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Stievni mikrobiom — profil bakterialniho zastoupeni u
pacienti s onemocnénim diabetes mellitus II. typu
1éCenych antibiotiky

Souhrn

Stirevni mikrobiom obsahuje vice nez 1000 druht bakterii, které si zachovavaji specifickou
skladbu pro kazdého individualniho jedince. Pfedpoklada se, ze na zmény jeho slozeni ma vliv
nékolik faktord, jednim z nich je antibioticka terapie. Cilem této diplomové prace je popsani a
porovnani bakterialniho profilu stfevniho mikrobiomu pacientl trpicich onemocnénim diabetes
mellitus II. typu a pacientd trpicich diabetes mellitus II. typu a zaroveri byli vystaveni 1é¢be
antibiotiky z diivodu vyskytu diabetickych viedd na nohou. Timto vyzkumem se zabyval Ustav
7ivotisné fyziologie a genetiky AV CR, ktery ve spolupraci s IKEM.

Literarni reSerSe se zabyva teoretickymi poznatky o onemocnéni DM, stfevnim mikrobiomu a
metodach molekularni genetiky (sekvenovani nové generace), které byly pozdé€ji vyuzity
v praktické Casti.

Pro experimentalni Cast byly odebrany vzorky stolice (1-3 odbéry) od 26 pacientq, u kterych
byla vyizolovana DNA. Sledovani mikrobialniho slozeni bylo provedeno pomoci PCR-DGGE
s naslednym sekvenovanim bakterialnich geni 16S rRNA a sekvenacnimi metodami nové
generace (NGS).

Porovnanim ziskanych vysledk byly zjistény znatelné rozdily v bohatosti mikrobioty, ktera
byla métena pied podanim antibiotik, po 1. tydnu antibiotické 1écby a po 10. tydnu antibiotické
1écby. V souvislosti mezi riznorodosti mikrobioty a druhem uzivanych antibiotik zadny
vyznamny rozdil prokazan nebyl. Z identifikovanych kmenu se ve stolici v nejveétsim poctu
nachazel kmen Firmicutes, ktery jako jediny vzrustal s pfibyvajicim poctem tydnu antibiotické
1écby.

Zhodnoceni vysledki mikroorganismt ve stanovenych vzorcich naznacuje, ze antibioticka
terapie stfevni mikrobiom ovliviiuje. Dale je také mozné uvazovat, ze modulace stfevni
mikrobioty by tak mohla byt u¢innad pro piedchazeni metabolického syndromu (a DM II) a
jejich komplikacim.

Klicova slova: diabetes mellitus IL typu, stfevni mikrobiom, antibiotika, metabolicky syndrom,

NGS



Gut microbiome — a bacterial profile of patients with type
2 diabetes mellitus treated by antibiotics

Summary

The gut microbiome contains more than 1,000 species of bacteria that maintain a specific
composition for each individual. Several factors are thought to influence changes in its
composition, one of which is antibiotic therapy. The aim of this thesis is to describe and
compare the bacterial profile of the gut microbiome of patients suffering from type II diabetes
mellitus and patients suffering from type II diabetes mellitus who have been exposed to
antibiotic treatment due to the occurrence of diabetic foot ulcers. This research was conducted
by the Institute of Animal Physiology and Genetics of the Czech Academy of Sciences, which
collaborated with IKEM.

The literature search covers the theoretical knowledge of DM, the gut microbiome and
molecular genetics methods (next-generation sequencing), which were later used in the
practical part.

For the experimental part, stool samples (1-3 samples) were collected from 26 patients and
DNA was isolated. Monitoring of microbial composition was performed by PCR-DGGE
followed by sequencing of 16 rRNA bacterial genes and next-generation sequencing (NGS)
methods.

A comparison of the results revealed noticeable differences in microbiota richness, measured
after the 1st week of antibiotic treatment and after the 10th week of antibiotic treatment. No
significant difference was found in the association between microbiota diversity and the type
of antibiotics used. Of the strains identified, Firmicutes was the most abundant strain in stool
and the only one that increased with increasing weeks of antibiotic treatment.

Evaluation of the results of microorganisms in the determined samples suggests that antibiotic
therapy affects the gut microbiome. Furthermore, it is also possible to speculate that modulation
of the gut microbiota could thus be effective in preventing metabolic syndrome (and DM II)
and other complications.

Keywords: diabetes mellitus type 2, gut microbiome, dysbiosis, metabolic syndrome, NGS
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1 Uvod

Stfevni mikrobiom je dilezitou soucasti naseho téla. Bakterie plni mnoho vyznamnych
funkci, pfi kterych mikrobiom muze pozitivné nebo negativné ovlivnit lidské zdravi, pres
metabolické funkce po ochranu proti patogenim. V posledni dob€ se stievni mikrobiom stal
predmétem mnoha védeckych vyzkumu. Diky témto vyzkumim byly nalezeny souvislosti mezi
mikrobiomem a riznymi druhy onemocnéni, pfes rizné chronické onemocnéni po diabetes.
Mikrobiota také zastava ddleZitou roli pii regulaci hmotnosti a obezité. Cim rozmanitdjsi
bakterialni slozeni, tim 1épe. Pro spravné bakterialni slozeni je potfeba se o mikrobiom starat.
Naruseni mikrobialni rovnovahy zptsobuje mnoho faktord — jednim z nich jsou antibiotika.

Antibiotika jsou ucinnym lékem 1 prevenci pro nespocet infekénich onemocnéni,
diabetu ¢i idiopatické stfevni zanéty. Bohuzel antibioticka terapie Casto puisobi nejen na cilené
patogeny, ale i na stfevni bakterie. Zpusobuje tak jejich ubytek nebo zménu poméru slozeni
v bakterialnich kmenech.

Tato diplomova prace se zabyva porovnanim bakterialniho profilu u skupiny pacientt,
kteti byli léCeni s diabetickymi viedy na nohou antibiotickou terapii. Tyto viedy jsou pomérné
Castou a zavaznou komplikaci pfi diabetu II typu. Vyznamné snizuji kvalitu zivota a mohou
vést a7 k amputaci dolni kon&etiny. Cast diplomové prace je také zaméfena na molekularni
metody, které jsou neméné dulezité, a diky kterym jsou vyzkumy o stfevnim mikrobiomu
umoznény.

Tato diplomova prace byla vypracovana ve spolupraci s Ustavem Zivo&isng fyziologie a
genetiky Akademie véd Ceské republiky.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bude porovnani profilu sttevniho mikrobiomu pacientt s diabetes
mellitus IL. typu a tzv. diabetickou nohou, ktefi jsou 1éCeni antibiotiky. Diplomova prace je
zaméfena na vznik dysbidzy stfevniho mikrobiomu v zavislosti na mnoha faktorech, jako je
strava, onemocnéni a prijem antibiotik. Prace se také zabyva slozenim stfevniho bakterialniho
profilu. V experimentalni Casti byla izolovana DNA ze vzorka stolice sledovanych pacienti a
bakterialni profil byl sledovan pomoci PCR-DGGE s naslednym sekvenovanim bakterialnich
gentl 16S rRNA a metodou NGS (sekvenovanim nové generace).

Hypotéza: Ovlivnéni stfevni mikrobioty u pacienti se syndromem diabetické nohy
léCenych vybranou antibiotickou terapii (betalaktamatova a cefalosporinova antibiotika).



3 Literarni reSerse

3.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je metabolicka porucha. Patofyziologie je z velké Ccasti
pfisuzovana inzulinové rezistenci s nadmémym piisunem mastnych kyselin. Cetnost tohoto
onemocnéni se nasledkem inzulinové rezistence a stoupajici prevalenci obezity zvysuje.
Inzulinova rezistence charakterizuje reakci tkani na inzulin, kterd je snizena a buiky nejsou
schopny rychle reagovat na inzulin. Metabolicky syndrom zvySuje pravdépodobnost
kardiovaskularnich onemocnéni, vCetné infarktu, mrtvice, diabetu II. typu a mnoha dalSich
civiliza¢nich onemocnéni (Grundy 2016).

Soubor metabolickych abnormalit syndromu zahrnuje gluk6ézovou intoleranci a
prediabetes, coz je zvySend hladina glukézy nala¢no. Dale inzulinovou rezistenci. A také
dyslipidémii, ktera je charakterizovana zvySenou hladinou triglyceridii v krvi a hypertenzi
(vysoky krevni tlak). Infekce, nadmérny pfisun potravy nebo stres zvySuje hladinu kortizolu v
krvi a ten snizuje mnozstvi glukozy vyuzitelnou pro buriky svalové a jaterni. Dusledkem toho
si buniky vytvareji inzulinovou rezistenci a hladina glukozy roste. Rezistence zvysuje hladinu
mastnych kyselin, které ptisobi na metabolismus cukrt, coz vede jesté k silnéjsi rezistenci na
inzulin. Nasledkem toho vznika metabolicky syndrom, ktery zapficifiuje vznik DM II. typu
(Eckel et al. 2005). Metabolicky syndrom ovliviiuje mnoho faktord. Mezi neovlivnitelné patii
pohlavi, vék, rasa nebo etnicky pavod. Z ovlivnitelnych faktort se jedna predevsim o Zivotni
styl a socioekonomicky status. Tyto faktory je mozné upravit zménou rezimu a naslednou
redukci hmotnosti. Omezeni zivo€iSnych tukd a jednoduchych sacharidi ve stravé a
dostate¢cného pfijmu vladkniny. Dale také zafazeni fyzické aktivity (Cornier et al.
2008). Farmakologicka 1écba by méla byt zvazena u pacientq, jejichz rizikové faktory nejsou
adekvatné redukovany preventivnimi opatfenimi a zménou zivotniho stylu. Klinicka l1écba je
velmi obtiznd, protoze neexistuje zadna uznavana metoda prevence nebo zlepSeni syndromu
jako komplexniho onemocnéni. Cilem terapie je snizit kratkodobé 1 celozivotni riziko (Kaur
2014).

3.2 Inzulin

Inzulin je endokrinni peptidovy hormon, ktery se vaze na receptory vazané na
plazmatickou membranu v cilovych buikach, aby zprostfedkoval integrovanou anabolickou
odpovéd na dostupnost zivin. Inzulin nebo inzulinu podobné peptidy byly identifikovany u
vSech zivocichu. Je produkovan B buitkami Langerhansovych ostrivku slinivky bfi$ni (Petersen
& Shulman 2018).

B buriky tvoii 60 % bun€k v pankreatickych ostravcich a jsou promiseny s o butikami, které
produkuji glukagon, & burikami produkujici somatostatin a builkami, které produkuji
pankreaticky polypeptid, se kterymi vzijemné¢ komunikuji a vzajemné se ovliviuyji
prostiednictvim hormont uvolfiovanych do krve. B buriky ovliviiuji bunécné produkty, jako je
ATP a zinek a ovlivilyji jejich neurotransmitery (DeFronzo et al. 2015).

Citlivost tkani na inzulin se 1i§i. Nejcitlivéjsi na inzulin je tkan tukova, oproti tomu nejmeéné je
citliva tkan svalova. Chronicka hyperglykémie diabetu je spojena s dlouhodobym poskozenim,
dysfunkci a naslednym postizenim riznych organti, zejména oci, ledvin, srdce a cévni soustavy
(Pociot & McDermott 2002).
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3.3 Typy diabetes mellitus (DM)

Jedna se pravdépodobné o jedno z nejstarSich onemocnéni, které bylo popsano jiz ve
starovékém Egypte. V roce 1936 doslo rozdéleni diabetu na typ 1. a I, pficemz typ II. byl
popsan pouze jako soucast metabolického syndromu (Olokoba et al. 2012).

Obecné diabetes pojima skupinu metabolickych onemocnéni, kterd jsou charakterizovana
hyperglykemii v disledku poruchy sekrece inzulinu, G¢inku inzulinu na organismus ¢i jsou
kombinaci obojiho (Tilburg et al. 2001)

3.3.1 Diabetes mellitus II. typu (DM II)

Diabetes mellitus II. typu je chronické metabolické onemocnéni, jehoz prevalence ve
svété neustale roste. Rozviji se nej¢astéji po 40 roce zivota. Tvori priblizn€ 90 % vsech piipadu
diabetu. Disledkem tohoto trendu se nemoc stala celosvétovou epidemii s rychlym nartistem
poctu pacientt. Tyka se prevazné pramyslove vyspélych zemi. Citlivost na inzulin je ovlivnéna
mnoha faktory jako je etnicky pivod, genetické faktory, zivotni prostiedi, vek, styl zivota a
predevsim strava. Dalsi determinant, ktery ovliviiuje DM II je socioekonomicka pozice. Do této
kategorie spada napfiklad dostupnost zdravotnich sluzeb, nedostatek informaci o tomto
onemocnéni nebo nedostateCna edukace ohledné zdravych potravin a cvi¢eni (Agardh et al
2011).

Pacienti s DM 1II nejsou zcela zavisli na exogennim podavani inzulinu. DM II. oproti
DM 1 (diabetes mellitus I. typu) neni obvykle zpusoben autoimunitni destrukci bunek
pankreatu, ale vyznacuje se cCetnymi defekty v zavislosti na inzulinovou resistenci.
Hyperglykémii zptisobuje selhani  bunek a zvyseni potieby téla na poptavani inzulinu (Tilburg
et al. 2001). Nejvice inzulin pisobi na hladinu krevniho cukru, kdy se molekuly krevniho cukru
pomoci inzulinu dostavaji do jaternich, svalovych a tukovych bunék, kde jsou dale
metabolizovany. Bez pfitomnosti inzulinu se molekuly k témto burikam dostavaji velmi
obtizné. Velké mnozstvi pacientt trpi obezitou (Malecki 2005).

Utinna prevence DM 1I je eliminace obezity a sniZeni télesné hmotnosti. Intervence
slouzici k prevenci diabetu se zaméfuji predevSim na udrzeni zdravé télesné hmotnosti
kombinaci dietnich opatfeni a zafazeni fyzické aktivity. Zvlasté u skupin, které uz gluk6zovou
intoleranci trpi, se jedna o vysoce rizikovou skupinu. Dietni doporuceni kladou duraz predevsim
na snizeni stravy s vysokym obsahem tuku a zvySenou konzumaci zeleniny s omezenim kalorii,
a to hlavné u skupiny trpicich nadvahou a obezitou. Dale zatfazeni fyzické aktivity na 30-40
minut. Intenzita a Cetnost fyzické aktivity se 1isi podle individudlnich moznosti a potieb
pacienta (Alberti et al. 2007).

3.3.2 Diabetes mellitus I. typu (DM I)

Diabetes mellitus I. typu se fadi mezi autoimunitni onemocnéni. Je charakterizovan
zvySenou hladinou glukézy v krvi, ktera je zpusobena nedostatkem inzulinu v krvi nasledkem
destrukce B bunék Langerhansovych pankreatickych ostruvki, které byly timto zanétem,
inzulitidou, postizeny. NejCastéji se jedna o diabetes u déti a mladistvych (Katsarou et al. 2017).
Tvoti priblizné 10 % piipadi diabetu. Nasledkem destrukce bunék a vyCerpani inzulinu,
dochazi u pacientii k zjevné hyperglykemii, naslednou nadprodukci glukozy jatry pomoci
glykogenolyzy a glukoneogeneze a snizenou schopnosti bunééného vychytavani a odbouravani
perifernimi tkdnémi, jako jsou svaly ¢i tukova tkan (Eiselein et al. 2004).

Ackoli jsou pacienti stimto typem diabetu obézni jen ziidka, pfitomnost obezity neni
neslucitelnd s touto diagnézou. Tito pacienti maji vyS§i tendenci k dalS§im
autoimunitnim onemocnénim, jako je Gravesonova choroba, Addisonova choroba, vitiligo,
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autoimunitni hepatitida & percindzni anémie (Atkinson et al. 2014). Cast&jsi komplikace se
vyskytuji v souvislosti s mikrovaskularnimi a makrovaskularnimi zménami. U pacientt dochazi
k zvySenému vyskytu ischemické choroby srdecni, onemocnéni mozkovych cév, onemocnéni
perifernich cév s gangrénou dolnich koncetin, chronické onemocnéni ledvin a onemocnéni o¢i.
Tyto komplikace snizuji zivotnost pacienta az o 25 % (Eiselein et al. 2004).

3.3.3 Ostatni typy DM

3.3.3.1 Gestacni diabetes

Velmi Castym typem je gestacni diabetes, ktery je diagnostikovan u zen béhem té€hotenstvi.
Je diagnostikovan prechodnym zvySenim inzulinové rezistence béhem gravidity. Ten bud’ po
téhotenstvi vymizi, nebo pokracuje i nadale a v tomto pfipad€ se z n€j vyvine ve vétsiné pripada
DM II. typu (Buchanan et al. 2007).

3.3.3.2 LADA

Dalsim typem diabetu je diabetes LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults), nefadi
se do specifického typu DM, prestoze se velmi neli§i od DM 1. Jedna se o dusledek inzulitidy,
ktera je vyvolana autoimunitneé. Oproti DM I dochazi vSak k pomalej§imu rozpadu a destrukci
B-bun€k a nasledné mirngjsi a pomalejsi manifestaci onemocnéni. Pfestoze tento typ postihuje
prevazné dospé€l€ jedince, neni vyjimkou jeho manifestace i u mladych pacientd (Brophy et al.
2011).

3.3.3.3 MODY

Velmi vzacné se vyskytuje diabetes MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young).
Predstavuje oznaCeni pro soubor onemocnéni diabetem dédi¢nou formou, ktera byla zptisobena
mutaci  bun€k, které se podileji na  diferenciaci, vyvoji a  funkci
B-bunék. VétsSina téchto pacientd neni spravné diagnostikovanych a jsou chybné vedeni
s diagnézou diabetu 1. nebo IL. typu (Thanabalasingham & Owen 2011).

3.4 Komplikace DM

Komplikace onemocnéni od prediabetu po pozdni komplikace nejsou u vSech pacientt
stejné a jsou individualni. Rozd€luji se na chronické a akutni, pficemz komplikace akutni je
nutné fesit ihned odstranénim pficin, zatimco ty chronické se vyviji z postupné z dlouhodobého
hlediska (Tripathi & Srivastava 2010).
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3.4.1 Akutni komplikace

U jedinct s diabetem se mohou objevit riizné akutni komplikace, které vznikaji nahle a
které pfinaseji kratkodobé, avSak zavazné riziko, které ovliviiuje morbiditu a mortalitu.
Tyto potize zaziva kazdy diabetik pomérné Casto, neni mozné se jim zcela Uplné vyhnout.
Akutnim komplikacim Ize v§ak prevazné prfedchéazet a umét je v ptipadé€ vyskytu rychle vytesit
(Pinhas-Hamiel & Zeitler 2007).

3.4.1.1 Hypoglykémie

Mezi akutni komplikace se fadi hypoglykémie. Jedna se o nizkou hladinu glukézy v krvi
pod hodnoty hladiny glukézy v krvi u zdravého jedince 3,3 mmol/l. Hypoglykémie je
vysledkem bud’ exogenniho nebo endogenniho nadbytku inzulinu. Dochazi prvotné ke slabosti,
zavratim, snizené vykonnosti, pocitu hladu, studeny pot a muze dojit az k bezvédomi a dal§im
zavaznym porucham mozkové ¢innosti, ktera se odviji od pfijmu cukrt. Pfi¢ina hypoglykémie
je predavkovani inzulinem ¢i poziti 1ékd na lacno, vynechavani jidla nebo velka télesna namaha
(Cryer et al. 2003). Jedna se o patologicky pokles glykémie v krvi, které doprovazi dalsi
biochemické pochody a vyluCovani antiregulacnich hormont. Hladina inzulinu neklesa
spolecné s klesajici hladinou glukozy a kombinace nedostateCnych glukagonovych a
epinefrinovych  reakci  zpusobuje defektni glukézovou kontraregulaci.  Snizené
sympatoadrenalni reakce zptisobuji neuvédomovani si hypoglykémie. Posunem glykemickych
prahtl pro sympatoadrenalni systém (vCetn€ epinefrinu) a vyslednymi neurogennimi reakcemi
na niz§i koncentrace glukozy v plazmé, vede predchozi hypoglykémie k zacarovanému kruhu
opakujicich se hypoglykémii a k dalSimu zhorSeni glukozové kontraregulace (Cryer et al. 2003).

3.4.1.2 Diabeticka ketoacidoza a hypersmolarni hyperglygemicky stav

Dal§imi zivot ohrozujicimi komplikacemi jsou diabeticka ketoacidéza a hyperosmolarni
hyperglykemicky stav (HHS). Ketoacidoza vznika pfi¢inou kombinace nedostatku inzulinu a
zvySené tvorbé kontraregulacnich hormond. Dochazi pfi ni k vzestupu hladiny ketolatek,
deficitu vody a mineralt a hyperglykemii. Vyskytuje se vice u DM I, zatimco HHS je vice
Casty pro DM II. Zakladni charakteristikou HHS je tézka dehydratace, hyperglykémie a Casté
poruchy védomi. Vyskytuje se v souvislosti s pfi¢inami kardiovaskularnich onemocnéni,
infekci a nahlé cévni mozkové piihody (Tripathi & Srivastava 2010).

3.4.1.3 Hyperglykémie

Hyperglykémie je zvySeni glykémie prilivem glukozy pievySujiciho odtok glukozy z
kompartmentu plazmy nad hladinu u zdravého clovéka 7,9 mmol/l. Ve stavu nalacno
hyperglykémie pfimo souvisi se zvySenou produkei glukozy v jatrech. V postprandialnim stavu
jsou dal§i vykyvy glukézy vysledkem kombinace nedostatecné suprese tohoto vydeje glukozy
a defektni inzulinové stimulace likvidace glukozy v cilovych tkéanich, zejména kosternim
svalstvu. Je provazana s dehydrataci, vznikem renalni insuficience rizného stupné a poruchou
védomi (Inzucchi et al., 2012).
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3.4.1.4 Laktacidotické koma

Mezi dalsi akutni komplikace se fadi laktacidotické koma, které je vysledkem hromadéni
laktatu v télesnych tekutinach v organismu a je ¢asto spojen se Spatnymi klinickymi vysledky.
Ucinek laktatové acidozy se fidi jeji zavaznosti a klinickym stavem pacienta.

Objevuyje se ve spojitosti s pozivanim alkoholu nebo s nedostatecnou funkci srdce, plic ¢i jater.
Je doprovazeno piiznaky jako je Ginava, letargie a hypotenze. Mize vést az k umrti (Kraut et al.
2014) .

3.4.2 Chronické komplikace

Chronické komplikace mohou vznikat po dobu nékolika let. Rozd€luji se na
makrovaskularni, které se vSak vyskytujiiu zdravé populace a diabetes u nich tedy slouzi pouze
jako katalyzator, a mikrovaskularni, které jsou pro diabetes vice specifické (Bailes 2002) .

3.4.2.1 Nefropatie

Mezi chronické komplikace patii nefropatie. Je hlavni pfi¢inou chronického onemocnéni
ledvin u pacientd zahajujicich renalni substituni terapii a je spojena se zvySenou
kardiovaskularni mortalitou. Hlavnimi faktory diabetické nefropatie je trvale zvySena
hyperglykémie a hypertenze. DalSimi z faktort, které tyto onemocnéni zptisobuji jsou koufeni,
dyslipidemie a dietni faktory jako je strava velmi bohata na bilkoviny a tuky (Gross et al. 2005).

3.4.2.2. Diabeticka retinopatie

Diabetickd retinopatie je nejCastéjsi mikrovaskularni komplikaci diabetu. Pomoci
mikrovaskularnich zmén dochazi ke specifickym morfologickym projevim na kapilarach
fecCisté o¢niho pozadi. Jedna se o patologické zmeény sitnice a jejich cév. Dusledkem tohoto
onemocnéni je snizeni zrakové ostrosti a v nejzazsim piipadé dochazi i ke slepoté. Mezi
dulezité faktory diabetické retinopatie patii koufeni, hypertenze, hyperglykémie a v neposledni
radé genetické predispozice ¢i délka trvajiciho onemocnéni (Stitt et al. 2016).

3.4.2.3 Diabeticka neuropatie

Diabetickd neuropatie je charakterizovana difuznim nebo fokalnim poskozenim
perifernich somatickych nebo autonomnich nervovych vlaken. Pficinou je dlouhodoba
hyperglykémie, kterd ma za nasledek poskozeni membranového potencialu a nasledné axonalni
degenerace. Protoze postihuje rizné Casti nervového systému, ma za nasledek rizné klinické
projevy. Syndrom lze rozdélit do dvou obecnych kategorii: difuzni a fokalni neuropatie. Difuzni
neuropatie, tj. distalni symetricka senzomotoricka polyneuropatie (DPN) a diabeticka
autonomni neuropatie (DAN) jsou bézné, obvykle chronické a Casto progresivni. Fokalni
neuropatie je méné Casta. Jedna se o omezujici bolestivé onemocnéni, které postihuje nervovou
soustavu (Edwards et al. 2008)
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3.4.2.4 Diabeticka noha

Jedna se o diabetické viedy na nohou, pfiCemz postizeni se vyskytuje distalné od
kotniku smérem k prstim. Jedna se o Casté komplikace a odhaduje se, ze béhem zivota
postihnou az 15 % vSech diabetiki. V soucasné dobé se pripousti ze 15-20 % pacient s
takovymi viedy na nohou konci s amputaci. Toto onemocnéni dolni koncetiny je zpiisobeno
senzorickou neuropatii nasledovanou onemocnénim perifernich cév, angiopatii a dale
koutfenim. U pacientl s diabetem je Casto pfitomna omezena kloubni pohyblivost prvniho
metatarzofalangealniho kloubu (hallux limitus), ktera muaze byt zplisobena ztlu§ténim
Achillovy Slachy a plantarni fascie. Toto ztlusténi plantarni fascie a Achillovy Slachy vede k
tuz§imu typu nohy a mozné nestabilit€ chiize. Dochazi ke svalovému oslabeni a vzniku
deformace chodidel a kladivkovych prstd (Song & Chambers 2022). Vysledkem mohou byt
tézké infekce a nasledné bércové viedy.
K vysoké prevalenci tohoto onemocnéni pfispivaji urcité faktory, jako je chize naboso,
nedostateCna informovanost o onemocnéni, nizky socioekonomicky status, pozdni navstéva
1ékate, neznalost prevence péce vzniku diabetické nohy a vira v alternativni systémy mediciny
(Pendsey 2010). Diagnostika viedd zaCina posouzenim a naslednou klasifikaci viedi.
Wagnertv systém klasifikuje viedy podle stupné 1éze — 1éze blizko k 0 miize byt neoteviena,
s malou deformitou nebo celulitis. Vied klasifikovan do stupné 1 je povrchovy (Castecné nebo
uplng). Do stupné 2 patfi rozSifeni viedu do vazu, Slachy, kloubniho pouzdra nebo hluboké
fascie bez znamky osteomyelitidy nebo abscesu. Do stupné 3 patii hluboké viedy s abscesem,
osteomyelitidou nebo kloubni sepsi. Ctvrty stupeii zna¢i gangrénu lokalizovanou v piedni &asti
chodidla nebo paty a posledni klasifikace v 5 stupni charakterizuje rozsahlé gangrenozni
postizeni celé nohy (viz obrazek 1). Systém klasifikace diabetickych ran University of Texas
hodnoti, na rozdil od Wagnerova systému klasifikace hloubku viedu, pfitomnost infekce v rané
a pritomnost klinickych pfiznaka dolnich koncetin. Tento systém vyuziva kombinaci hodnoceni
pomoci 4 stupnia klasifikace viedd podle hloubky 0-3 a podle infekce v rané A-D (Frykberg et
al. 2022).
Vsichni pacienti s diabetem by méli dostat edukaci o spravné péci prevence vzniku diabetické
nohy. Prevence komplikaci diabetické nohy zahrnuje identifikaci rizikového pacienta,
kazdodenni vySetfeni a kontrolu pacientem, edukaci pacienta/rodiny/poskytovatele zdravotni
péce, vhodnou obuv, spravnou a v¢asnou 1éCbu preulcerdznich 1ézi. Pacienti s vy§sim rizikem
by méli byt doporuceni k 1écbé a sledovani podiatrie (Song & Chambers 2022).
Lécba diabetické nohy spociva v dobré kompenzaci diabetu, odleh¢ovani nohou, vhodné obuvi,
Noseni Cistych ponozek, ¢isténi ran a dobra hygiena, vhodné s 1écbou v kombinaci s antibiotiky.
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Obrdzek 1 Klasifikace ulcerdznich viedd (Cerpano z internetového webu https://www.pacecvi.com/blog/diabetic-foot-sore)

3.4.3.1 Charcotova osteoartropatie

Akutni Charcotova noha je vzacny, invalidizujici stav, ktery maze zpusobit rozsahlou
destrukci kostniho a kloubniho aparatu se ztratou funkce. DM je v soucasnosti nejcasté)si
pfi¢inou tohoto onemocnéni typicky postihujici dolni konletiny v dusledku ztraty jejich
ochrannych vjemu. Vc¢asné rozpoznani akutni Charcotovy nohy u diabetikil je diagnostickou
vyzvou, protoze klinické podezieni i u vysoce rizikovych pacientt je Casto nizké a nasledky
opomenuti diagnézy mohou byt zniCujici. Je zptisobena neuropatii, ktera narusi citlivost nohy
a zpusobuje pretézovani kloubti v kombinaci se zménami krevniho zasobeni do kosti. Dochazi
k otokiim nohy, ktera je na dotek teplejsi a ubytku kostni tkan€ (Younis et al. 2018).

3.5 Lécba DM

Lécba diabetu se zavisi na diagnoze pacienta. Zatimco pacienti s DM I jsou léCeni
exogennim inzulinem, pacienti s ur¢enou diagn6zou DM II jsou pocatecné léCeni peroralni
farmakoterapii. Lécba se sklada z antihyperglykemickych latek jako je metformin a podle
potfeby jsou pridavany dalsi latky jako sulfonylmocovina, thiazolindion, inzulin a
antagonistické peptidy podobné glukagonu (Asche et al. 2011).
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3.5.1 Lécba diabetické nohy

Lécba diabetické nohy spociva v dobré kompenzaci diabetu, odlehCovani nohou,
vhodna obuv, ¢isté ponozky, Cisténi rany a dobra hygiena v kombinaci s antibiotiky. Posledni
feSeni tohoto onemocnéni je amputace koncetiny (Lim et al. 2017).

Jednou z modernich metod pfi 1écbé diabetické nohy je larvalni terapie. Zaklada se na
principu, ktery spocivd v odstranéni devitalizované tkané. Pouziva se v piipadech, kdy se
nenachazi vétsi riziko poruseni tkdné nebo pokud neni vhodny chirurgicky zakrok, naptiklad
z divodu rozsahlych nekroz. Pouzivaji se larvy specialniho druhu Bzucivky zelené (Lucilia
sericata). Tato terapie se osvédcCila velmi kladné, nebot miize vyznamné urychlit hojeni a
Cisténi rany a tim snizit pravdépodobnost amputace koncetiny (Dumville et al. 2009).

Dalsi z modernich metod 1é¢by nasledkt diabetické nohy je aplikace fizeného podtlaku

(V.A.C.). Prestoze pouziti odsavani rany je znamé jiz od konce 50. let, teprve v roce 1993
zavedl Fleischmann vakuové tésnéni pro poskozeni meékkych tkani u otevienych zlomenin. V
roce 1995 predstavila spoleCnost Kinetic Concepts komeréni systém V.A.C pro podporu
vakuového té€snéni. Metoda podporuje Cisténi a hojeni ran razného typu. Funguje na zakladé
specialni pumpy, ktera zajistuje vyvinuti podtlaku, ktery je zaveden pfimo do rany a nasledné
odstranéni tekutiny z rany pry¢ (Vuerstaek et al. 2006).
Dalsim typem lécby je fixace. Jako fixace se vyuziva chirurgické odlehceni na vnitini nebo
vnéjsi zpusob. Vnitini zpisob fixace spociva ve specialnim chirurgickém zakroku. Vyuziva se
operace kloubnich pouzder, prodluzovani Achillovy §lachy, osteotomie a rizné druhy resekce
(Jirkovska et al. 2016). Jako vnéjsi zpusob se vyuziva kontaktni fixace v podobé sadry. Pacient
vSak nesmi mit zadnou rozsahlou infekci. Dale se pouzivaji snimatelné ortézy, které jsou
vyhodné pfedevsim v tom, ze je lze sundat a vymeénovat obvazy. Jak bylo zminéno vyse, je
dulezita vhodna obuv. Pacienti s diabetickymi viedy maji Casto zhorSenou chiizi a koordinaci,
z tohoto davodu je vhodné pouzit jako oporu berle (Pupp & Wilusz 2004).
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3.6 Strevni mikrobiom

Vztah a provazanost mezi stfevnim mikrobiomem a lidskym zdravim je stale vice
uznavana jako velmi blizka. Ve véku 3 let se zacina détsky mikrobiom podobat mikrobiomu
dospélého c¢loveka. Existuji Casové a prostorové variace v mikrobialni distribuci od jicnu po
konec¢nik po celou dobu zivota jedince (Jandhyala et al. 2017). Lidsky mikrobiom se sklada
z mnoha bakterii, virG a eukaryotnich mikrobt, které sidli uvnitf t€la i na ném. Tito mikrobi
maji obrovsky potencial ovliviiovat lidskou fyziologii jak ve zdravi, tak i v nemoci. Ptispivaji
k metabolickym funkcim, chrani pfed patogeny, modeluji imunitni systém a prostfednictvim
téchto zakladnich funkci pfimo ¢i nepfimo ovliviiuji vétSinu fyziologickych funkei ¢lovéka
(Shreiner et al. 2015). Podili se na produkci a syntéze vitamind, enzymu a dalSich sloucenin,
které reguluji nas imunitni systém (Zhernakova et al. 2016). Z imunologického hlediska je
vétSina mikroorganismu vnimano jako vlastni patogeny imunitniho systému hostitele, ktery je
rozpoznava a eliminuje. VétSina stfevnich bakterii je vSak nepatogenni a kohabitovana s
enterocyty v symbiotickém vztahu. Stfevni komenzalové napomahaji predevsim metabolismu
zivin, metabolismu 1éciv, prevenci kolonizace patogennich mikroorganisma a funkci stfevni
bariéry. Imunitni systém se zaroveri vyvinul tak, aby zil v kolaborativnim vztahu se zdravou
mikrobiotou a zaroven slouzil své funkci v boji proti invazivnim patogennim mikroorganismum
(Jandhyala et al. 2017).

Kazdy zdravy dospély mikrobiom obvykle obsahuje vice nez 1000 druhti bakterii, které
patii k relativné malému poctu znamych bakterialnich kmend, pficemz dominantni kmeny jsou
Bacteroidetes a Firmicutes. Sttevni mikrobiom je zna¢né riznorody ve srovnani s jinymi misty
téla a mezi zdravymi jedinci ve slozkach stfevni mikrobioty existuji zna¢né rozdily (Shreiner
et. al 2015). Tyto rozdily jsou ovlivnény mnoha faktory vcetné€ zptsobu porodu a kojeni,
uzivanymi léky (pfedev§im antibiotika), stafim organismu, pohlavi nebo prostfedim, ve kterém
zije (Cresci & Bawden 2015). Hlavnim problémem pouzivani antibiotik je dlouhodoba zména
normalniho zdravého stfevniho mikrobiomu a horizontalni pfenos gent rezistence, ktery by
mohl vést k rezervoaru organismu s genofondem rezistence vici vice 1é¢ivam (Jandhyala et al.
2017). Faktor, ktery mikrobiotu nejvice ovliviiyje je vSak strava. Pozitivni zmény mikrobioty
byly zaznamenany ve spojitosti s konzumaci stravy s dostatkem vlakniny, jako je zelenina a
ovoce. Strava, ktera je pestra a komplexni zpisobuje vyssi diverzifikaci mikrobioty (Cresci &
Bawden 2015).

Dnes je pro studium stfevniho mikrobiomu tfeba odebrat vzorky stolice od jednotlivca
a izolovat DNA ze stolice. Dfive pomoci technik zalozenych na kultivaci byli védci schopni
izolovat pouze 10 % az 25 % strevnich bakterii. Izolace, identifikace a pocitani velké vétSiny
gastrointestinalnich mikroorganismi pomoci konvencnich technik zalozenych na kultivaci je
obtizny ukol. Pozdé&ji, se zlepSenim anaerobnich kultivacnich technik, byly identifikovany
dominantni rody jako Bacteroidetes, Clostridium, Bifidobacterium etc. Hlavni nevyhodou pfi
pouziti téchto technik je obtiznost studia kultivacnich charakteristik riznych kolonii na Petriho
misce a také Casova naroc¢nost (Jandhyala et al. 2015). Pomoci kultiva¢nich metod byl celkovy
pocet stievnich mikroorganismii stanoven na 10%* - 105, coZ je pfiblizn& 10x-100x vice nezli
celkovy pocet eukaryotickych bunék v téle s 400-500 druhy bakterii. Pozdéji pomoci metod
molekularni genetiky, které byly vice presné, byly bakterie presnéji identifikovany (Foster &
McVey Neufeld 2013).
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3.6.1 Mikrobiom ve zdravi

Stievni mikrobiota se 1isi podle anatomickych oblasti stfeva, které se ruzni z hlediska
fyziologie, pH a obsahu 02, rychlosti toku traveniny (postupuje nejrychleji od ust az do slepého
stteva, pozd¢€ji postupuje pomaleji). Tenké stfevo poskytuje pro mikrobialni kolonizatory
narocngjsi prostredi vzhledem k pomérne kratké dobé prichodu (3-5 h) a vysokym
koncentracim zlu¢i. Tlusté stievo, které se vyznaCuje pomalymi pritoky a neutralnim az mirné
kyselym pH, obsahuje nejvétsi mikrobialni komunitu (dominuji obligatni anaerobni bakterie).
Postupné pribyva striktné anaerobnich bakterii a ubyva fakultativné aerobnich (Rinninella et al.
2019). Bakterialni slozeni se méni postupné s v€kem. Narozeni je hlavnim urcujicim faktorem
kolonizace pifi vyvoji mikrobiomu. Predasné narozené deti vykazuji nizkou diverzitu se
zvySenou kolonizaci potencialné patogennich bakterii. Také rozdily pfichodu ditéte na svét
velmi ovliviiyji jeho mikrobiotu. Vaginalni porod pfispiva k vyssi diverzifikaci bakterii a tim
podporuje lepsi imunitu. Rinniella et. al 2019 ve svém vyzkumu uvadi, ze jedinci, kteti byli
kojeni, maji stfevni mikrobiotu s vy$si diverzitou a rozmanitosti Bifidobacterium spp. a s nizSim
poctem Clostridium difficile a Escherichia coli nez kojenci krmeni umélou vyzivou. Stfevni
mikrobiota hraje zasadni roli pfi traveni potravy diky pfitomnosti gent, které koduji travici
enzymy, které nejsou piitomny v lidskych burikach, ale jsou spojeny s metabolismem a
fermentaci nékolika potravinovych sloucenin, které predstavuji nutricni vyhody pro hostitele.
Nejhojnéj§imi metabolickymi produkty stfevni mikrobioty jsou mastné kyseliny s kratkym
retézcem (SCFA), zejména acetat, propionat a butyrat, které vznikaji anaerobni fermentaci
nestravenych sacharidi (Stojanov et al. 2020). Diverzita mikrobioty se s vékem zvySuje, dokud
se nestane stabilnim slozenim dospélé mikrobioty. U starSich lidi nad 70 let dochazi opét
v ubytku diverzity stfevnich bakterii, coz mize byt zptisobeno zménami traveni, vstiebavani
Zivin a oslabenim imunity. Zménu diverzity bakterii také mizou ovliviiovat stravovaci navyky
seniord (Rinninella et al. 2019).

3.6.2 Mikrobiom v nemoci

Souvislosti mezi ur€itymi onemocnénimi a slozenim stfevniho mikrobiomu byly prokéazany
v mnoha nedavnych publikacich. Stejné tak jako role stfevniho mikrobiomu pii ovliviiovani
organd, sliznic a imunitnich funkci. Rozdily ve sloZeni a funkci stfevniho mikrobiomu jsou
spojovany s mnoha chronickymi onemocnénimi od gastrointestinalnich zanétlivych a
metabolickych onemocnéni az po neurologicka, kardiovaskularni a respiracni onemocnéni
(Fan & Pedersen 2021). Roli stfevniho mikrobiomu u riiznych chorobnych stavii odhalily
souvislosti se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi, nespecifickymi stfevnimi zanéty (IBD),
zanétlivymi koznimi onemocnénimi, jako je lupénka, autoimunitni artritida, diabetes typu 2,
obezita a ateroskleroza. Napfiklad pacienti s IBD maji tendenci mit mensi bakterialni diverzitu
a také niz§i poCet Bacteroides a Firmicutes — coz muze spolecné pfispivat ke snizenym
koncentracim butyratu pochazejiciho z mikroorganismt. Bylo prokazano ze butyrat a dalsi
SCFA maji pfimy protizanétlivy ucinek ve stieveé (Singh et al. 2017).
Mezi nejCastéjs§i nemoci, které jsou spojované se stievnim mikrobiomem patii naptiklad
syndrom drazdivého tra¢niku (IBS) a kolorektalni karcinom. Kompozi¢ni a proporéni rozdily
v mikrobiomu vyznamné pfispivaji krozvoji téchto onemocnéni prostfednictvim
imunomodulacniho ucinku bakterii. Onemocnéni bylo charakterizovano zvySenym poctem
bakterii kmene Firmicutes, konkrétné Rumminococcus, Clostridium a Dorea. Navic doslo k
vyraznému snizeni prospéSnych mikrobi, jako jsou Bifidobacterium a Faecalibacterium.
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Systematické prehledy navic prokazaly potencialné Skodlivou mikrobiotou u pacient s IBS,
véetné kmene Proteobacteria, Celedi Enterobacteriaceae (kmen Proteobacteria), Celedi
Lactobacillaceae a rodu Bacteroides (kmen Bacteroidetes). Celed Enterobacteriaceae
obsahuje nékolik patogennich bakterii; naptiklad Escherichia, Shigella, Campylobacter a
Salmonella. Vedlej§i produkty téchto potencidlné Skodlivych bakterii byly spojovany s
nékterymi klasickymi pfiznaky IBS, v€etné bolesti bficha, nadymani a prijmu (Vijay & Valdes
2022).

3.6.2.1 Dysbioza stfevniho mikrobiomu

Dysbioza zahruje ztratu uziteéného mikrobidlniho vstupu nebo signilu a expanzi
patogennich bakterii (patobiontil). Pfedpoklada se, ze dysbidza spousti prozanétlivé ucinky a
imunitni dysregulaci spojenou s riznymi chorobnymi stavy, vcetné¢ nealkoholické
steatohepatitidy. Méni se v zavislosti na stravé, podavani 1éka ¢i napiiklad stresu. Jednim
z typickych projevi je prijem, zacpa nebo nadymani (Martinez et al. 2021).

3.6.2.2 Mikrobiom a DM 11

Zmény stfevniho mikrobiomu jsou patrné i u dospélych jedincti s DM II oproti zdravym
jedincim. Neni vSak jasné, zda tyto zmény predstavuji pii¢inu nebo nasledek, a proto vyzaduji
dalsi vyzkum. Mezi bé€zn€ uvadénymi nalezy, které byly negativné asociovany s DM II, patfi
rody Bifidobacterium, Bacteroides, Faecalibacterium, Akkermansia a Roseburia. Zatimco rody
Ruminococcus, Fusobacterium a Blautia byly pozitivné asociovany stimto onemocnénim.
Také byl prokazan stfedni stupeni stfevni dysbiozy. Celkové byl DM II spojen se snizenym
mnozstvim bakterii produkujicich butyrat a SCFA (Fan & Pedersen 2021).

3.6.2.3 Mikrobiom a obezita

Obezita je charakterizovana nadbytkem télesného tuku a je obvykle diagnostikovana
podle indexu t&lesné hmotnosti (BMI) vy3§im nez 30 kg/m? . K uréeni presnéjsich hodnot je
ale potieba zohlednit i dalsi faktory jako je procento télesného tuku a pohlavi (Phillips 2013).
Studie ukazuji, ze v priméru je vetsi procento obéznich zen ve véku mezi 40-60 lety (Bray et
al. 2012). Obezita v détstvi je dulezitym prekurzorem obezity v dospélosti. Vzorce stravy a
cvieni vyvinuté v détstvi je velmi obtizné menit. Etiologie obezity je multifaktorialni a obvykle
se jedna o interakci genetické predispozice, prostfedi a jejich vliv na metabolismus, napf.
pomaly metabolismus (McClean et al. 2008).

Mezi dalsi dulezité faktory patii nizka fyzicka aktivita, vysoky piijem energeticky bohatych
potravin ¢i socioekonomické podminky (Vaidya 2006). Prevalence obezity se po celém svéte
rapidné zvysila. Obezita je rizikova z divodu zvySeni vyskytu mnoha dal§ich onemocnéni, jako
je ateroskleroza, nealkoholické ztu¢néni jater a nékteré druhy rakoviny. Dale podporuje
inzulinovou rezistenci a je spojena se zvySenym rizikem rozvoje komorbidit vcetné
metabolického syndromu, DM II a kardiovaskularnich onemocnéni. VSechny tyto faktory
pfispivaji k pfedCasnému umrti a snizeni kvality zivota lety (Bray et al. 2012) Stfevni
mikrobiom muze také ovlivnit chut k jidlu a sytost prostiednictvim aktivace nervus vagus nebo
imunitnich neuroendokrinnich mechanisma. Stfevni mikrobiota také podporuje metabolismus
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ZluCovych kyselin a modifikuje homeostazu jaternich triglycerida a glukozy prostrednictvim
farnesoidniho X receptoru (Stojanov et al. 2020).

Nové vyzkumy se zaméruji na spojitost pfijmu stravy v zavislosti na psychickém stavu pfi
depresi a stresu. Nékteré studie naznacuji, Ze neékolik oblasti v mozku spojené s hypotalamem
se podileji na védomé kontrole jidla a zavadéji kognitivni a emocionalni procesy, které
podnécuji spojeni potravin s potéSenim a ,,za odmeénu“ (Methiwala et al. 2021). Reakce na stres
a zvySena produkce kortizolu muze souviset s rozvojem a pretrvavanim obezity u dospélého
jedince. Nedavné pokusy na zvifatech ukazaly, ze kortikosteroidy indukuji sekreci leptinu a
nadbytkem glukokortikoid je navozen stav leptinové rezistence. ZvySeny kortizol, zejména se
sekundarni inhibici rdstového hormonu a pohlavnimi steroidy, zpusobuje hromadéni tuku ve
visceralnich tukovych tkanich (centralni obezita) a také metabolické poruchy (metabolicky
syndrom). Ve spojitosti s depresi a hyperkortizolemickym stavem hrozi zvySené riziko DM 1L
(Methiwala et al. 2021). Modulace stfevni mikrobioty pomoci riznych diet, suplementace
probiotiky a vlakninou je slibnym piistupem k 1é¢bée a prevenci obezity (Stojanov et al. 2020).
Jednim z nejcitovangjsich faktord souvisejicich s mikrobiomem, ktery odliSuje obézni a jedince
s normalnim BMI, je posun v podilu mikrobioty pattici k Firmicutes a Bacteroidetes, které
dohromady zastupuji vétSinu mikrobioty ve stfevech u dospélého jedince. A to zvySenim podilu
bakterii rodu Firmicutes u obéznich jedinci (John & Mullin 2016). Studie na kmenech
Firmicutes a Bacteroidetes spojenych s obezitou odhalila souvislosti mezi obezitou a
nasledujicimi bakteriemi Firmicutes: Blautia hydrogenotrophica, Coprococcus catus,
Eubacterium ventriosum, Ruminococcus bromii a Ruminococcus obeum. Naopak nejCastéjSimi
bakteriemi u $tihlych jedinct byly Bacteroides faecichinchillae a Bacteroides thetaiotaomicron
(rod Bacteroidetes) a Blautia wexlerae, Clostridium bolteae a Flavonifractor plautii. Tyto
rozdily byly vysvétleny schopnosti urcitych bakterii, zeyména z kmene Firmicutes, produkovat
vice enzymu, které jsou zodpoveédné za degradaci sacharidi a jejich fermentaci. Kmen
Firmicutes R. bromii je spojovan s obezitou a vyuziva a odbourava rezistentni Skrob 1épe nez
Eubacterium rectale, B. thetaiotaomicron a Bifidobacterium adolescentis (Stojanov et al.
2020).

3.6.3 Bakterialni slozeni strevniho mikrobiomu

Stftevni mikrobiom je komplexni spoleCenstvi mikroorganismui, které se nachazi
v gastrointestinalnim traktu a které si vytvorily uzky symbioticky vztah se svym lidskym
hostitelem. Lidsky stfevni mikrobiom se obvykle sklad4a ze dvou dominantnich bakterialnich
kment — Firmicutes a Bacteroidetes, které predstavuji vice nez 90 % z celkové komunity a
dal§imi subdominantnimi kmeny jako jsou Proteobacteria, Actinobacteria a Verrucomicrobia.
Toto mikrobialni slozeni zustava prevazné nedotCené a rychle se snazi vratit do pavodniho
slozeni. Neustale je vSak vystavovan zatézi spojené s modernim zivotnim stylem jako jsou
antibiotika, chlorované latky, pesticidy, potravinarské pridatné latky, polutanty, tézké kovy a
mykotoxiny (Magne et al. 2020).

3.6.3.1 Kmen Bacteroidetes

Jedna se o anaerobni, nesporulujici gramnegativni ty¢inky, pro které je charakteristicka
odolnost vici zlucovym kyselinam (Wexler 2007). Tento bakterialni kmen patii mezi hlavni
zastupce mikrobiomu zivocicha v gastrointestinalnim traktu. U lidi se vSak nachazi v mensim
zastoupenim i ve vaginé nebo hornich cestach dychacich. Mohou piisobit jako potencialni
patogeny (Thomas et al. 2011).
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Bakterie kmene Bacteroidetes mohou zpusobovat nemoci a infekce na riznych castech

lidského téla. Byly napftiklad izolovany od mnoha pacientt trpicich meningitidou a mozkovymi
abscesy. To je zpusobeno vstupem bakterii do krevniho fecisté a priunikem do CNS az do mozku
pomoci trojklannych hlavovych nervi. B. vulgatus byly hlaseny jako hlavni izolaty od pacientd
trpicich Crohnovou chorobou (Zafar & Saier 2021).
Patfi v prvni fadé mezi specialisty pfi degradaci organickych makromolekularnich latek —
proteinti a sacharidi. Predpoklada se, ze mikrobiom a zejména druh Bacteroides dopliuji
eukaryotické genomy degrada¢nimi enzymy zacilenymi na rezistentni dietni polymery, jako
jsou slouceniny rostlinnych bunécnych stén (napft. celuloza, pektin a xylan). Jsou tedy lidem
prospésné pii degradaci rezistentniho Skrobu. Bacteroides také degraduji sacharidy, pochazejici
ze sekretll GIT, jako jsou N-glykany nalezené v mucinech nebo chondroitin v sulfatech. Také
dale prispivaji k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem, jako je acetat, propionat a
butyrat. Tyto mastné kyseliny jsou finalnim produktem jejich metabolismu (Thomas et al.
2011). Butyrat je povazovan za zdravi prospé€snou chemickou slouc¢eninu diky své schopnosti
zvySovat citlivost na inzulin, vykazuje protizanétlivé ucinky, reguluje energeticky
metabolismus a zvySuje leptin a genova exprese. Propionat v tlustém stfevé stimuluje
uvoliiovani GLP-1, coz jsou podobné peptidy glukagonu a PYY (peptid tyrosin-tyrosin)
prostfednictvim L-entero-endokrinnich bunék, coz vede k inhibici chuti k jidlu. Muze se také
dostat do jaterniho ob&hu, kde je jatry zachycen. Tam se podili na jaterni glukoneogenezi a
snizuje expresi enzymu zapojenych do de novo syntézy mastnych kyselin a cholesterolu. Acetat
enzymy absorbuje také a dostava se do systémového obéhu a perifernich organti vetné tukové
tkan€, svall a mozku. V jatrech na rozdil od propionatu stimuluje jaterni syntézu lipida,
prispivajici k dyslipidémii. V mozku aktivuje parasympaticky nervovy systém, podporuje
sekreci inzulinu a ghrelinu slinivkou a zalude¢ni sliznici. Tyto udalosti maji za nasledek
zvySené ukladani tuku a chut k jidlu, které prispivaji k obezit€. Na zaklade vysledkl je acetat
obecné povazovan za nejvice obezogenni mastnou kyselinu s kratkym fetézcem (Magne et al.
2020).

Druhy Bacteroides jsou obecné schopné pfizpusobit se a vyuzit rizné dostupné zdroje
energie. V tlustém stfevé tyto bakterie vyuZzivaji k jejich ristu monosacharidy, oligosacharidy
a polysacharidy. V mistech vzniku infekce mlze B. fragilis vyuzivat i povrchové glykoproteiny
a glykolipidy hostitelské buriky jako zdroj zivin. Ty mohou zahrnovat jak jednoduché cukry,
jako je galaktoza a manodza, tak 1 slozitéjsi sloueniny napt. N-acetyl-d-glukosamin [NAG] a
N-acetylneuraminové kyseliny. Kone¢nym produktem byvaji pfevazné plyny — oxid uhlicity,
sirovodik, vodim a amoniak (Wexler 2007). Z tohoto divodu efektivniho vyuziti zivin nasledné
studie ukazaly, Ze tento druh je Casto detekovan u pacientt s riznymi zanétlivymi stavy, ackoliv
je béznou soucasti lidského tlustého stfeva (Sun et al. 2019).

Dale sem radime také B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. dorei, etc. (Yoshida et al. 2018).
Mezi tento kmen patfi dale druhy Prevotella (Ismail et al. 2011).

3.6.3.2 Kmen Firmicutes

Zastupci tohoto rodu jsou fenotypové charakterizovani jako anaerobni, grampozitivni
tyCinky schopné tvorit endospory. Kmen Firmicutes se sklada z vice nez 200 riznych rodu,
jako jsou Lactobacillus, Bacillus, Clostridium, Enterococcus a Ruminicoccus. Mnoho z nich
zastavaji probiotickou funkci, naptiklad Lactobacillus. Tato probioticka bakterie se vyskytuje
v jogurtech a fermentovanych vyrobcich. Tyto bakterie vytvareji acetat, laktat a dalsi
antimikrobialni latky, které poméahaji pfi imunitnich funkcich. Do této skupiny se fadi 1 nékteré
z patogenu (Clostridium perfrigens, Staphylococcus aureus), které vyvolavaji gastrointestinalni
infekce, infekce kuze a dalsi zanéty (John & Mullin 2016).
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Do kmene Firmicutes dale patti Clostridium spp., které jsou v pfirodé vSudypfitomné, vyskytuji
se v pudach a sedimentech po celém svété a jako Clenové stievniho mikrobiomu lidi a vétSiny
ostatnich zvitat. Nékteré druhy klostridii, jako C. histolyticum, mohou byt aerobni (Bennett et
al. 2020). Bakterie rodu Firmicutes jsou efektivni pii fermentaci sacharidd, které nemohou byt
traveny enzymy v téle na SCFA, vlakniny a rezistentniho Skrobu. Produkuji hlavné butyrat. Ten
pomaha predchazet zanétim a zasobuje bunky stifevni vystelkou, coz udrzuje zdravé tlusté
sttevo. Nedostatek butyratu a dalSich SCFA kyselin mize zpuasobit snizeni funkce stfevni
bariéry. Jestlize snizeni stfevni bariéry pusobi delsi dobu, dochazi k tzv. propustnému stevu,
pricemz se do téla dostavaji patogeny a jejich metabolity a stimuluji imunitni odpoveéd’ (Huang
et al. 2018).

3.6.3.2.1 Rod Enterococcus

Bakterie rodu Enterococcus se bézné vyskytuji v travicim traktu lidi. VétSina
enterokoktl neni virulentni a jsou povazovany za neSkodné bakterie. Ackoliv byly vSak také
identifikovany oportunni patogeny zpusobujici infekce a se zvySenou rezistenci vuaci
schvalenym antimikrobidlnim latkdm. Enterococcus faecalis piedstavuje 80-90 % lidskych
klinickych enterokokovych infekci, 5-15 % je zptsobeno E. faecium. V klinickych izolatech
jsou vsak prilezitostn¢ identifikovany i jiné druhy vcetné E. hirae, E. durans, E. gallinarum
nebo E. casseliflavus (Silva et al. 2012).

3.6.3.2.2 Rod Blautia

Bakterialni rod Blautia je predmétem mnoha vyzkumu pro sviij piinos k potencialnimu
zmirnéni zanétlivych onemocnéni a metabolickych chorob. Vykazuji urcitou antibakterialni
aktivitu vuci specifickym patogennim organismiim. Zmeény a slozeni bakterialniho rodu Blautia
v populaci souvisi s nékolika faktory, jako je vék hostitele, geograficka poloha, strava, genotyp,
zdravotni stav a mnoho dalSich. Dale bylo zji§téno, ze tento rod hraje urcitou roli pfi
biotransformaci a vzajemném ovlivnéni s dalsi mikrobiotou. U bakterialniho rodu Blautia jsou
prokdzany fady probiotickych vlastnosti. Komplexni prehled o tomto rodu neexistuje.
Pravdépodobné z diivodu malého mnozstvi vyzkumu v této oblasti (Liu et al. 2020).

3.6.3.3 Kmen Actinobacteria

Jedna se o grampozitivni mnohocetné vétvené tyCinky, které zahrnuji 3 hlavni anaerobni
rody Bifidobacterium, Propionibacterium a Corynebacterium a 1 aerobni rod Streptomyces
(Binda et al. 2018). Kmen Actinobacteria je proporcionalné v gastrointestinalnim traktu méné
pocetny a je zastoupen predevsim rodem Bifidobacterium (Rinninella et al. 2019). Zatimco u
dospélych jedinct prevladaji rody Bacteroidetes a Firmicutes. Actinobacteria pievladaji u
kojenct, kde se bifidobakterie nachazeji v zastoupeni az 90 % (Hidalgo-Cantabrana et al. 2017).
Bifidobakterie maji pfiznivé ucinky pfi udrzovani stfevni bariéry diky své produkci SCFA,
zejména produkuji vysokou koncentraci acetatu, ktery chrani hostitele pred enteropatogennimi
infekcemi jako je enterohemoragicka Escherichia coli a Shigella. Také metabolizuji laktat,
ktery muaze byt bakteriemi metabolizovan na butyrat, samy o sob€ v§ak butyrat, stejné tak jako
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propionat nejsou schopny produkovat. Déale se podileji na pfemeéné kyseliny linolové na
konjugovanou kyselinu linolovou (CLA), ktera ma potencialné zdravi prospesné ucinky — jsou
antikarcinogenni, antiaterosklerotické, antidiabetické, pomahaji v prevenci proti obezité a pii
posileni imunitnich funkci. Je vyznamny svou produkci vitaminu K a vitamind skupiny B
(Binda et al. 2018). Proto jsou né¢které druhy bifidobakterii povazovany za probiotické
mikroorganismy a jsou zahrnovany jako bioaktivni slozky ve funkcnich potravinach, zejména
se jedna o mlécné vyrobky. Dale se piidavaji do dopliika stravy a farmaceutickych produktt at’
uz samostatné¢ nebo spolecné s dalsimi bakteriemi ¢i mikrobialnimi substraty (Hidalgo-
Cantabrana et al. 2017).

3.6.3.4 Kmen Proteobacteria

Kmen Proteobacteria patii také mezi ten méné pocetny, vyznacuje se vSak svou velkou
genovou variabilitou. Do tohoto kmene se fadi Eschericha coli, ktera mize mit jak prospésné,
tak patogenni ucinky. Prospiva svou fermentaci zdroji uhliku, za vzniku mastnych kyselin
s kratkym fetézcem jako je kyselina octova a souvisejici metabolické produkty, jako je kyselina
mlécna (Christofi et al. 2019). Pfi pfemnozeni patogennich bakterii vznikaji prajmy, zanéty
mocovych cest ¢i gynekologické problémy. Proteobakterie jsou celkové Casto nadmeérné
zastoupeny u nékolika stfevnich a extraintestinalnich onemocnéni, vétSinou se zanétlivym
fenotypem (Rizzatti et al. 2017).

3.6.3.5 Enterotypy

Stievni mikrobiota kazdého jedince je specificky charakterizovana shluky bakterii
nazyvanych enterotypy. Jedna se o 3 skupiny, které jsou charakterizovany 3 dominantnimi
kmeny bakterii: enterotyp I- Bacteroides, ktery se vyskytuje u jedinct se stravou zaméfenou na
zivoCisné bilkoviny a nasycené tuky. Enterotyp II- Prevotella, ktery je charakteristicky pro
jedince se stravou zameérenou na sacharidy a jednoduché cukry. Jednd se prevazné o
vegetariany. Enterotyp III- Ruminococcus. Ruminococcus a Prevotella jsou spojovany
s rozkladem mucinu (Arumugam et al. 2011). Od dospé€losti zastavaji stabilni. Kazdy enterotyp
se vyznacuje rozdilnym vyuzivanim energie. Jsou v zasadé definovany stravovacimi navyky
(Rinninella et al. 2019). Tyto enterotypy nejsou ovlivnény vékem, pohlavim, BMI ani
narodnosti. V novéjSich studiich se uvadi pouze enterotypy I a II, jelikoz enterotyp III
obsahujici bakterie rodu Ruminococcus byly velmi podobni rodu Bacteroides (Arumugam et
al. 2011).
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3.6.4 Vliv stravy na mikrobiom

Strava je jeden z nejzasadnéjSich faktord, ktery ovliviiuje lidsky mikrobiom. VétSina
mikroorganisma sidli v distalnich ¢astech traviciho traktu.
Mikrobi v distalnim stfeve prispivaji ke zdravi hostitele biosyntézou vitaminii a esencialnich
aminokyselin a také tvorbou dulezitych metabolickych vedlejSich produkta ze slozek potravy,
které tenké stfevo nestravi (Singh et al. 2017).

3.6.4.1 Sacharidy

Sacharidy 1ze rozdélit na stravitelné a nestravitelné substraty. Stravitelné sacharidy, jako
je glukoza, fruktoza a galaktoza, jsou enzymaticky degradovany v tenkém stievé a rychle se
uvolniyji jako glukoza v krevnim fecisti a stimuluji inzulinovou odpovéd’. Naopak nestravitelné
sacharidy, nazyvané také jako vlaknina, jsou odolné vici traveni v tenkém stfeve a dostavaji se
az do tlustého streva, kde je bakteriemi fermentovana (Rinninella et al. 2019).

3.6.4.2 Proteiny

K fermentaci aminokyselin dochézi v distalnim tra¢niku hlavnimi mikrobialnimi kmeny
veetné Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria. Proteolytickd fermentace produkuje méné
SCFA nez sacharolyticka fermentace, ale také mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem BCFA
(branched chain fatty acids), napiiklad isobutyrat, 2-methylbutyrat, izovalerat a potencialné
toxické substraty, jako je amoniak, mezi jehoz aminy patfi nitrosaminy a trimethylamin-N-oxid
(Singh et al. 2017).

3.6.4.3 Tuky

Konzumace potravin s vysokym obsahem nasycenych tuki a trans tukt zvysuje riziko
kardiovaskularnich onemocnéni prostrednictvim zvySovani celkového a LDL cholesterolu
v krvi. Zdravi prospésné tuky, jako jsou mononenasycené a polynenasycené tuky, jsou naopak
klicové pro zmirnéni rizika chronickych onemocnéni. Vyzkum Singh et. al 2017 naznacuje, ze
strava, ktera ma vysoky obsah tukd, zvySuje celkové mnozstvi bakterii Bacteroides. Naopak
strava s nizkym obsahem tukti zvySovala celkové pocty bifidobakterii (Singh et al. 2017).

3.6.4.4. Vlaknina

Rostlinna vlaknina obsahuje nerozpustné a rozpustné sacharidy vcetné celuldzy, ligninu
a neSkrobovych polysacharidi, jako jsou hemicelulozy, pektiny a arabinoxylan oligosacharidy.
Mezi dalsi slozky vlakniny patfi nestravitelné oligosacharidy, jako je inulin a oligofruktoza, a
také rezistentni Skrob. Prokazuji odolnost viici traveni v lidském tenkém stfevé a umoziiuji
pruchod z velké Casti neporuseny do tlustého stieva, kde zvySuji viskozitu a objem fekalni
hmoty.
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Vyzkum Simpson & Campbell 2015 prokazuje, ze jedinci se stravou obsahujici dostatek
vlakniny maji vétsi mikrobialni diverzitu a zjistili pfevahu rodu Prevotella viici Bacteroides a
celkové zvySuji pocet bakterii z kmene Proteobacteria, vetn€ stievnich patogent (Simpson &
Campbell 2015).

3.6.5 Antibiotika

Antibiotika jsou antimikrobialni latky, pouzivany k farmakologické 1écbé proti
infekénim onemocnénim. Pivodné byly ziskavany jako pfirodni produkty mikroorganismd,
dnes uz se vSak vyrabé&ji prevazné synteticky (Hutchings et al. 2019). Rozsifené pouzivani
antibiotik v poslednich 80 letech zachranilo miliony lidskych Zivoti, umoznilo technologicky
pokrok a usmrtilo nevycislitelné mnozstvi mikrobu, jak patogennich, tak komenzalnich.
Hrozbou nadmérného uzivani antibiotik se stala rezistence lidskych patogenti na antibiotické
latky a dysbioza stfevniho mikrobiomu (Langdon et al. 2016).

Antibiotika jsou rozliSovana na pfirodni, polosyntetické a syntetické. Mezi piirodni
antibiotika jsou fazeny makrolidy (Larsson & Flach 2022). Makrolidy jsou nyni jednim z
nejbéznéjsich antibiotik, které se pouzivaji po celém svété u déti i dospelych. Mnoho pacientd
uziva makrolidy po dlouhou dobu kviili chronickym infekénim onemocnénim. Maji minimalni
vedlejsi ucinky (lizumi et al. 2017). Makrolidy jsou slozeny z makrocyklického laktonu riizné
velikosti kruhu, ke kterému je pfipojen jeden nebo vice zbytki deoxycukru nebo aminocukru.
Makrolidy plsobi jako antibiotika vazbou na bakterialni 50S ribozomalni podjednotku a
narusuji syntézu proteini. Prvni makrolidové antibiotikum bylo izolovano z kmene
Streptomyces v roce 1950 a bylo pojmenovano pikromycin, z divodu své hoiké chuti (ze
starovékého feckého slova pikro = hotky) Mezi makrolidy patii napfiklad erythromyecin,
azithromycin a klarithromycin (Dinos 2017). Syntetické 1€ky jsou chemoterapeutika. Jedna se
o antimikrobialni 1€ky syntetizované chemickymi postupy v laboratofi (De Vries 2021).

Uzivani antibiotik, at’ uz peroralné nebo intravenozng, ovliviiuje stfevni mikrobiom.
Kazda trida antibiotik m4 jiné vlastnosti, chemické slozeni a nasledky na metabolismus, coz ma
za nasledek razné vzorce zmén v mikrobiomu (lizumi et al. 2017). NaruSeny mikrobiom
nezastava zivotné dulezité funkce jako je dodavani zivin, produkce vitamint a ochrana pred
patogeny, nasledkem cehoz wvznikaji zdravotni problémy spojené s metabolickymi,
imunologickymi €1 vyvojovymi problémy a také nachylnost k infekcim (Langdon et al. 2016).
Zmena slozeni mikrobioty zavisi na tfidé antibiotik, davce a dobé expozice. Existuji také
rozdily souvisejici s jejich farmakologickym ptisobenim na cilové bakterie. Antibiotika tizkého
spektra pusobeni ovliviiuji jen omezenou skupinu bakterii, ale oproti Sirokospektralnim
antibiotikim 1é¢i Setrngji. Sirokospektralni antibiotika mohou ovlivnit mnozstvi az 30 %
bakterii ve stfevni komunité, coz zpusobuje rychlé a vyznamné poklesy v taxonomické
bohatosti, rozmanitosti a vyrovnanosti stfevniho mikrobiomu. Jakmile je 1écba antibiotiky
ukoncena, mikrobiota muze vykazovat urCity stupen odolnosti a je schopna se vratit ke slozenti,
které je podobné puivodnimu slozeni, ale pocatecni stav se Casto zcela neobnovi. Ve skuteCnosti
mohou zmény mikrobioty vyvolané antibiotiky pfetrvavat i po dlouhé dobé€, po mésicich, a
dokonce i letech. Z tohoto diivodu jsou antibiotika spojena s rizikem pfirastku hmotnosti a také
s rozvojem metabolického syndromu u obéznich jedinct s navaznosti na dal§i onemocnéni jako
je diabetes, kardiovaskularni onemocnéni atp. (Francino 2016).
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3.6.5.1 Chloramfenikol

Chloramfenikol je Sirokospektralni bakterialni antibiotikum. Izoluje se z bakterialniho
druhu Streptomyces venezuelae. Inhibuje tvorbu bakterialnich proteinti, vaze se na podjednotku
ribozomu 50S a tim zplsobuje bakterialni smrt. Jedna se o relativné rizikové antibiotikum,
proto se nepouziva v ramci prvni volby 1€k a pouziva se jen v piipadé, Ze nelze podat jiné
méné toxické antibiotikum. Ptispiva k rozvoji aplastické anémie, coz je onemocnéni souvisejici
s nedostatkem tvorby Cervenych a bilych krvinek, které vede k porucham krve a vysoké
umrtnosti (Nguyen et al. 2022). Pouziva se pfi 1écbé diabetickych viedi.

3.6.5.2 Amoxicilin

Amoxicilin je jednim z nejCastéji pouzivanych antibiotik v prostiedi primarni péce o
pacienta. Jedna se o aminopenicilin, vytvoreny pfidanim dal§i aminoskupiny k penicilinu
z divodu eliminace antibiotické rezistence. Pusobi vazbou na peptidy, které inhibuji
transpeptidaci, ktera vede k aktivaci enzyma bunécné stény a naslednému zniceni bakterialni
buniky. Amoxicilin je indikovan k 1é¢bé infekci zpasobenych citlivymi (pouze beta-
laktamazové negativnimi) izolaty bakterii pifi onemocnéni streptokokovou nebo
meningitidovou infekci. Pouziva se pfi 1écbé diabetickych viedi (Akhavan 2022).
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3.7 Metody molekularni genetiky

Metody molekularni biologie jsou v soucasné dobé€ jednim z nejvice rozvijejicich se
obort, diky vyvoji novych metod a technologii. Zabyvaji se strukturou a funkci genti na
molekularni trovni, ¢imz poskytuji ziskani novych informaci o genové expresi, chromozomech
a mutacich (Sanz & Kochling 2007).

3.7.1 Izolace DNA

Extrakce biomolekul, DNA, RNA a proteinu, jsou jednou z nejdalezitéjSich metod,
které se pouzivaji v molekularni biologii. Prvni izolaci DNA provedl §vycarsky fyzik Friedrich
Miescher roku 1869. DNA, RNA a proteiny mohou byt izolovany z jakéhokoli biologického
materialu jako jsou zivé nebo konzervované tkan€, butiky, virové ¢astice nebo jiné vzorky pro
analytické nebo preparativni Ucely. Kizolaci chromozomalni nebo genomové DNA
z prokaryotickych nebo eukaryotickych organismt se pouzivaji komercni kity, které jsou
rychlé, spolehlivé a snadno pouzitelné. Vyuzivaji konvencni metody od
guanidiniumthiokyanat-fenol-chloroformové extrakce po kolonovou technologii, ktera je Siroce
pouzivana pii extrakci DNA a RNA, a také chromatografické purifikacni metody (Tan & Yiap
2009).

3.7.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR byla objevena a popsana Kary Mullisem v roce 1990. Princip této metody spociva
v opakované denaturaci dvouSroubovice DNA a naslednou renaturaci fetézcu
s oligonukleotidy, které jsou v nadbytku v reakéni smési a slouzi i jako primery pfi syntéze
nového fetézce DNA. PCR metoda mé 3 hlavni kroky — denaturace, annealing (hybridizace) a
elongace. V prvnim kroku je DNA denaturovana pti vysokych teplotach (90-97 °C). V druhém
kroku primery nasedaji na templat DNA k prodlouzeni. V poslednim kroku dochazi
k samotnému prodlouzeni a vytvofeni komplementarni kopie fetézce DNA (viz obrazek 2).
PCR byva velmi oblibena metoda z davodu jeji rychlosti, presnosti a nizké finan¢ni nakladnosti
(Joshi & Deshpande 2013).
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Schéma PCR

5 3
3 5
) ‘L DENATURACE
95°C/15s vytvori jednofetézcové
molekuly DNA
62°C/1 min ‘L ANNE%LINF’S.’NASEDNUT{I
primerd na jednofetézcovy
templat DNA
primer A
5 eee——————— 5
I 5
primer B
o . ELONGACE
72°CH min 305 'L syntéza novych fetézcl DNA
5° 5 — -
: S S 5
30x V kazdem cyklu se pocet 30x
molekul zdvojnasobi

Obrdzek 2 Schéma PCR (Cerpdno z internetového webu
https.//web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1485&typ=html)

3.7.2.1 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (PCR-DGGE)

PCR-DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) je elektroforetickd metoda
schopna detekovat rozdily mezi fragmenty DNA stejné velikosti, ale s riznymi sekvencemi. Je
to proto, ze tyto fragmenty mohou byt separovany v denaturaCnim gradientovém gelu na
zakladé jejich profilu diferencialni denaturace (tani). Teoretické aspekty této separace poprvé
popsali Fisher & Lerman 1983. V akrylamidovém gelu jsou denaturacni podminky zajistény
mocovinou a formamidem. Pfi této metodé se vyuziva rychlosti denaturace DNA na poctu
vodikovych mustka. V mistech s vys$sim vyskytem AT part (nukleové baze adenin a thymin)
se od sebe fetézce DNA budou oddélovat snadn€ji, nez v mistech s vys§im vyskytem CG part
(nukleové baze cytosin a guanin), kde tyto tiseky budou vice stabilni. Technika PCR-DGGE je
Siroce pouzivana v mikrobiologii, protoze je schopna poskytnout otisk bakterialni komunity ve
vzorku po piimé extrakci DNA. Je to velmi citlivd metoda pfi vyhledavani mutaci. Vzorek se
podrobi extrakci DNA za ziskani smési obsahujici DNA z bakterialnich druht vyskytujicich se
ve vzorku. Nasledné je smés DNA pouzita jako templat v PCR amplifikacich konkrétnich
variabilnich oblasti DNA.
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Riizné bakterialni druhy maji rozdily ve slozeni pari bazi ve variabilnich oblastech 16S rDNA,
coz umoziiuje jejich rozligeni pomoci PCR-DGGE (Ercolini 2004). Rada slougenin, jako jsou
tuky, polysacharidy, polyfenoly a jiné sekundarni slouceniny mohou inhibovat PCR reakci
interakci s proteiny a nukleovymi kyselinami a jejich pfitomnost v extrahovanych vzorcich
DNA muze zabranit ispésné amplifikaci cilového genu (El Sheikha 2019).

3.7.3 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Elektroforéza v agarozovém gelu je nejucinnéjsim zptsobem separace fragmenti DNA

raznych velikosti. Agaroza je izolovana z mofskych fas rodu Gelidium a Gracilaria. Rychlost
migrace molekuly DNA pres gel je urcena velikosti molekuly DNA, koncentraci agarozy,
konformaci DNA, pouzitym napétim, pfitomnosti ethidium bromidu, typem agarézy a
elektroforetickym pufrem. Po separaci jsou byt molekuly DNA vizualizovany pod UV svétlem
po obarveni vhodnym barvivem. Ethidium bromid je nejbéznéjsim Cinidlem pouzivanym k
barveni DNA v agar6zovych gelech.
Pti vystaveni UV svétlu se aktivuji elektrony v aromatickém kruhu molekuly ethidia, coz vede
k uvolnéni energie (svétla), kdyz se elektrony vrati do zakladniho stavu. Ethidium bromid
pusobi tak, ze se interkaluje do molekuly DNA zptasobem zavislym na koncentraci. To
umoziiuje odhadnout mnozstvi DNA v jakékoliv konkrétni ¢asti DNA na zakladé jeho intenzity
(Lee et al. 2012).

3.7.4 Sekvenace

Cilem sekvenace je urCeni presného poradi nukleovych bazi, které se mezi sebou paruji.
Diky této metod€ je mozné identifikovat variace v DNA spojené s riznymi druhy mutaci, proto
byva Casto vyuzivana v 1ékarskych oborech z divodu diagnostiky nemoci nebo také ve forenzni
mediciné. Dale byva velmi oblibenou metodou v mikrobiologii z divodu velké variability
mikrobialniho genomu. Rozdéluji se na klasické metody sekvenace, kam patfi Sangerova
metoda a Maxam — Gilbertova metoda a na sekvenacni metody nové generace (Mardis 2017).

3.7.4.1 Sangerova metoda sekvenovani

Sangerova metoda sekvenovani neboli také sekvenovani prvni generace. Tato metoda
byla objevena v roce 1977 Frederickem Sangerem a jeho kolegy. Tato metoda je zaloZena na
terminaci fet€ézce DNA, kde jsou nukleotidy v molekulach jednovldknové DNA urcovany
komplementarni syntézou polynukleotidovych fetézcl. Syntéza je zalozena na selektivnim
zaClenéni nukleotidi ukoncCujicich fetézec pomoci enzymu DNA polymerazy. Sangerovo
sekvenovani bylo posléze nahrazeno metodami sekvenovani nové generace, ackoliv stale byva
standartni metodou v klinické genetice (Totomoch-Serra et al. 2017).
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3.7.4.1.1 Sekvenovani 16S

Tato metoda se vyuziva pro velmi spolehlivou identifikaci mikroorganisma. 16S rRNA
je centralni strukturni slozkou bakteridlni a archealni ribozomalni podjednotky 30S a je
nezbytna pro zahajeni syntézy proteind a stabilizaci spravného parovani kodon-antikodon, coz
je trojice po sob€ nasledujicich nukleotidi v mRNA a antikodon trojice nukleotidii na tRNA,
kterd umoziiuje specifické navazani na kodon, v misté ribozomu béhem translace mRNA. Pfimé
sekvenovani 16S rRNA genl ze vzorki se stalo standardni metodou hodnoceni pocetnosti,
struktury a funkce mikrobialni populace v mikrobidlnich komunitach. Pro stanoveni sekvence
16S je nutné z bakterialni kultury vyizolovat chromosomalni DNA, pomoci polymerazové
retézové reakce (PCR) bud’ amplifikovat cely gen, nebo jeho cast. Tato DNA slouzi pro dalsi
sekvenacni reakce jako templat (Jay & Inskeep 2015).

3.7.4.2 Ion torrent

Ion torrent je sekvenaCni metoda, kterd zkouma nové generace. Pracuje s Cipy
nesoucimi miliony mikrojamek s tranzistorovymi senzory, které umoziuji detekci zmén proudu
produkovaného uvoliiovanim vodiku. Vodikové ionty jsou detekovany pti uvoliiovani DNA
polymeraci. Pii sekvenovani na ion torrent se jednad o metodu sekvenovani pomoci syntézy,
pfiCemz se na zakladé templatového DNA vytvoii komplementarni vlakno (Galindo-Gonzalez
et al. 2015).

3.7.4.3 Sekvenovani nové generace

Technologie sekvenovani nové generace (NGS) je metoda, ktera sekvenuje nukleotidy
rychleji a levné&ji (Barba et al. 2013). Vysoce vykonnd metodologie sekvenovani DNA
(sekvenovani nové generace; NGS) se za poslednich 15 let rychle vyvijela a nové metody jsou
neustale komercializovany. Zakladnimi metodami v sekvenovani DNA byly metody Sangerova
dideoxysyntéza a Maxam-Gilbertovo chemické Sté€peni. Soucasné metody NGS se lisi od
pfistupu puvodniho Sangerova sekvenovani v tom, ze spoléhaji na mnohem krat§i Cteni,
aktualné do asi 300-500 bazi (Slatko et al. 2018).

Ve srovnani s tradicni metodou sekvenovani Sangerovou kapilarni elektroforézou, ktera je
povazovana za technologii sekvenovani prvni generace, poskytuji technologie NGS wvyssi
propustnost dat s niz§imi naklady a umoziuji vyzkum genomu v popula¢nim meéfitku.
Technologie NGS maji ve srovnani se sekvenovanim prvni generace tii hlavni vylepSeni. Za
prvé, metody NGS nevyzaduji bakterialni klonovaci postup a pfipravuji knihovny pro
sekvenovani v bezbunééném systému. Za druhé, technologie NGS zpracovavaji miliony
sekvenacnich reakci paralelné a soucasné. Za treti, detekce bazi se provadi cyklicky a paralelné
(Park & Kim 2016).

Zacatek pracovniho postupu sekvenovani vyzaduje konverzi nukleovych kyselin do knihoven
kompatibilnich s pfistroji. Vybér sekvenacniho nastroje by mél byt proveden pred generovanim
knihoven, protoze specifické sekvence musi byt pridany ve fazi ptipravy knihovny.

31



Dal§im krokem je sekvenovani. Sekvenovani je nejpfiméjSim krokem v procesu NGS, protoze
vSechny znaCky sekvenatorti se relativné snadno obsluhuji a zahrnuji komplexni sluzby
podpory vyrobce. Poslednim krokem je analyza dat NGS, ktery je Casové (Vincent et al. 2017).

Jednou z vyhod NGS je produkce velkého mnozstvi sekvenacnich dat v kratkém case,
proto ma obrovsky potencial uplatnéni v klinické medicin€ (Dahui 2019).

3.7.5 DalSi sekvenacni metody nové generace

3.7.5.1 Masivné paralelni sekvenovani

Klinické vyuziti masivné paralelniho sekvenovani poskytuje zpusob, jak identifikovat
pfi¢inu mnoha nemoci neznamé etiologie prostiednictvim soucasného screeningu tisicti lokusu
na patogenni mutace a sekvenovanim biologickych vzorkli pro genomové signatury novych
infek¢nich agens. Kromé poskytovani téchto zcela novych diagnostickych schopnosti muze
masivni paralelni sekvenovani také nahradit Sangerovo sekvenovani v klinickych aplikacich,
kde se v soucasnosti pouzivaji (Tucker et al. 2009).

3.7.5.2 Pyrosekvenace

Pyrosekvenovani detekuje luminiscenci z uvolnéni pyrofosfatu pii zaclenéni nukleotidu
do komplementarniho vlakna. Pyrosekvenacni studie také vyzaduji spojeni bisulfitového
oSetfeni genomové DNA s PCR amplifikaci cilové sekvence, ale vyhodou pyrosekvenovani je,
ze kvantitativni data o methylaci DNA lze ziskat z pfimého sekvenovani produkti PCR bez
nutnosti klonovani do bakterialnich expresnich vektorti a sekvenovani (Xiong et al., 2015)

3.7.5.3 lllumina

Tato technologie NGS vyuziva sekvenovani a klonalni amplifikaci pomoci syntézy SBS
(sequencing by synthesis), tim umoziiuje presné a rychlé sekvenovani. Tento proces identifikuje
baze DNA, které nejdiive rozstépi na ndhodnych mistech, pfipoji na adaptérové sekvence a
nasledné zaclenuje do fetézce nukleové kyseliny (Fadrosh et al. 2014).
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3.7.6 Statistické metody

3.7.6.1 Studentuv T-test

T-test je typ statistického testu, ktery se pouziva k porovnani pruméra dvou skupin. Je
to jeden z nejpouzivangjSich testa statistickych hypotéz pfi studiich dvou skupin. Existuji dva
typy statistické inference: parametrické a neparametrické metody. Parametrické metody se
tykaji statistické techniky, ve které se definuje rozdéleni pravdépodobnosti proménnych
pravdépodobnosti a vyvozuje se zavéry o parametrech rozdéleni. V pfipadech, kdy nelze
definovat rozdeleni pravdépodobnosti, se pouzivaji neparametrické metody. T-testy jsou typem
parametrické metody, 1ze je pouzit, kdyz vzorky spliiuji podminky normality, stejné odchylky
a nezavislosti. T-testy Ize rozdélit na dva typy. Existuje nezavisly t test, ktery lze pouzit, kdyz
jsou dvé srovnavané skupiny na sobé nezavislé, a parovy T-test, ktery lze pouzit, kdyz jsou dvé
srovnavané skupiny na sobé zavislé. T-testy se obvykle pouzivaji v pripadech, kdy jsou
experimentalni subjekty rozdéleny do dvou nezavislych skupin (Kim et al. 2015).

3.7.6.2 Alfa diverzita — Shanon entropy

Jedna se o typ statistického testu, ktery se zabyva matematickou interpretaci miry
neurCitosti. Byla objevena Claudem Shannonem roku 1948. Jeden z nejvyraznéjSich ryst
Shannonovy entropie spociva v tom, ze kazdému muzeme pfifadit jinou vahu rozdé€leni
pravdépodobnosti. Diky tomu je zvlasté vhodny pro studium rozhodovacich problému, kde
mohou pusobit hodnoty z predchozich pravdépodobnosti (Bromiley et al. 2010).

3.7.6.3 Analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Analyza hlavnich koordinat (PCoA), znama také jako klasické Skalovani, je metoda
metrického vicerozmérného Skalovani zalozend na projekci nékolika proménnych.
K zakladnim principt této metody patii redukce dat a interpretace dat (Gower 2015).
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4 Metodika

4.1 Vazeni a priprava

Byly odebrany vzorky stolice od 26 pacientd sonemocnénim DM II 1éCenych
antibiotiky z divodu komplikaci tzv. diabetické nohy. Jednalo se o skupinu 24 muzi a 2 Zen
s vekovym rozpé€tim mezi 48-79 lety. Srozpétim BMI 19,44 - 37,1. Primérné trvani
antibiotické 1écby v mésicich pfed pokusem bylo 2,18, pficemz nejvétsi odchylky byly: 1
pacient se ATB nelécil vibec a nejdelsi 1éCeni ATB trvalo 9,25 mésici. Primérné trvani
ulcerace v mésicich bylo 16,95, pficemz nejdelsi trvani ulcerace bylo 76 mésict. Pramérné
trvani DM v letech bylo 19. Byly provedeny 1-3 odbéry. Vzorky byly odebrany od pacientt
z Institutu klinické a experimentalni mediciny (IKEM) a zamrazeny pii —80 °C. Bylo navazeno
60 vzorkl po 0,200 g v toleranci 0,180g — 0,220 g na analytickych vahach (Scaltec SPB 42).

Tabulka 1 Charakteristika pacientt podle BMI

Klasifikace podle BMI | Pocet pacientu
Normalni vdha 1
Nadvéha 6
Obezita 1. stupné 9
Obezita 2. stupné 5

Tabulka 2 Trvdni ATB lécby

Trvani ATB 1écby (mésice) 2,18

Trvani ulcerace (mesice) 16,95

Trvani DM (roky) 19
4.2 Izolace DNA

DNA byla izolovana pomoci komer¢niho kitu. Prace s DNA easy (Powersoil pro kit,
Qiagen). Bylo postupovano podle navodu vyrobce. K roztoku DNA byl pfidan roztok CD 1,
nasledné vzorky byly vlozeny do beateru (MP fast prep 24) na 2 minuty. Nasledné vlozen do
termobloku (Heating-culting dry block cH 100, Biosan) na 10 minut pii 56 °C. Celé bylo
opakovano 2x a vlozeno do centrifugy (Hermle ZR16 MK) 15 000 rpm na 1 minutu. Dale
k vzorkim pfidan roztok CD 2, poté odstfedéno 15 000 rpm na 1 minutu. Pfidano CD 3,
odstfedéno 15 000 rpm na 1 minutu, opakovano 2x. Dale byl piidan roztok EA a vlozeno do
centrifugy 15 000 rpm na 1 minutu.
na 16 000 rpm na 2 minuty. Naposledy byl pfidan roztok CD 6, vlozeno do centrifugy 15 000
rpm na 1 minutu a pre€isténa DNA byla méfena na pfistroji NanoDrop one (ThermoScientific),
1,5 pl roztoku.
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4.3 Sekvenovani nové generace

Izolace DNA =z kultury bakterii byla provedena pomoci komercniho kitu DNA
Extraction Kit (Mo-Bio, Qiagen)

4.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro optimalizaci byla pouzita izolovana genomicka DNA vzorki. DNA sledovanych
vzorkt byla 10x nafedéna (destilovanou vodou) s primery 3386 C a 534 RP. Roztok reak¢ni
smesi PCR (1 pl forward primeru, 1 pl reverzniho primeru, 12 ul PCR voda, 15 pl Master Mix
(elizyme) a 1 ul genomické DNA). Finalni objem byl 30 pl. Vzorky byly podrobeny v
termocykleru  PCR (Biometra, TAdvanced) reakci. Podminky teplotniho programu
zaznamenany v tabulce 1.

Sekvence forward primeru 3386 C od konce 3" ke konci 5'- CGCAAACGTCGCCAAATCCT
Sekvence reversniho primeru 534 R od konce 5" ke 3'- ATTACCGCGGCTGCTGGCA

Tabulka 3: Teplotni program PCR k optimalizaci

Krok °C Cas Opakovani
Pocatecni denaturace | 95 5 min 1
Denaturace 95 30 sek 34
Annealing 58 20 sek 34
Elongace 72 40 sek 34
Konec¢na elongace 72 5 min 1
Udrzovaci krok 15 - -

Po ukonceni programu byla provedena elektroforézou na 1,5 % agar6zovém gelu (Serva,
Biotech) kontrola produktu PCR. Byl pfidan ethidium bromid. Bylo napipetovano 5 ul
standardu a 2 pl vzorku. Separace DNA molekul trvala po dobu 20 minut pfi 110 V. Poté gel
vlozen pod UV svétlo do UV transluminatoru (Top-Bio). Amplifikované produkty mély
velikost 300 bp.

4.3.2 Precisténi smési PCR

Produkt PCR byl piecistén pomoci komerc¢niho kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up (Monarch, Machery-Nagel). Vzorek byl nafedén v poméru buffer: vzorek 5:1 dsDNA <2
kb. Vzorky byly vlozeny do kolony, odstfedény v centrifuze na 1 minutu 15000 rpm,
prefiltrovany roztok ptel filtr zkumavky roztok byl vylit do sbérné kadinky. Bylo pfidano 200
ul promyvaci pufru a centrifugovano 1 minutu 15 000 rpm. Prefiltrovany roztok byl vylit.
Tento krok byl opakovan. Kolona byla pfemisténa do Cisté zkumavky a centrifugovana 1
minutu 15 000 rpm. Byl pfidan bufter 6 pl a centrifugovano 1 minutu 15 000 rpm.

Izolovana DNA a jeji Cistota byla méfena na piistroji NanoDrop one (ThermoScientific).
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4.4 Priprava knihovny (library)

K piipravé knihovny byl pouzit kit NEBNext Fast DNA Library Prep Set for Ion Torrent
(BioLabs, New England). Jako prvni bylo nutné provest ,upravu konci“. Na pfipravu smesi
bylo pouzito 3 pl End Repair Reaction Buffer (pro jednu smés), 20,5 ul dH20, 1,5 ul End
Repair Reaction Enzymes, 5 pl PCR amplikonu DNA. Reakéni smés byla vlozena do
termocykleru s programem pii 25 °C na 20 minut a poté pii 70 °C na 10 minut. Poté byla smé&s
zchlazena.

Dalsim krokem byla , ligace adaptord“, kdy byla pfipravena reak¢éni smés smichanim 0,5 pl
DNA polymerazy, 0,5 ul P1 adaptoru, 5 pl T4 ligazy, 3 pl T4 ligazy, 19 ul vzorku z prvniho
kroku a 10 pl dH20O. Nasledné bylo ke vzorku ptidano 1 pl barcodu (unikatni pro kazdy
vzorek). Smés byla poté vlozena na inkubaci do termocykleru s programem pii 25 °C na 15
minut a poté pii 65 °C na 5 minut, nasledovano chlazenim.

Vzorky byly cistény pomoci magnetickych kulicek (AmpureBeads). Kulicky, které byly
ponechany na laboratorni teplotu, byly pfipipetovany do vzorka. Poté vzorky byly umistény na
magnetickou podlozku cca na 2 minuty, nez doslo k vyc¢isténi vzorku. Kuli¢ky se pfichytily
k magnetim na strany mikrozkumavky, poté byl supernatant pipetou odstranén.
Mikrozkumavky na podlozce byly ponechany a 2x promyty 70 % ethanolem. Po odstranéni a
odpafreni ethanolu, kdy kulicky byly suché, byly zkumavky odebrany z desky, bylo

pfidano 50 pl dH20, promichéano pipetou a ponechano v inkubaci zhruba na 5 minut, aby se
DNA uvolnila z magnetickych kulicek.

Poté byly zkumavky vraceny na magnetickou desku a doslo k odstranéni supernatantu pipetou,
ktery byl pak nasledné prepipetovan do jiné mikrozkumavky.

Nasledovala amplifikace. Byla pfipravena smés 2 primerd po 2 pl, 23 ul precisténého vzorku a
2x PCR Mastermixu po 25 ul. PCR reakce probihala pii 98 °C po 30 sekund, 98 °C po 10
sekund kdy cyklus byl opakovan 8x, dale pii 58 °C na 30 sekund a naposledy pii 72 °C po dobu
10 sekund.

4.4.1 Naredéni knihovny a qPCR

DNA byla natfedéna 1:20 (5 pul DNA, 95 ul destilovana voda) a znovu nafedéna (2 pl
DNA a 98 ul destilovana voda). Kone¢né fedéni bylo 1:1000.

K takto nafedénému objemu 5 pl DNA bylo pfidano 10 pl Master Mixu, 1 pl primer, 4 ul
destinovana voda. Probéhla PCR v termocykleru. Dale byla DNA natfedéna na koncentraci 26

pM.

Dale pracovano s pfistrojem Ion One Touch 2 instrument a kitu lonPGM 0T2 Suppers. Bylo
postupovano podle manualu pfistroje.
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4.4.2 Emulzni PCR

Pro pfipravu emulzni PCR byla za potiebi instalace Ion OneTouch Recovery Tubes a
Recovery Router, amplifika¢ni desky Ion One Touch a injektoru, pfiprava amplifikacniho
roztoku, zkumavek s ¢inidly, umisténi a naplnéni lon PGM Hi-Q Reaction Filter. Bylo vyuzito
komer¢niho kitu Ion PGM Hi-Q View ISPs. Probéhlo naplnéni osmi-jamkového stripu a
zpusténi pfistroje Ion OneTouch ES.

4.4.3 Sekvenovani

Pro sekvenovani bylo vyuzito komeréniho kitu Ion PGM Hi-Q View Sequencing Kit.
Bylo postupovano dle navodu. Nejdifive bylo nutné pristroj vycistit. Poté nasledovala
inicializace systému a byly pfipraveny reakéni ladhve (50 ml) s pfislusSnymi nukleotidy —
deoxyguanosin trifosfat (dGTP), deoxycytidin trifosfat (dCTP), deoxyadenosin trifofat (1ATP)
nebo deoxytymidim trifosfat (dTTP). Do zasobnich lahvi bylo pfidano po 20 pl pfislusného
nukleotidu. Bylo postupovano podle navodu na pristroji. Nakonec piistrojem zkontrolovano
pH.
Dale probéhlo davkovani vzorku na Cip. Ke vzorku pfidany templat-pozitivni ISP a poté
probéhlo nasednuti sekvena¢niho primeru. Zkumavka byla promichana pipetou a
centrifugovana 15 000 rpm 2 minuty. Roztok odpipetovan na 15 pl. Do roztoku pfidano 12 pl
sekvenacniho primeru (objem celkem 27 ul). Dale byla rozruSena pipetou rizova srazenina.
Zkumavka umisténa do termocykleru pii 95 °C na 2 minuty, poté 37 °C na 2 minuty.
Dale probéhla kontrola ¢ipu podle navodu pfistroje. Po nasednuti sekvenacniho primeru
pfidano 3 pl Ion PGM Hi-Q View Sequencing Polymerase k ISP (Celkovy objem 30 pl. Smés
promichéna a inkubovana po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Dale byla odstranéna
kapalina z &ipu pomoci pipety. Poté ¢ip umistén do drzaku a centrifugovan 5 sekund. Cip
vyjmut, pomoci utérky odstranéno zbytek kapaliny. Poté nanesen vzorek na Cip (30 ul). Poté
¢ip centrifugovan 30 sekund. Poslednim krokem bylo spusténi piistroje, postupovano podle

pokynti.

4.4 PCR-DGGE

Bylo postupovano podle protokolu na PCR-DGGE analyzu bakterii dle metodiky (Muyzer
et al. 1993. Pro piipravu PCR produkti bylo potieba pfipravit reakéni smes o slozeni:
naizolovana DNA 1 pl, forward primer 10x338GC 1 pl, reverzni primer 10x534RP 1 ul, PCR
mix 15 pl a PCR voda 12 pul. Celkovy objem byl 30 pl. VSe smichano ve zkumavce a vlozeno
do termocykleru. Poté byly vzorky zkontrolovany elektroforézou.

Sekvence  forward  primeru 338GC od  konce 3 ke  konci 5'-
CGCCCGCCGCGCCCCGCGLCCCGGLCCCGCCGCCGCCGCCGCACTCCTACGGGAGGC
AGCAG

Sekvence reversniho primeru 534 RP od konce 5" ke 3'-CCTACGGGAGGCAGCAG

Dale byl ptipraven DGGE gel, znazornén v tabulce.
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Stupen denaturace 35 % 60 %
40% akrylamid (ml) 5,560 5,560
50x TAE (ml) 0,500 0,500
Formamid (ml) 3,500 6

Urea (g) 3,675 6,300
H>O (ml) 12,250 9,500

Pro polymerizaci gelu pouzito 20 pl TEMEDu a 200 pl 10% amonium persulfatu sodného. Gel
35 % a 60 % byl smichan. Do tanku s pufrem naneseny vzorky (vSech 30 ul). Vzorky byly
podrobeny reakci pii 60 °C, napéti 60 V a ¢ase 18 hodin.

Dale bylo pripraveno 50 ml TAE pufru s 5 pl interkalacni barvou a gel byl v pufru ponechan
po dobu 30 minut.

Na obrazku vyfoceného gelu byly vyznaceny bandy, vyfiznuty pod UV svétlem a bylo pfidano
1,5 ml sterilni vody. Zvortexovano po dobu 10 minut.

Dale byla DNA naamplifikovana metodou PCR smichanim 5 pl vody s kouskem gelu, 10x
341FP forward primer 1 ul, 10x 534RP 1 ul reversni primer, PCR mix 15 ul, dH20 8 pl. Produkt
podroben reakci v termocykleru.

Probéhla kontrola na agarézové elektroforéze. Produkt mél velikost 200 bp.

Smeés precisténa komercnim kitem QIAquick PCR purification Kit (Qiagen) podle navodu a
koncentrace zméfena na piistroji NanoDrop one (ThermoScientific).

Vzorky zaslany na komercni sekvenovani do firmy (www.eurofinsgenomics.eu) dle
ptislusného protokolu.
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S Vysledky a diskuse
5.1 Optimalizace

Optimalizace vzorka 1-29 se standardy (S) a negativni kontrolou (NK) se nezdafila.

Dutvodem byl nevhodné zvoleny Master Mix Elyzime. Produkt nebyl spravné zobrazen pomoci
agarové elektroforézy (viz obrazek 3).

Obrdzek 3 Optimalizace PCR

5.2 Amplifikace

Amplifikace vzorkt 30-60 se standardy a negativni kontrolou probé&hla uspésné. Vzorky
byly naamplifikovany a ovétreny agarovou elektroforézou (viz obrazek 4).
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Obrdzek 4 PCR amplifikace vzorkd stolice
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5.3NGS

5.3.1 Shannon entropy a PCoA

5.3.1.1 Lécba antibiotiky

Ve vzorcich stolice pacientd s DM II byly bakterie zkoumany jak kvantitativn€, tak
kvalitativné. Byly zkoumany na druhovou bohatost pfed podavanim antibiotik, po 1 a po 10
tydnech antibiotické 1é€by. Hodnoty alfa diverzity neprokazaly zadné vyznamne rozdily mezi
sledovanymi skupinami. S kritérii studentova T — testu p> 0,05. Oddéleni vzorkd pomoci PCoA
nebylo dobfe viditelné. Vyznamnéjsi rozdily byly mezi skupinami, které byly naméfeny po 1 a
10 tydny 1écby antibiotiky (viz obrazky 5 a 6).

Shannon entropy

75
70 | —_—
6.5
60 .

5.3 =

35

10

1] 1 10

Obrdzek 5 Boxploty alfa diverzity reprezentované Shannonovou entropii pro vzorky diabetickych pacient( pred, po 1 tydnu a
po 10 tydnech léCby antibiotiky
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Obrdzek 6 PCoA pro vzorky diabetickych pacienti pred, po 1 tydnu a po 10 tydnech lécby antibiotiky

5.3.1.2 Druhy antibiotik

Dale byly vzorky stolice od pacientti s DM II podrobeny kvalitativnimu a
kvantitativnimu méfeni druhové bohatosti pifed podavanim antibiotiky, b&hem podavani
amoxicilinu (AMC), béhem podavani ceftazidinu (CTZ), po ukonfeni AMC a po ukonceni
CTZ. Hodnoty alfa diverzity neukéazaly opét zadné vyznamné rozdily mezi sledovanymi
skupinami s kritérii studentova T-testu p>0,05. Ani statisticka analyza PCoA neukazala zadny
vyznamny rozdil (viz obrazky 7 a 8).

Shannon entropy
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Obrdzek 7 Boxploty alfa diverzity reprezentované Shannonovou entropii pro vzorky stolice diabetickych pacient( pred,
béhem a po lécbé antibiotiky
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Obrdzek 8 PCoA predstavujici vzorky stolice diabetickych pacientt pred, béhem a po Iécbé antibiotiky

5.3.1.3 BMI

Vzorky stolice byly kvantitativné a kvalitativné zkoumany na druhovou bohatost skupin
rozdélenych podle BMI. Skupiny byly rozliSeny na pacienty s normalni hmotnosti, nadvahou,
obezitou 1. stupné, obezitou 2. stupné a obezitou 3. stupné.

Druhova bohatost byla vyznamné nizsi u skupiny pacientd s normalni vahou oproti
skupiné pacientd trpicich nadvahou, obezitou 1. a i obezitou 2. stupné. U pacientd s nadvahou
tato hodnota mize poukazovat na to, ze mikrobiota skupiny s normalni hmotnosti neni schopna
efektivné vyuzivat vSechny ziviny z pfijimané stravy. Déle ve srovnani méli pacienti trpici
obezitou 1. stupné€ vyznamné vyssi druhovou bohatost oproti pacientim s obezitou 2. stupné,
jak ukazuje shannonova entropie p <0,05. Analyza PCoA prokazuje nékteré vyznamné rozdily
mezi skupinami normalni vs nadvaha, normalni vs obezita 1. stupn€, normalni vs obezita 2.
stupné, nadvaha vs obezita 1. stupné€, obezita 1. stupné vs obezita 2. stupné, obezita 2. stupné
vs obezita 3. stupné (viz obrazky 9 a 10).
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Obrdzek 9 Boxploty alfa diverzity reprezentované Shannonovou entropii pro diabetické pacienty s riznymi tfidami BMI
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Obrdzek 10 PcoA predstavujici specidlni oddéleni mezi vzorky stolice diabetickych pacienti s riznymi tridami BMI
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5.3.1.4 Taxonomickeé slozeni

Ve vzorcich stolice pacientit DM II bylo detekovano nejvét§im zastoupenim piedevsim
9 bakterialnich kment. Byly detekovany kmeny Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteriota, Synergistota, Fusobacteriota, Desulfobacterota, Verrucomicrobiota,
Campilobacterota.

Hlavni bakterialni tfidou u rodu Firmicutes (0 tydnti =55 %, 1 tyden = 65,3 %, 10 tydnti = 67,6
%) byla Clostridium, ktera byla zastoupena v Celedich Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
Peptostreptococcaceae, Christensenellaceae, Anaerovoracaceae, Butyricicoccaceae a
Clostridiaceae. Dale byly nalezeny 1 kmene Firmicutes 1 bacily, které byly nalezeny v ¢eledich
Enterococcaceae, Streptococcaceae a Lactobacillaceae.

Kmen Bacteroidetes (Bacteroidota) (0 tydnt = 15,4 %, 1 tyden = 13,5 %, 10 tydna = 13,6 %)
byl zastoupen hlavné tfidou Bacteroides s cCeledémi Bacteroidaceae, Rikenellaceae a
Tannerellaceae.

Dale u kmene Proteobacteria (0 tydni = 16,7 %, 1 tyden = 3,7 %, 10 tydna = 11,6 %) byly
predev§im zastupci ttidy Gammaproteobacteria s Celedi Enterobacteriaceae

U kmene Actinobacteriota (0 tydnt = 10 %, 1 tyden = 8,5 %, 10 tydnd = 4.5 %) byly zastupci
ptevazné tridy Coriobacteriia Celedi Coriobacteriaceae a Eggerthellaceae, a dale také tiida
Actinobacteria Celedi Bifidobacteriaceae. Taxony s relativni Cetnosti nizsi nez 1 % byly
ptitazeny do seskupeni jako Ostatni (viz obrazek 11).
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 Firmicutes

u Firmicutes

m Bacteroidota
" Proteobacteria

B Actinobacteriota

m Neoznacené

m Ostatni

B Lachnospiraceae
M Bacteroidaceae

B Ruminococcaceae
M Coriobacteriaceae

u Bifidobacteriaceae

m Peptostreptococcaceae

@ Neoznadené
B Anaerovoracaceae
B Tannerellaceae

B Oscillospiraceae

I Enterobacteriaceae

B Prevotellaceae

B Enterococcaceae

1" Streptococcaceae

i Lactobacillaceae
Egoerthellaceae
Veillonellaceae

W Rikenellaceae
Christensenellaceae

I Ostatni



5.4 PCR-DGGE

54.1 Vysledky DGGE

Na nasledujicim obrazku ¢. 12 je vyfocen DGGE gel s pacienty 1-23. Z kazdé drahy byl
vybran jeden nebo vice bandi pro dali analyzu. Celkem bylo vyfiznuto 18 bandi (oznaceno
cerveng).

1.2 34 56 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Obrdzek 12 Vysledky DGGE a vyfezdni bandu
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Fylogeneticky strom, ktery byl generovan po ziskani genti 16S rRNA s vysledky
elektroforézy podle BMI pacientli 1-23, sestaveny dle maximalni pravdépodobnosti, kdy B
znaci 1. stupen nadvahy, C znaci 2. stupenn nadvahy a D znaci 3. stupefi nadvahy (viz obrazek
Cislo 13).

Obrdzek 13 vysledky DGGE podle BMI
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Vysledky DGGE neukazaly zadné velké rozdily mezi sledovanymi pacienty. Divodem
bylo, ze vzorky si byly hodné podobné (viz obrazky 14 a 15). Mezi vzorky nebyly nalezeny

zadné odchylky ¢i vykyvy.

Obrdzek 14 Vysledky PCR-DGGE 1-23 podle BMI

Obrdzek 15 Vysledky PCR-DGGE 1-23 podle BMI
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5.4.1.1 Seznam vyfFiznutych bandu

Po vyfiznuti bandl byly urCeny u jednotlivych pacienti bakterie s procentualni shodou
s databazi. Pro urCeni musela byt shoda vyssi nez 97 %. S 99 % shodou byla u pacienta ¢islo 3
urcena bakterie Enterococcus faecium, dale byla urCena u pacienta ¢islo 13 se 100 % shodou.
Bakterie Enterococcus faecalis byla urCena u pacienta ¢islo 1 se 100 % shodou, u téhoz pacienta
byl dale uren rod Enterococcus spp. se 100 % shodou u bandu Cislo 7. U pacienta ¢islo 4 byla
$ 99 % shodou urCena bakterie Blautia pseudococcoides. U pacienta ¢islo 14 s 99 % shodou
byla uréena bakterie Blautia faecis. NejcCastéji byly urCené nekultivovatelné bakterialni klony,
a to u zbytku vyfiznutych bandi pacienta (viz tabulka ¢. 2).

Tabulka 4 Seznam bakterii identifikovanych z vystrizenych bandt

Pacient | Vyriznuty | Identifikace | Oznaceni Vysledky Procenta
(odbér) | band sekvence sekvenovani shody
(%)
3(D 1 GFZ253 1R Enterococcus faecium 99
GFEZ254 IF
1 (IIT) 2 GFZ255 2R Enterococcus faecalis 98
GFZ256 2F
2 (IT) 3 GFZ257 3R Nekultivovatelna bakterie 100
GFZ258 3F
4 (D) 4 GFZ259 4R Blautia pseudococcoides 99
GFZ260 4F
12 (D) 5 GFZ261 5R Nekultivovatelny bakterialni
klon
GFZ262 S5F 100
13 (D) 6 GFZ263 6R Enterococcus spp. 100
GFEZ264 6F
13 (D) 7 GFZ265 7R Enterococcus faecium 100
GFZ266 7F
1311 |8 GFZ267 8R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GFZ268 8F
14 () 9 GFZ269 9R Nekultivovatelny bakterialni | 99
klon
GFZ270 9F
14 () 10 GFZ271 10R Blautia faecis 99
GEZ272 10F
14 () 11 GFZ273 11R Blautia faecis 99
GEZ274 11F
9(D 12 GFZ275 12R Nekultivovatelny bakterialni | 99
klon
GFZ276 12F
10 () 13 GFZ277 13R Nekultivovatelny bakterialni | 98
klon
GFZ278 13F
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10 () 14 GFZ279 14R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GEZ280 14F
101D |15 GFZz281 15R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GFZ282 15F
12D |16 GFZ283 16R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GFEZ284 16F
3 (IID) 17 GFZ285 17R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GFZ286 17F
7 (IT) 18 GFZ287 18R Nekultivovatelny bakterialni | 100
klon
GFZ288 18F

5.4.1.2 Zaznam chromatogramu z aligmentu sekvenci

Ukazka ze zaznamu chromatogramu z aligmentu sekvenci (viz obrazek cislo 16). Byly

pouzity 4 rizné barvy — kazdy nukleotid je barevné odlisen.

Obrdzek 16 ukdzka z aligmentu sekvenci
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5.4.1.3 Chromatogram pro zaznam sekvenovani DNA

Chromatogram vyuziva 4 barev, kazda barva zastupuje jednu sekvenci. Chromatogram
umoziuje sledovat zaznam sekvenovani. Data byly ru¢né zkontrolovana a byly odstranény
chyby na zacatku a na konci sekvence. Pro lepsi Citelnost byl chromatogram po vyfiznuti
rozdélen do dvou tadku (viz obrazek 17).

Sekvence 42112533 Vzorky 16147 Kvalita 0-9 —

Baze 388 10-19 —

Primérny rozestup 42.0 20-29

Primérna kvalita 10: 171, 20: 31, 30: 144 >=30 =

B0 70 80
CTCTAACAACAGAGTTTTACGA

Obrdzek 17 Chromatogram sekvenovadni

5.4.1.4 Seznam pouzitych tabulek vyriznutych z programu ve formatu FASTA
srovnavajici aligmenty DNA pro odpovidajici si sekvence:

> GFZ265_42112656_42112656
TTAGGATACCGTCAAGGGATGAACAGTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAAC
AGAGTTTTACGATCCGAAAACCTT
CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGCTGCC

TCCCGTAGGAGA - sekvence se shodou pro bakterii Enterococcus faecium

> GFZ271_42112717_42112717
GCATAGGACCGTCATTATCTTCCCTGCTGATAGAAGTTTACATACCGAGATACTTC
TTCCTTCACGCGGCGTCGCTGCAT
CAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGCTGCCT
CCCGCT - sekvence se shodou pro bakterii Blautia faecis.

Sekvenovani bylo provadéno firmou Eurofins. Pro zarovnani sekvenci byly pouzity softwary
BioEdit a Genious. K vyhodnoceni byl pouzit internetovy program  Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Shoda musela byt vétsi nez 97 %.
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6 Zavér

Pti 1écbe antibiotiky ve skupinach rozdélenych podle tydna trvajici 1é¢by byly znatelné
rozdily v bohatosti mikrobioty mezi analyzou, ktera probéhla po 1 tydnu a analyzou, ktera
probéhla po 10 tydnech antibiotické 1écby.

V souvislosti mezi druhem uzivanych antibiotik a riznorodosti mikrobioty nebyl prokazan
zadny vyznamny rozdil.

Naopak prekvapujicim zjisténim bylo, ze u skupin sledovanych podle BMI byla druhova
bohatost nizsi u pacientd s normalni hmotnosti oproti ostatnim skupinam (dle stupné obezity),
a naopak skupina trpici obezitou meéla vyznamné vyssi druhové bohatou mikrobiotu oproti
ostatnim skupinam pacienta (dle stupné obezity).

Ve vzorcich stolice byly nejcastéji detekovany bakterie rodu Firmicutes, jejichz pocty vzrustaly
s poctem tydnd antibiotické 1écby. Mnoho vyzkumu ukazuje, Zze obezita souvisi s vyS§im
poctem bakterii Firmicutes, ackoliv toto tvrzeni nebylo dostatecné védecky prokazano. Jednim
z divodi muze byt to, ze mikrobiom je velmi individualni pro kazdého jedince. Napriklad
Duan et al. 2021 ve svém vyzkumu publikoval, ze kmen Firmicutes u skupiny obéznich jedinca
byl v niz§im poctu nezli kmen Bacteroidetes, coz souhlasilo se ziskanymi vysledky. Naopak
Schwiertz et al. 2010 u svého vyzkumu prokézal, Ze obézni jedinci ve sledované skupin€ méli
kmen Bacteroidetes ve vys$§im pomeéru nezli Firmicutes.

Dale v nasi studii byly detekovany kmeny Bacteroidetes, Proteobacteria a Actinobacteria, u
kterych ale zastoupeni klesalo.

Oproti vysledkim NGS byly PCR DGGE identifikovany konkrétni bakterie z kmene
Firmicutes, a to rody Enterococcus a Blautia. VétSina z vyfiznutych bandi a zkoumanych
bakterii byly nekultivované.

Sekvena¢ni metody jednoznacné umoznily vyvoj populacnich studii pfi mapovani mikrobiomu.
Vysledky, které tyto studie pfinesly, vyznamné prispély k rozSifeni znalosti a upfesnéni
struktury mikrobioty u zdravych i nemocnych jedinci. Modulace stfevni mikrobioty se jevi
jako vyznamny nastroj pro pfedchazeni metabolického syndromu (DM II) a tim by mohlo byt
zabranéno komplikacim diabetické nohy, a 1 mnoha dalSim onemocnénim.

Na zakladé vysledku bylo prokazano, ze antibioticka terapie ovliviuje stfevni mikrobiom, tudiz
hypotézu potvrzujeme.
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