dale
kryozkumavka, Spachtle na odebrani vzorku, nepruhledného zipového sacku a navodu na

odbér a ptipadné uchovavani.

Odbér vzorku se provadél zcerstvé stolice. Vzorek o vaze zhruba 1g (velikost
liskového ofisku) tedy na hrot Spachtle, byl pfeveden do zkumavky s bujonem a promichan,
tak, aby byl vzorek ponofen, ale zairoven tak, aby nedoslo k pfilisSnému kontaktu s kyslikem,
nepiitelem anaerobnich mikroorganismu. Do kryozkumavky (eppendorfky), bylo odebrano
stejné mnozstvi vzorku, ¢ili kolem 1g stolice. Darce musel také davat pozor, aby se bujon ze
zkumavky neulil, ba dokonce vylil, to by znamenalo nekorektnost vahy a zptusobilo by chybu.
Dale musel dat pozor, aby se nesmazaly ¢iselné tdaje na zkumavkach. Po odbéru byl vzorek
ihned v chladu piepraven do laboratofe popiipadé skladovan v chladicim zafizeni a v co

nejzazsi dobé do 12 hodin ptedan k rozboru.

5.3 Kultivaéni stanoveni

Jednotlivé vzorky byly podrobeny analyze, tedy rozboru pomoci kultivace na
selektivnich médiich, kde byly detekovany a kvantifikoviny jednotlivé skupiny
mikroorganismtl. Ty se na selektivni média pfevedou tzv. inokulaci - zaockovanim inokula.
Jednalo se o rody Bifidobacterium, Lactobacillus, dale G- bakterie, enterokoky, koliformni
bakterie a Escherichia coli.. Tabulka ¢islo 4 ndm udava podminky kultivace jednotlivych

skupin. Dale pak v tabulce ¢islo 5, uvadim podrobné sloZeni kultiva¢nich médii.
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ROD KULTIVACE

TEPLOTA[°C] CAS ATMOSFERA
Bifidobacterium 37 48 hod anaerobni
Lactobacillus 37 48 hod mikroaerofilni
G- bakterie 37 48 hod anaerobni
Enterococcus 37 48 hod aerobni
Escherichia coli 37 24 hod aerobni
Koliformni bakterie | 37 24hod aerobni

Tabulka 4 PODMINKY KULTIVACE

SLOZENI  SELEKTIVNIHO

SKUPINA MEDIA MNOZST Vi
CELKOVE POCTY
agar Wilkins-Chalgren (Oxoid) | 4,3g
sojovy pepton (Oxoid) 0,5g
L-cystein (Sigma) 0,059
Tween 80 (Sigma) 0,1ml
destilovana voda 100ml
BIFIDOBAKTERIE
agar Wilkins-Chalgren (Oxoid) | 4,3g
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LAKTOBACILY

GRAMNEGATIVNI
BAKTERIE

ESCHERICHIA COLI

ENTEROKOKY

sojovy pepton (Oxoid)
L-cystein (Sigma)
Tween 80 (Sigma)
destilovana voda
Mupirocin (Oxoid)

Ledova kyselina octova

agar Rogosa (Oxoid)
destilovana voda

kyselina octova (Sigma)

agar Wilkins-Chalgren (Oxoid)
L-cystein (Sigma)

destilovana voda

konska krev (Oxoid)

G- suplement (Oxoid)

TBX medium (Oxoid)

destilovana voda

Slanetz a Bartley medium

0,5¢

0,059

0,1ml

100ml

10 mg

100ul

69
94ml

132ul

4,39

0,05g

100ml

5ml

2ml

3,79

100ml
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(Oxoid)

destilovana voda 100ml

Tabulka5 SLOZENI SELEKTIVNICH MEDII

Pro kultiva¢ni stanoveni ze vzorku byla nejprve vytvorena tfedici fada, coz je série
roztoki s klesajici koncentraci. Zkumavka se vzorkem stolice byla 1. fedénim, kdy doslo k
jejimu zvazeni, a byla odeCtena hmotnost zkumavky pted odbérem. Vznikly rozdil byl
vydéleny Cislem 1. Takto bylo ziSténo mnozstvi vzorku, které bylo tifeba aplikovat do 2.
fedéni. Poté uz byl po promichani aplikovan vzdy 1 ml vzorku z ptedchozi zkumavky do
nasledujici. Ve zkumavkach fedici fady mame ptedem ptipraven fedici roztok (Peptonova
voda, Oxoid). Tak pokra¢ujeme, az do posledni zkumavky viz obrazek ¢islo 8. Z této fady pak
vybereme fedéni, ve kterych piedpokladame nartst kolonii stanovovanych bakterii, které je
mozno Vtomto fedéni i detekovat. Pokud je fedéni ptili§ malé dojde k velkému nardstu

kolonii a ty pak neni mozné detekovat a pocitat, jak je také vidét na obrazku ¢islo 8.

/‘\/—\«/’_\«/’_\/’_\«

VZOREK |

REDENI 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
4 W/ A\ \_/4

6 B B D

PLOTNY I
NARUST |

*°L°“"\/\/\/\/\/

1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
|

Obriazek 8 TVORBA REDICI RADY (http://2014.igem.org/Team:NYMU-Taipei/safety)

Na ziklad¢ ptedpokladanych poctl jednotlivych kvantifikovanych bakteridlnich
skupin byly z fedicich fad vybrany nasledujici fedéni (celkové pocty 7-9, pro bifidobakterie 3-
9, pro laktobacily 3-8, pro gramnegativni bakterie 7-9, pro plotny s TBX médiem na
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stanoveni Escherichia coli 3-9 a pro plotny s SB mediem pro enterokoky 2-6 fedéni) a ty
aplikovany na Petriho misky injekcni stiikackou. VSe musi probihat za aseptickych podminek,

jich dosdhneme pfitomnosti plamene a pouZzitim sterilnich pomticek.

Pro stanoveni celkovych po¢tu anaerobnich bakterii, bifidobakterii a gramnegativnich
bakterii pfeneseme vzdy jeden ml kazdého zvoleného fedéni na Petriho misku a pielijeme
agarem, zamichame, uzavieme a vlozime do nadoby s anaerobni atmosférou (AnaeroPack,

Thermo Scientific).

Pii stanoveni laktobacilli se vzorek agarem pieléva a to 2krat, pro vytvoreni
mikroaerofilniho prostfedi a uzavie se do folie. U stanoveni Escherichia coli a koliformnich
bakterii na TBX, ¢i enterokokid na SB médiu byl nanesen vzorek na Petriho misku s
utuhlym médiem a rozetfen sterilni sklenénou ty¢inkou. Takto ptipravené pudy jsme dali

inkubovat, dobu inkubace mame uvedenou v tabulce ¢islo 4.

Podminky pro inkubaci - je dulezité, udrzeni urCit¢ho pH, ¢ehoz dosahneme pufry,
udrZeni optimalni teploty ristu pro jednotlivé druhy bakterii a ptfitomnost, ¢i neptitomnost
kysliku, protoze nékteré bakterie fadime mezi anaeroby a jiné jsou aerobni. Pokud provadime
anaerobni kultivaci je dulezité vzorky inkubovat vanaerostatu (obrazek ¢. 9), coZ je
vzduchotésnd nadoba ze které kyslik odéerpavame a vytvofime takzvané fizenou atmosféru,

kdy kyslik nahradime jinym plynem (CO2, Hy).

Obrazek 9 anaerostat http://web.lfhk.cuni.cz/klinmik rob/vyuka/cns/abscesy.htm
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5.4 Kvantifikace bakterii
Kvantifikacibakterii se rozumi stanoveni po¢tu mikroorganismt, jejichz vysledkem je
hodnota vyjadiena jednotkou KTJ (kolonie tvotici jednotka)/ CFU (Colony Forming Unit).

Narostlé kolonie byly spoc¢itany pomoci po¢itacky kolonii a ozna¢eny nesmazatelnym

fixem. Poc¢et KTJ byl vypocitan podle vzorce:

KTJg=> (atbt+ct+d) / [V-(ng + 0,1 - np)]-d

a,b,c,d......... soucty vSech kolonii spocitanych na vybranych plotnach
Vo pouzity objem inokula

Meeeeeeieeannns pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni

17 SO pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni

[« . faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedéni

Pro ovéfeni selektivity testovanych médii byla také provedena mikroskopicka kontrola
morfologie kolonii. Ta byla provedena odbérem vybrané kolonie mikrobiologickou kli¢kou ¢i
jehlou a rozetfena na podloZni sklicko, piekryta sklickem krycim a pozorovana pii zvétSeni

min 400x.

Ziskané hodnoty, pfesnéji pocty jednotlivych bakteridlnich skupin v zavislosti na dieté
byly poté porovnany a statisticky vyhodnoceny pomoci testi v programu STATISTICA 12 a

to dvouvybérovym (parovym) t-testem.

5.5 Méreni obsahu metabolita

Obsah metaboliti ze vzorkli stolice jsme stanovovali iontovou chromatografii
s potlacenou vodivosti na iontovém chromatografu (ICS 1600; Dionex, USA). Jedna se o
metodu zaloZzenou na principu elektrostatické interakce, kdy dojde k odtrZeni iontu
(bikkoviny) vazaného v tuhé nemisitelné fazi, jeho pfevodu do roztoku a nislednou nahradu

jinym iontem (bilkovinou) z roztoku.

Navazeny 1 g vzorku stolice byl pteveden do 15 mililitrové zZkumavky Neptun, a poté

byl homogenizovan v 10 ml destilované vody. Nasledné byl vzorek sto¢en po dobu 3 minut
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pti 10 tisicich otackach. Ze ziskaného supernatantu byl odpipetovan 1 ml, ktery byl nasledné
100x natedén a prefiltrovan pies bakteriologicky filtr. Takto ziskany vzorek, byl poté pouzit
pro vlastni analyzu obsahu esterti/ soli mastnych kyselin s kratkym fetézcem (kyselina
valerova, isovalerova, maselna, isomaselna, kyselina propionova, octova a kyselina mravenci)

a dalSich metabolitti jako laktatu, malatu, pyrulatu a sukcinatu.

5.6 Méreni pH stolice

Me¢éieni pH stolice darcti bylo provadéno pomoci pH metru Handylab (SchottGlas,
Mainz, Némecko) a dotykové pH elektrody THETA 90 HC 163 (Ceska Republika). Vzorky
stolice byly v tenké vrstvé natieny na podlozni sklicka a po pfilozeni dotykové elektrody byla

zméfena hodnota pH daného vzorku. Méfeni probihalo piipokojové teploté.

35



6. Vyhodnoceni vysledkii

V této bakalaiské praci jsme se vénovali kultivaci a kvantifikaci bakterialni mikroflory
a jejich metabolitl ve stolici jedinct s rozdilnou dietou. Sledovali jsme rozdily ve slozeni této
mikrobioty u lidi na konvencni diet¢ a vegetariant. Sledované skupiny byly sloZzeny z deviti
dospélych jedinct rtzného pohlavi a jednoho ditéte ve ve€ku sedmi let. Dale jsme také

testovali stolici dvoumési¢niho kojence kojeného vegetarianskou matkou.

Na obrazku c¢islo 10 je graficky zndzornéné mnozstvi jednotlivych bakteridlnich
skupin (log KTJ/ g stolice) sledovanych v lidské stolici masozravet, tedy lidi na konven¢ni

diet¢ a vegetariantl.

Zde je viditeIné, Ze rozdily jsou nepatrné, nicméné stolice masozravel obsahovala vice
laktobacilti, gramnegativnich bakterii, enterokokid, a u vegetaridni bylo detekovano vice

bifidobakterii.

12

10

8

6

4

2

0
maso veget
mCP 10,041 9,91
= BIF 9,362 9,618
B LBC 4,997 4,659
H G- 9,639 9,228
B ENT 5,824 5,682
B ECOLIM 6,393 6,412
W ECOLIB 3,892 3,887

Obrazek 10 Grafické znazornéni obsahu jednotlivych bakterialnich skupin (log KTJ/ g
stolice) u lidi na konven¢ni dieté a vegetariani CP-celkové pocty anaerobnich bakterii,
BIF-bifidobakterie, LBC-laktobacili, G- -gramnegativni bakterie, ENT-enterokoky,
ECOLI M-Escherichia coli, ECOLI B- koliformni bakterie
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Pfi porovnani primérnych mnozstvi metaboliti u masozravcli a vegetariand, coz je
zndzornéno grafem na obrazku ¢islo 11. Vidime, Ze u masozravcli bylo vyS$i mnozstvi acetatu
svéd¢iciho o pritomnosti bifidobakterii, coz nekoreluje s vysledky kultivace, kdy byly u
masozravci detekovany niz§i hodnoty bifidobakterii nez u vegetarianti (obrazek 10). Dale byl
u masozravci také vyssi obsah propionatu, butyratu, malatu a sukcinatu. U vegetariant bylo
naméfeno veétSi mnozstvi laktatu, coz by odpovidalo vySSimu mnozstvi laktobacild, to se
ovsem V nasi praci nepotvrdilo (obrazek 10,11). V podstat¢ srovnatelnd mnozstvi byla

nameéfena u formatu, pyruvatu a valeratu.

V' rd e, O v .
Porovnani metabolitu masozravcia
vegetariani
45,00
40,00
35,00
30,00
T, 2500
o
€ 2000
15,00
10,00 .
5,00
000 | mmi — Bl mm - -
Propi Sukeing
Laktdt | Acetat roépzlon Format | Butyrat | Malat | Pyruvét | Valerat u::ma
B maso 1,45 | 3833 | 14,57 | 1,33 | 1163 | 364 | 279 | 395 | 433
Mvegetarian| 2,14 | 34,00 | 12,05 | 1,44 | 981 | 3,19 | 271 | 381 | 3,76

Obrazek 11 porovnani mnoZstvi metaboliti masoZravei a vegetariant

Primérné mnozstvi sledovanych celkovych poctli anaerobnich bakterii u masozravcd,
tedy lidi s konven¢ni dietou byl stanoven na 10,041+0,377 log KTJ/ g stolice, u vegetarianu
dosahli primérné hodnoty 9,91+0,355. Pfi¢emz nejveétsi mnozstvi mél masozravec muzského
pohlavi dvacet ctyfi let veku 10,75+0,377. V rdmci vegetarianll byla zZkoumaéna 1 stolice

dvoumeési¢niho kojence (neni zafazen do statistik), u kojence byl naméfen obsah celkovych

pocti anaerobnich bakterii 10,840,431 log KTJ/ g stolice.

Pti stanoveni bifidobakterii u testovanych vzorkidi masozravci jsme priamérné nalezli
9,362+0,571 log KTJ/ g stolice. Primérnda hodnota bifidobakterii vegetariant byla
9,618+0,347. Jedna se tedy o bakterie, jejichz hodnota byla vyssi u vegetaridni.
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Celkové nejvyssi mnozstvi byla namétena u tficetileté zeny vegetaridnky 10,2+0,347. A dale

pak u kojence, kde bylo naméteno 10,25+0,380 log KTJ/ g stolice.

Primérné naméfené mnozstvi laktobacili bylo vy$$i u masozravel, kde hodnota
dosahla 4,997+1,174 log KTJ/ g stolice, pficemz nejvyssi hodnoty dosahl vzorek dvaceti
Sestileté Zeny 6,75+1,174. U vegetariand byla naméfena praimérna hodnota 4,659+1,145 log
KTJ/ g stolice laktobacili. U kojence bylo stanoveno vysoké mnozstvi a to 8,11+1,504 log
KTJ/ g stolice.

U jedincii na konvenéni diet¢ byla dale naméfena primérna hodnota obsahu
gramnegativnich bakterii 9,639+0,599 log KTJ/ g stolice. Pficemz nejvys$i mnozstvi bylo
naméteno Ve stolici dvaceti Ctyfletého muze vSezravee 10,47+0,599. U vegetariant
dosahovalo primérné mnozstvi gramnegativnich bakterii 9,228+0,347. A ve stolici

testované¢ho kojence bylo nalezeno mnozstvi 9,08+0,330 log KTJ/ g stolice.

Priimérna hodnota enterokokd U masozravett méla hodnotu 5,824+0,655 log KTJ/ ¢
stolice. Ve vzorcich stolice vegetarianti bylo naméfeno primérné mnozstvi enterokoku

5,682+1,519. U kojence bylo nalezeno 9,40+1,826 log KTJ/ gstolice.

V naSich rozborech byly stanovovany i koliformni bakterie a druh Escherichia coli.
Vyssi mnozstvi E. coli byla naméfena u vegetarianl. U masozravct dosahla primérna
mnozstvi hodnot 6,393+1,173 log KTJ/ g stolice pro E. coli a 3,892+3,358 log KTJ/ g stolice
u koliformnich bakterii. Nejnizsich, vtomto pfipadé nulovych hodnot (kultivacné
nedekovatelnych) dosahly ¢tyfi testované vzorky z masozravctlia Ctyfi vzorky vegetariant. Pti
stanovovani E. coli ve stolicich vegetariani dosahlo primérné mnozstvi hodnoty
6,412+1,391 pro E. coli a 3,887+3,441 pro koliformni bakterie, tedy srovnatelné
s masozravci. U kojence bylo naméteno pomérné velké mnozstvi 9,63+1,638 log KTJ/ g

stolice E. coli a nulova hodnota pro koliformni bakterie.

Pti statistickém zpracovani naméfenych dat vegetarianti a lidi na konvencni dieté
pomoci t-testu, nebyl shleddn u Zddného ze zjiSténych druht statisticky vyznamny rozdil mezi
t¢mito dvéma skupinami. Test se provadél na hladiné vyznamnosti p<0,05. Vysledky

statistické analyzy jsou v tabulce na obrazku ¢islo 12.
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t-testy: grupovano: Prom1 (hodnoty)

Skup. 1: vBeZravci

Skup. 2: vegetariani

Primér Primér t sV p Poé_plat Pot plat. Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p

Proménna vieiravci vegetariani vEeZravci vegetariani vEeZravci vegetariani Rozptyly | Rozptyly
bif [ 9.380001 9.618000 -1,09080 18 0.289748 10 10 0.596657 0,346500 2,965129  0.121086
Ibc 4,99700 4.659000 0.65163 18 0,522874 10 10 1.174366 1,145149  1,051678  0.941400
cp 10,04100 9.910000 0.79940 18 0.434481 10 10 0.377637 0,354871 1132425  0.856066
g 9.63900 9,227778 1,80232) 17 0,089253 10 9 0.599008 0,346907  2,981525  0.138751
ent 5,82400 5,682000 027141 18 0.789164 10 10 0.654899 1,519348 5382265  0.019613
ecoli m 6,39300 6412000 -0,03302 18  0.974020 10 10 1,173088 1,390818  1.408657  0.,620152
ecoli b 3.89200 3.887000 0.00329 18 0.,997412 10 10 3,357584 3.441379  1,050536  0.942661
pH 6,68000 6.565000 0.43897 18 0.665307 10 10 0.515299 0,648678 1584672  0,503597

Obrazek 12 Vysledky T-testu pro jednotlivé skupiny bakterii a pH
vSeZravci(masoZraveli) a vegetariani. CP-celkové pocty anaerobnich bakterii, BIF-
bifidobakterie, LBC-laktobacilii, G- -gramnegativni bakterie, ENT-ente rokoky, ECOLI
M-Escherichia coli, ECOLI B- koliformni bakterie

Naméfend mnozstvi metabolitl, soli mastnych kyselin s kratkym fetézcem (kyselina
valerova a isovalerova-valerat, kys. maselnd a isomaselnd -butyrat, kyselina propionova-
propionat, kys. octova-acetat a kyselina mravenc¢i-format) a dalSich metabolitt jako laktatu,

malatu, pyrulatu a sukcinatu jSOu zaznamenany v nasledyjicich tabulkach cislo pét, Sest a

sedm.

Laktat | Acetat | Propionat| Format | Butyrat| Malat | Pyruvat| Valerat| Sukcinat
masoZravec | mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt
1 1,16 |42,11 |12,69 1,51 10,22 | 3,04 2,68 5,25 3,57
2 0,57 17,28 |8,39 1,18 6,06 3,08 1,84 2,37 3,62
3 1,08 40,83 |17,83 1,64 16,52 |3,14 2,62 5,36 3,69
4 0,48 (47,01 |16,44 1,48 12,31 |2,48 2,56 4,49 2,91
5 1,89 54,47 |16,41 1,39 25,55 [13,85 (4,18 3,60 16,78
6 1,94 29,86 19,21 1,40 10,90 |1,67 3,74 5,06 1,95
7 3,89 29,26 | 14,71 0,78 6,17 2,99 3,51 0,99 3,52
8 0,78 29,01 (8,77 1,32 7,88 1,99 2,25 3,09 2,33
9 0,51 51,80 |17,95 0,79 11,31 | 2,15 1,42 3,80 2,52
10 2,17 |41,68 |[13,26 1,84 9,34 2,01 3,12 5,49 2,36

Tabulka 5 MnoZstvi metaboliti u masoZravcu
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Laktat | Acetat | Propionat| Format | Butyrat| Malat | Pyruvat| Valerat | Sukcinat
vegetaridn | mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt mg Lt
1 0,73 13,90 (6,14 0,93 3,99 1,31 (1,30 2,08 1,54
2 1,22 11,70 (4,33 1,15 2,71 0,86 |0,91 1,10 1,01
3 1,89 |36,44 (10,75 1,25 10,59 (4,20 (2,56 3,51 4,95
4 2,74 31,61 |13,02 1,70 9,51 3,43 |3,17 4,81 4,03
5 0,88 32,70 |12,84 1,48 7,81 2,56 |2,39 4,56 3,01
6 7,65 [54,50 |17,35 2,02 9,61 3,32 |4,05 4,93 3,90
7 1,79 42,15 (17,03 1,47 19,55 (2,25 (4,94 5,76 2,64
8 2,27 20,21 |7,67 1,38 3,23 1,84 (1,91 2,53 2,16
9 0,60 |39,78 |13,86 1,66 10,61 9,07 2,09 3,46 10,83
10 1,68 |57,05 [17,50 1,38 20,45 (3,04 |3,74 5,38 3,57

Tabulka 6 MnoZstvi metaboliti vegetariani

Po statistickém zpracovani dat (STATISTICA 12) pomoci t-testu (tabulka na obrazku

Cislol3) opét nebyl na hladiné vyznamnosti p<0,05 nalezen Zadny statisticky vyznamny

rozdil. Pfi porovnani jednotlivych primérnych hodnot obsahovala stolice vegetariani vetsi

mnozstvi laktatu, coz by odpovidalo vétSimu mnozstvi laktobacilii ve stolici a formatu.

Ostatni metabolity dosahovali vy$Sich primérnych mnozstvi u masozravel (vSezravei)

obrazek ¢islo 14.

Obrazek 13 t-test hodnot mikrobialnich metaboliti STATICTICA12

t-testy; grupovano: Prom1 (Upravena kopie Copy of veg a maso bakterialni metabolity)

Skup. 1: vegetarian

Skup. 2: vieZravci

Pramér Primér t sV p Pot _plat Pot plat. Sm.odch. Sm.odch. F-pomér p

Proménna vegetarian | vSeZravci vegetarian vieZravci vegetarian vBeZravci Rozptyly | Rozptyly
Lactate [ 2144681 1,44621 0,95570 18 0.,351886 10 10 2,05251 1,06237  3.732637 0,062873
Acetate 34,00445 38329360 -0,70478 18 0489968 10 10 1547805 11.70482  1,748643 0417777
Propionate 12,04887 1456719 -1,31426) 18 0,205260 10 10 4,74691 376603  1,588744  0,501242
Formate 1,44170 1,33414 0.74556) 18 0.465557 10 10 0,30639 0,33801  1.217060  0.774588
Butyrate 9.80591 11,62653  -0.68178 18 0,504058 10 10 6,15582 578067 1,134009  0.854467
Malate 3.18711 3.64031  -0.33309 18 0742917 10 10 2,30153 3.62632 2482556 0191747
Pyruvate 2,70618 2,79062 -017466 18 0,863295 10 10 1,26555 0,85768 2177227  0.261380
Valerate 3.81276 3.94835 -0.20095 18 0,842990 10 10 1,53700 147998 1.078538 0.912175
Succinate 3.76286 432631  -0,34195 18 0,736348 10 10 2,75584 442224 2574993 0,175039
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vegetariani

Popisné statistiky (Upravena kopie Copy of veg a maso bakterialni metabolity
N platnych Primér | Median Modus Cetnost | Minimum Maximum Rozptyl Sm.odch. | Var koef.

Proménna modu

Lactate1 1[—l! 2,14468 1,73690) Vicenas. 1 0,59960 7,64870 42128 205251 95,70218
Acetatel 10 3400445 3457095 Vicenas 1 11,70250 5704780 2395700 1547805 4551771
Propionate1 10 12,04887 1293385 Vicenas 1 4,32820 17.49990 225331 474691 3939712
Formate1 10 1,44170 1,42785 Vicends. 1 0,92740 2,01900 0,0939 0,30639  21,25213
Butyrate1 10  9.,80591 9.56115  Vicenas. 1 2,71410 2045470 37,8942 6,15582  62.7T666
Malate1 10 318791 279835 Vicenas. 1 0,86290 9,06700 5,2970 2,301583 72,19559
Pyruvate 10 270618 247775 Vicenas. 1 0,90930 4,94060 1,6016 1,26555  46.76503
Valerate1 10 381276 403440 Vicenas. 1 1,10410 5,76200 2,3624 1,53700  40,31208
Succinate1 10 3,76286 3,28675 Vicenas 1 1,00890 10,82600 7,5947 275584 73,23793
vieZravci

Popisné statistiky (Upravena kopie Copy of veg a maso bakterialni metabolity)
N platnych Pramér Median Modus Cetnost | Minimum ‘ Maximum ‘ Rozptyl ‘ Sm.odch. | Var koef.

Proménna modu

Acetate2 101 38,32936 41,25495 Vicends. 1 17,27510 54 46670  137,0029 11,70482 30,5375
Propionate2 10 1456719 1556065 Vicenas. 1 8,39290 19,21160 14,1830 3,76603 25,8528
Formate2 10 1,33414 1,39765 Vicenas. 1 0,78460 1,84000 0,1143 0,33801 25,3357
Butyrate2 10 11,62653  10.,56055  Vicenas. 1 6,05520 2554560 33.4161 5,78067 49,7196
Malate? 10 3,64031 273605  Vicenas 1 1,66640 13,84700 13,1502 3,62632 99,6157
Pyruvate2 10 279062 264910 Vicends. 1 1,41900 4,18000 0,7356 0,85768 30,7344
Valerate2 10 3,94835 414260 Vicenas. 1 0,98600 548590 2.1904 1,47998 37,4836
Succinate2 10 4,32631 321315 Vicenas. 1 1,95200 16,78200 19,5562 442224 1022173
Lactate2 10 144621 1,12070  Vicenas. 1 0,47850 3,88730 1,1286 1,06237 73,4590

Obrazek 14  Statisticky zpracovana data obsahu
STATISTICAL12

metabolitii popisné statistiky

U vzorku dvoumési¢niho vegetarianského kojence byla namétena nasledujici mnozstvi

(tabulka 7).
Laktat | Acetat | Propionat | Format| Butyrat| Malat | Pyruvat| Valerat| Sukcinat
kojenec
vegetarian
mg Lt 10,85 |23,92 | 8,88 1,36 2,47 0,61 1,51 0,12 0,71

Tabulka 7 MnoZstvi metabolitii u kojence vegetarianské matky

Vysoka naméfend mnozstvi laktatu a sukcinatu ve vzorku stolice kojence koresponduje s

vys§im mnozstvim laktobacill a bifidobakterii vyskytujicise v tlustém stieve kojenci.

U hodnot pH jednotlivych vzorka stolice byl zjistén nepatrny rozdil, kdy hodnoty

primérného pH byly 0 0,115 vys$§i u masozravcl. Jednotlivé vysledky jsou znazornény

Vv tabulce Cislo 8 a grafické znazornéni v obrazku ¢islo 15.

Pomoci statistické analyzy (programem Statistica 12) viz obrazek ¢islo 14, nebyl

nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotach pH masoZravciia vegetarianil.
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pH pH
osoba | masozravec | vegetarian
1 6,59 7,1
2 7,33 6,93
3 6,41 6,11
4 6,6 6,05
5 5,93 7,43
6 6,1 5,84
7 7,1 5,78
8 7,5 7,12
9 6,87 7,23
10 6,37 6,06
pramér | 6,68 6,565

Tabulka 8 Hodnoty pH jednotlivych vzorki stolice
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7,5

6,5

5,5

pH masozravci

pH vegetariani

M pH

6,68

6,565

Obrazek 14 Grafické znazornéni hodnot pH u vegetaridnt a masoZravci
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7. Diskuze

Na sloZeni stfevni mikrobioty maji vliv genetické faktory a faktory okolniho prostiedi.
Strevni mikrobiota ¢lovéka se v priib&hu Zivota ménia zavisi také na sloZzeni pfijimané stravy.
Tato stievni mikrobiota pozitivné ovliviiuje zdravi jedince. Jednd se o jakousi symbidzu
S imunitnim systémem C¢lovéka a o produkci a pfeménu nutri¢né, zivotné dulezitych latek.
Proto tématem mé bakalaiské prace byl rozdil ve sloZzeni stfevni mikrobioty lidi s konven¢ni
dietou a vegetariant. Kdy jsme predpokladali, na zdkladé¢ dosavadnich védeckych poznatki a

praci, rozdily ve stfevni mikrobiotg.

Vysledky mnoha studii dokazuji, Ze snizeny ptijem, ¢i UpIné vynechani masa ze stravy
ptiznivé ovliviiuji vyskyt chronickych onemocnéni jako je cukrovka druhého typu, obezita,
zanétliva onemocnéni stfev, nékterych druhd rakoviny traviciho traktu a kardiovaskularnich
onemocnéni (Matijasic a kol, 2013). V mnohych studiich zabyvajicich se pravé touto
problematikou, tedy vlivem diety na sloZeni stievni mikrobioty bylo prokdzino, Ze stievni
mikroorganismy vyskytujici se v tlust¢ém stievé masozravcl (lidi s konvenénim typem
stravovani) se vyznamné kvantitativné 1 druhové 1i§i od mikrobiotického osidleni stiev
vegetarianl. V této bakalafské praci byly ve stolici deseti vegetarianii a deseti lidi na
konvenéni diet¢ obsahujici maso kultivatné kvantifikovany celkové pocCty anaerobnich
bakterii, bifidobakterii, lactobacilt, klostrydii, dale G- bakterii, enterokokut, koliformnich
bakterii a Escherichia coli. Nicméné po vyhodnoceni poétu téchto skupin bakterii, nebyly

mezi vegetariany a masozravci shleddny nijak vyznamné rozdily.

Je ovSem tieba zminit fakt, ze zde byla pouzita pouze metoda kultivace. Kdy stale
Castéji pouzivané molekuldrné-genetické metody jsou presnéjsi, jelikoz v jejich vysledcich

jsou zohlednény 1 pocty Spatné kultivovateInych bakterialnich skupin ¢i druht.

Vysledky zahranicnich studii, které uvadim vtéto praci, byly ziskdny pomoci
nejriznéjSich metod, real-time PCR (polymerazova fetézova reakce), FISH (fluorescenéni in
situ hybridizace), GLC (chromatografie plyn-kapalina), DGGE (denatura¢ni gradientové

elektroforéza).

Vysledky mé prace neprokazuji statisticky vyznamné rozdily ve slozeni stfevni
mikrobioty, ovSem zaznamenala jsem v hodnotich nepatrné rozdily, které se shoduji

s vysledky studie z roku 2013, ktera prob&hla na Slovinské Université¢ v Ljubljané (Matijasi¢

a kol., 2013). Vysledky této studie jsou pozitivnéjsi pro vSezravce-omnivory. Tato studie
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probihala pomoci metod PCR real-time a PCR-DGGE. V mé praci se také jevi jako
pozitivnéj$i mnozstvi mikrobioty u lidi masozraved (omnivord, vSezravei), kde celkové pocty

doséhli priimérné hodnoty 10,04 log KTJ/ g stolice a u vegetariani 9,91 log KTJ/ g stolice.

Ovsem ve veétSiné praci, jako napiiklad i ve ve€decké praci na Eberhard Karls
University of Tubingen vroce 2011 se setkavame s vys$§im mnozstvim rodu Lactobacilum a
enterobakterii, Enterococcus u vegetariani a rodu Bifidobacterium a Escherichia coli u
masozravcl, ovSem celkoveé se pocCty bakteridlnich skupin pfi statistickém porovnani
masozravcl s vegetariany V této praci, stejn¢ jako v nasi takika neliSily (Zimmer a kol, 2011).
V této bakalarské praci, co se jednotlivych druht tyce, byl prokazan opak, vys§i mnozstvi u
masozravcli dosdhly skupiny bakterii laktobacild, enterokokl, gramnegativnich a
koliformnich bakterii. U vegetariani byla vy$§i mnozstvi stanovena u bifidobakterii a
Escherichia coli. Tyto rozdily mohou byt zptsobeny tim, Ze pii studii byla zkoumana pouze
mala skupina osob a pouzitd metoda neni tak citliva, je tedy tfeba zafadit dal$i metody
vyzkumu a hodnoceni jednotlivych druhti, metody modernéjsi a citlivgjsi, jako byly pozity i u

ostatnich studii.

Ve vzorku naSeho kojence vegetarianské matky se vyskytovala velkd mnozstvi
laktobacilt, bifidobakterii a enterokokd, coz je pro kojence typické a potvrdilo vysledky a
znalosti zjinych studii, které poukazuji na velkd mnozstvi fakultativné anaerobnich
mikroorganismu (enterobakterii, enterokokti a laktobacili) v prvnich mésicich, kde postupné
ptibyvaji i anaerobni mikroorganismy (bifidobakterie; Tojo a kol, 2014; Arboleya a kol.,
2014).

Na piitomnost a mnozstvi jednotlivych druhii poukazuje 1 obsah matabolitd téchto
mikroorganismi, mezi néZ patii soli mastnych kyselin s kratkym feté¢zcem (kyselina valerova,
isovalerova, maselna, isomaselna, kyselina propionova, octova a kyselina mravenci) acetat,
laktat, malat, pyruvat a sukcinat. Stanoveni metaboliti bylo provedeno iontovou
chromatografii. Vysledky této analyzy nekoreluji s vysledky kultiva¢niho stanoveni. Vyssi
mnozstvi acetatu bylo detekovano u masozravell, coz by mélo vypovidat o vy$§im mnozstvi
bifidobakterii, a naopak u vegetariani bylo nalezeno vy$§i mnozstvi laktatu, coz by mélo
korespondovat s vy$si ptitomnosti rodu Lactobacilus. Tyto vysledky tedy asociuji s vysledky

ostatnich praci.

K viditelnym rozdilim dochazi i1 pfi stanoveni pH stolice. V nékterych studiich

poukazuji na fakt, ze pH stolice se vyrazné 1i§i a vegetariani s vegany maji pH stolice nizs$i,
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oproti vSezravcim (Zimmer a kol., 2011). Tuto hypotézu potvrzuje i nase stanoveni pH u
jednotlivych vzorkt stolice masozraveli a vegetaridnil. Jedna se sice o statisticky zanedbatelny
rozdil, nicméné pii grafickém znazornéni a ¢iselném porovnani priméra je patrny. Ovsem jak
jiz bylo feceno, jednalo o jednorazovou analyzu, kdy mohou byt vysledky ovlivnény
aktualnim slozenim stravy i okolnim prostiedim jednotlivce a jeho fyzickym i psychickym

stavem.
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8. Zavér

Mnohé védecké studie prokazaly, Ze dieta ma vyznamny vliv na slozeni mikrobioty
jedince. V této praci se neprokdzal zadny statisticky vyznamny rozdil mezi slozenim
mikrobioty lidi s konvenénim typem stravovani a vegetariand. Je vSak tfeba podotknout, ze
jsme pracovali s omezenym mnozstvim darcti a jednalo se o jednorazovy odbér. Nicméng
vzorky stolice téchto jedinct byly uchovany pro izolaci celkové bakterialni DN A ze stolice
déarct a dalsi vyzkum. Kde se nabizi celd fada molekuldrné- genetickych analyz, které mohou

piinést nové poznatky o vlivu diety na stfevni mikrobiotu.
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