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Monitoring komenzalnich anaerobnich bakterii
V dutiné ustni a stievé Clovéka

Souhrn

V lidském gastrointestinalnim traktu nalezneme velké mnozstvi mikroorganismu, které
maji zasadni funkce pfi udrzovani zdravi clovéka. Typickymi zastupci jak v dutin€ Gstni, tak ve
stfevé Cloveéka, jsou komenzalni bakterie z celedi Bifidobacteriaceae. Za urc¢itych podminek
vSak nekteré bakterialni taxony mohou byt spojovany i s nezadoucimi efekty. V této souvislosti
jsou diskutovany bakterie rodu Fusobacterium, u nichz byla prokazana souvislost s fadou
onemocnéni.

Cilem praktické c¢asti této diplomové prace bylo kultivacni stanoveni poctu bakterii
z Celedi Bifidobacteriaceae a dalSich bakterialnich komenzala piitomnych ve vzorcich slin
a stolice darct bez zjevnych zdravotnich obtizi (n = 30). Dale byla cilem izolace, nasledna
identifikace detekovanych bakterii, jejich selekce, izolace DNA a nésledné uloZeni do sbirky
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zem&délské univerzity v Praze.

U vsech sledovanych skupin bakterii byly detekovany statisticky vyznamné niz$i pocty
ve slindch v porovnani se vzorky stolice. Primérné celkové pocty bakterii z Celedi
Bifidobacteriaceae na selektivnim médiu, S mupirocinem a kyselinou octovou, ve vzorcich slin
dosahovaly hodnot 7,29 = 0,55 log KTJ mL™ a ve vzorcich stolice 8,92 + 0,58 KTJ g*. Na
druhém selektivnim médiu, obohaceném jesté o norfloxacin, byly detekovany jejich praimérné
hodnoty 7,09 + 0,73 KTJ mL™ ve vzorcich slin a 8,95 + 0,72 KTJ g* ve vzorcich stolice.
Bakterie rodu Fusobacterium, které byly stanoveny na selektivnim médiu s kyselinou
nalidixovou a vancomycinem, dosahovaly primérné hodnoty 8,14 + 0,54 KTJ mL™ ve vzorcich
slina 8,80+ 0,77 KTJ gl ve vzorcich stolice. Ze vech selektivnich médii bylo celkem odebrano
1080 bakterialnich izolatu, které byly dale morfologicky analyzovany a identifikovany za
vyuziti metody MALDI-TOF MS.

Z cilenych skupin komenzélnich bakterii byly nej¢astéji detekovanymi bakterialnimi rody
v dutiné ustni Prevotella, Alloscardovia, Schaalia, Bifidobacterium, Fusobacterium,
Veillonella a Rothia, zatimco nejvice zastoupenymi rody ve stievé byly Bifidobacterium,
Bacteroides a Phocaeicola. Na zakladé identifikace, jedinecnosti a morfologické variability
bylo poté vyselektovano 174 izolatd ze vzorka slin a 187 izolat ze vzork stolice. Tyto izolaty
byly uloZeny do sbirky jako kontrolni skupina pro budouci srovnani s onkologickymi pacienty
vedenymi ve FN Kralovské Vinohrady v ramci vznikajiciho vyzkumného projektu. Soucasti
sbirky je také DNA uchovanych izolatd a celkovd DNA vSech vzorkil slin a stolice pro
molekulérné-genetické analyzy.

Klicova slova: mikrobiota; kultivace; Bifidobacterium spp.; Alloscardovia spp.;

Fusobacterium spp.



Monitoring of commensal anaerobic bacteria in the
human oral cavity and intestine

Summary

In the human gastrointestinal tract, we find many microorganisms that have
a fundamental function in maintaining human health. Typical representatives both in the oral
cavity and in the human intestine are commensal bacteria from the Bifidobacteriaceae family.
Under certain conditions, however, some bacterial taxa may also be associated with undesirable
effects. In this context, bacteria of the genus Fusobacterium are discussed, which have been
shown to be associated with several diseases.

The aim of the practical part of this diploma thesis was the cultivation counts
determination of bacteria from the Bifidobacteriaceae family and other bacterial commensals
present in saliva and stool samples of donors without obvious health problems (n = 30).
Furthermore, the goal was the isolation, subsequent identification of the detected bacteria, their
selection, DNA isolation and subsequent storage in the strain collection of the Department of
Microbiology, Nutrition and Dietetics of the Czech University of Life Sciences Prague.

For all monitored groups of bacteria, statistically significantly lower numbers were
detected in saliva compared to stool samples. The average total numbers of bacteria from the
Bifidobacteriaceae family on selective medium, with mupirocin and acetic acid, in saliva
samples reached values of 7.29 + 0.55 log KTJ mL™ and in stool samples 8.92 + 0.58 KTJ g™.
On the second selective medium, enriched with norfloxacin, their average values were found to
be 7.09 + 0.73 KTJ mL™ in saliva samples and 8.95 + 0.72 KTJ g in stool samples. Bacteria
of the genus Fusobacterium, which were determined on a selective medium with nalidixic acid
and vancomycin, reached an average value of 8.14 + 0.54 KTJ mL in saliva samples and
8.80 = 0.77 KTJ gt in stool samples. A total of 1080 bacterial isolates were collected from all
selective media, which were further morphologically analysed and identified using the MALDI-
TOF MS method.

Of the targeted groups of commensal bacteria, the most frequently detected bacterial
genera in the oral cavity were Prevotella, Alloscardovia, Schaalia, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Veillonella and Rothia, while the most represented genera in the gut were
Bifidobacterium, Bacteroides and Phocaeicola. Based on identification, uniqueness, and
morphological variability, 174 isolates from saliva samples and 187 isolates from stool samples
were then selected. These isolates were stored in the strain collection as a control group for
future comparison with oncology patients treated at the Kralovské Vinohrady Medical Centre
as part of an emerging research project. The resulting collection also includes the DNA of
preserved isolates and the total DNA of all saliva and stool samples for molecular genetic
analyses.

Keywords: microbiota; cultivation; Bifidobacterium spp.; Alloscardovia spp.; Fusobacterium
spp.
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1 Uvod

Lidské télo je domovem velkého mnozstvi mikroorganismi, které vytvareji komplexni
spolecenstvi (Dekaboruah et al. 2020). Tato koexistence je obvykle harmonicka a pro hostitele
prospésna, jedna se o tzv. komenzalni organismy (Tlaskalova-Hogenova et al. 2004). Vzhledem
k jedine¢nosti kazdého ¢lovéka, ktera je dana jeho pivodem, genetikou a Zivotnim stylem, se
predpoklada, Ze je mikrobiom mezi jednotlivci unikatni podobné jako otisk prstu (Goodrich et
al. 2014; Lopez et al. 2022). Mikroorganismy bézn¢ nalezneme na kazi, v dychacim, mo¢ovém,
reprodukénim a gastrointestinalnim traktu (Sender et al. 2016; Dekaboruah et al. 2020). Maji
zasadni funkci pfi udrzovani zdravi, kdy jejich potencialni pfinos spo¢iva v fadé¢ mechanismu,
naptiklad pii prevenci kolonizace patogeny, modulaci imunitniho systému, vyuziti hostitelem
nestravenych zivin, detoxikaci, stimulaci bunétné diferenciace, zlepSeni bariérové funkce
a stimulaci osy stfevo-mozek (Marco 2021; Panthee et al. 2022). Piestoze maji potencialné
prospésné funkce, za uréitych podminek jsou nicméné schopny piekonat ochranné reakce
hostitele, zpusobit patologické G¢inky a vést tak ke vzniku fady onemocnéni (Tlaskalova-
Hogenova et al. 2004).

Vyznamnou skupinou komenzalnich mikroorganismil v dutiné Ustni a sttevé ¢loveka jsou
bakterie z ¢eledi Bifidobacteriaceae. Bifidobakterie patii mezi prvni mikroby, které kolonizuji
Prestoze jsou Vv dospélosti obvykle detekovany v nizSich hladinach, jejich Cetnost zlstava
relativné stabilni (Odamaki et al. 2016). Tyto bakterie rozkladaji pro hostitele nestravitelné
sacharidy a zvySuji mu tak zisk energie ze stravy. Piispivaji také K udrzovani stfevni eubiozy
(Louis et al. 2007; Chassard & Lacroix 2013). Naopak jejich pokles je ¢asto spojovan s riznymi
negativnimi zdravotnimi disledky (Odamaki et al. 2016; Riviere et al. 2016). | z tohoto diivodu
jsou nékteré z nich pouzivany jako probiotika (O’Callaghan & Van Sinderen 2016). Ptestoze
je fada komenzalnich bakterii hostiteli pfinosem, za urc¢itych podminek mohou byt naopak
spojovany i s nezadoucimi efekty na jeho zdravi. V soucasn¢ dobé jsou cCasto diskutovany
bakterie rodu Fusobacterium, které se mohou podilet na tvorbé zubniho plaku a predchazet tak
vzniku periodontalnich onemocnéni (Lamont et al. 2018; Alon-Maimon et al. 2022). Mimo to
jsou také spojovany srozvojem mnoha systémovych onemocnéni, zejména S ruznymi
extraoralnimi nadory (Al-Hebshi et al. 2017; Yamamura et al. 2019).

Komenzalni charakter mikroorganismi je tedy znac¢né ovliviiovan samotnym hostitelem
(Chen et al. 2021), ale také prostfedim a celou fadou faktort, které prispivaji k posuntim ve
zménach slozZeni oralni a stfevni mikrobioty a budou dale diskutovany v ramci literarni resSerse.
Samotna analyza mikrobioty v souvislosti s témito mikroorganismy je velmi dilezitd pro
pochopeni interakci mezi komenzalnimi mikroorganismy a hostitelskym organismem. Tyto
interakce mohou byt naptiklad vyuzity k navrhovani riznych terapeutickych strategii, které cili
na zlepSeni zdravi, a také podporu celkové obranyschopnosti hostitele (Khan et al. 2019; Brown
et al. 2021).



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Hypotéza

Predpokladame, ze v dutiné ustni ive stfevé Cloveka bez zdravotnich obtizi budou
pritomny komenzalni bakterie z ¢eledi Bifidobacteriaceae, jejichz zastoupeni bude vyssi ve
stieve. Zaroven predpokladame, ze pro kazdé prostiedi budou specifické jiné rody a druhy
téchto bakterii.

2.2 Cile

Cilem této prace bylo vytvorit piehlednou literdrni reSersi na zaklad¢ aktudlnich
védeckych poznatkil o komenzéalni mikrobioté traviciho traktu ¢lovéka, zejména se zamétenim
na dutinu ustni a stfevo. Déle bylo cilem kultivaéni stanoveni poctu bakterii z celedi
Bifidobacteriaceae a dalSich bakterialnich komenzall pfitomnych ve vzorku slin a stolice lidi
bez zjevnych zdravotnich obtizi. Izolace a nésledna identifikace detekovanych bakterii, jejich
selekce, izolace DNA a nasledné ulozeni do sbirky bakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy
a dietetiky.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiom

V roce 1988 byl poprvé definovéan termin mikrobiom jako kombinace slov mikro a biom
a byl popsan jako charakteristicka mikrobialni komunita obyvajici pfiméiené dobte definované
prostiedi, které ma odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti a netykd se pouze pfislusnych
letech bylo publikovano mnoho dal$ich definic tohoto terminu, pficemz nejcitovanéjsi do roku
2020 popisuje mikrobiom Vv ekologickém kontextu, jako spolefenstvi komenzalnich,
symbiotickych a patogennich mikroorganismi v téle hostitele ¢i v jiném prostiedi (Lederberg
& McCray 2001). Aktualni definice je zalozena na pivodnim vysvétleni z roku 1988,
roz§ifeném o vysvétleni odlisnosti pojmi mikrobiom a mikrobiota (Obrazek 1). Mikrobiom lze
definovat jako charakteristickou mikrobialni komunitu, ktera obyvéa ptesné¢ definované
stanoviste s odlisSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Neni vztaZzena pouze na zacastnéné
mikroorganismy, ale zahrnuje také jejich dé&jisté aktivity neboli mikrobialni struktury,
metabolity, mobilni genetické prvky fagy a viry, ¢imZz dochdzi k vytvoteni specifickych nik.
Mikrobiom tak vytvaii dynamicky a interaktivni mikroekosystém, nachylny ke zménam v Case
a mé&fitku, integrovany do makroekosystému a ma zasadni vliv na jejich funkci a zdravi. Termin
mikrobiota potom zahrnuje vSechny zivé organismy patiici do ruznych #i8i (Prokaryota —
Bacteria, Archaea, Eukaryota — napf. prvoci, houby, fasy) v ramci daného stanovisté (Berg et
al. 2020).

Mikrobiom

Mikrobiota 4 "Dé&jisté aktivity"

Bakterie = Archea Mikrobialni strukturni prvky
Proteiny/ XE g Fa
Houby Protista P:;:: d_:.‘ Lipidy Polysacharidy
Rasy Nukleove kyseliny

Strukturdlni DNA/RNA

Mobilni genetick# prvky

Vaitinivnéjii strukturdloi vietnd virb/figs, reliktni DNA

prvky
Mikrobidlni metabolity
Ekologické Signalni | (Anjorganicls
piedpoklady molekuly Toxiny wolekuly

Biom: pfiméfend dobrfe definované stanoviité, které md vyrazné bio-fyzikilnd-chemické viastnosti

Obrazek 1: Schéma zdtiraziujici slozeni terminu mikrobiom obsahujici jak mikrobiotu (spolecenstvo mikroorganismit), tak
jejich ,,divadlo aktivity* (strukturni prvky, metabolity/signalni molekuly a okolni podminky prostfedi). Upraveno dle Berg et
al. (2020).

Mikroorganismy jsou vSudyptitomné a vzajemné se ovliviiuji. Symbiotické interakce probihaji
nejen mezi mikroorganismy téhoz druhu, ale také mezi odlisnymi druhy, rody a doménami
zivota a maji rizné disledky pro mikrobidlni zdatnost, pro popula¢ni dynamiku a funkéni
kapacity v ramci mikrobiomu (Banerjee et al. 2018; Berg et al. 2020). Tyto interakce mohou
byt pozitivni, potom se jedna o mutualismus (+/+), synergismus nebo komensalismus (+/0).

10



Pokud nebyl pozorovan ucinek na funkéni kapacity nebo zdatnosti interagujicich
mikroorganismi jedna se o interakce neutralni. Jestlize jsou interakce negativni, mluvime
konkrétné¢ o amensalismu (0/-), v€etné predace (+/-), parazitismu (+/-), antagonismu nebo
kompetici (-/-) (Berg et al. 2020).

Dulezité je také zminit interakce na urovni hostitel-mikrob. Pfedpoklada se, Ze hostitelé
a jejich mikroby se vzajemné koevolu¢né vyvijeli, ale existuji dvé rtizné teorie koevolu¢niho
vyvoje. Podle prvniho, tzv. separa¢niho ptistupu Ize mikroorganismy v zavislosti na jejich
interakci s hostitelem rozdé€lit na prospésné, patogenni a neutralni. V piipadg, Ze je koevoluce
hostitele a jeho mikrobioty zalozena na negativnich interakcich, jednd se o koevoluci
antagonistickou, pokud je zalozena na pozitivnich interakcich, mluvime o koevoluci
mutualistické (Lederberg & McCray 2001; Berg et al. 2020). Pozitivni interakce se mohou
vyvinout smérem k obligatnim symbidzam, vertikalni dédi¢nosti a k metabolické spolupraci
(O’Brien et al. 2019). Druhy, tzv. holisticky pfistup nahliZi na hostitele a jeho mikrobiotu jako
na jednu spolecné se vyvijejici jednotku, tzv. holobiont. Podle tohoto pfistupu je prospésna
souhra doprovazena eubidzou, vysokou diverzitou a uniformitou pfislusné mikrobioty, které
jsou zodpovédné za udrzeni zdravi holobionta. Naopak chorobny stav holobionta ¢asto koreluje
s mikrobialni dysbiozou, nizkou diverzitou a variabilitou pfislusné mikrobioty (Zilber-
Rosenberg & Rosenberg 2008; Hooks & O’Malley 2017; Berg et al. 2020).

3.2 Lidsky mikrobiom

Lidské télo je kolonizovano biliony mikroorganismu, véetné eukaryot, archaea, riznych
druht bakterii a virti (bakteriofagti i lidskych vir). Spole¢né tyto organismy a jejich geneticka
vybava vytvareji neustdle se ménici mikrobidlni komunitu, sidlici v riznych oblastech téla,
znamou pod pojmem lidsky mikrobiom (Ursell et al. 2012; Sender et al. 2016). Je tvofen
nejméné 20 miliony jedine¢nych mikrobidlnich genli a pfedstavuje ohromnou genetickou
slozku ve srovnani s 20 000-25 000 lidskymi geny v genomu ¢lovéka (Proctor 2016). Tyto
mikroorganismy nalezneme na péti hlavnich oblastech téla - na kizi, v dutiné Gstni a celém
gastrointestinalnim traktu, dale v respira¢nim a urogenitalnim traktu a ptedstavuji zhruba 1—
3 % celkové hmotnosti jedince (Ruan et al. 2020).

Mikrobialni diverzita v kazdé z téchto lokalit je jedinecnd, odliSuje se svym slozenim
a funkci a koreluje se zdravotnim stavem jedince, jeho genotypem, stravou ¢i Zivotnim stylem
(Redinbo 2014). Clovék ziskava vyznamné mnozstvi mikrobioty b&hem porodu od své matky.
Toto mikrobialni spolecenstvo je velmi dynamické a dochazi k jeho postupnému vyvoji ve
vysoce rozmanity ekosystém. Behem prvnich tii let Zivot se neustdle méni, a poté se stava
relativné stabilni, stidle vSak dochdzi k Cetnym malym zméndm behem détstvi, dospivani,
sttedniho véku a staii (Palmer et al. 2007; Redinbo 2014; Rogier et al. 2014; Bhatt et al. 2017).

Soucasti lidské mikrobioty jsou pro ¢lovéka prospésné mikroorganismy. Rozmanitost
téchto mikroorganismti v lidském téle ma dilezitou roli pro udrzeni zdravého stavu. Jejich
potencialni piinos spoc¢iva v fadé jiz zminénych mechanismu (Marco 2021; Panthee et al.
2022).

Prestoze zna¢né mnozstvi mikrobli vykondva nejriznéjsi funkce dilezité pro hostitele,
muze se stat, ze dojde k naruseni rovnovahy slozeni a funkce mikrobiomu, K tzv. mikrobialni
dysbidze vedouci k fadé onemocnéni (Cho & Blaser 2012; Wang et al. 2017). Mezi tato
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onemocnéni patii napiiklad infekéni onemocnéni, diabetes mellitus, nemoci dychacich cest,
duSevni ¢i psychickda onemocnéni, onemocnéni jater, gastrointestindlni karcinomy,
autoimunitni onemocnéni ¢i fada dal$ich (Liu et al. 2004; Wang et al. 2017; Sharma & Tripathi
2019).

3.3 Mikrobiom gastrointestinalniho traktu

3.3.1 Mikrobiom dutiny astni

v

V dutin¢ ustni nalezneme druhou nejvétsi a nejrozmanitéjsi mikrobiotu v lidském téle.
Teplé a vlhké prostfedi v ustech vyhovuje rGstu mnoha mikroorganismi, kterym jsou
poskytnuty Ziviny ve formé proteint ¢i glykoproteind slin (Van’T Hof et al. 2014). V ustni
duting je obsazeno pies 770 bakterialnich druht spolu s houbami, viry a prvoky (Kilian et al.
2016; Kitamoto et al. 2020). Jedna se o komplexni prostiedi, které zahrnuje odlisna mikrobialni
stanovis$té propojena tokem slin jako jsou zuby, jazyk, bukalni ryha, tj. oblast, kde dasen
piechazi do tvare, bukalni sliznice, gingiva, tvrdé patro, patrové mandle, supragingivalni
a subgingivalni plaky z povrchu zubt (Costalonga & Herzberg 2014; Kilian 2018).

Celkové mnozstvi bakterii lokalizovanych v duting ustni je az 10* kolonie tvorici
jednotku na gram (KTJ g) (Sender et al. 2016). Bylo pozorovano 20 bakterialnich kment
a naprosta vétsina sekvenci (vice nez 95 %) patiila do jednoho ze sedmi kmenii: Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes a Saccharibacteria.
Relativni Cetnost kazdého kmene je potom variabilni v riznych ustnich oblastech (Xu et al.
2015).

Kli¢ovymi determinanty, které maji vliv na slozeni mikrobidlniho spolecenstva v rtiznych
oblastech dutiny ustni patii teplota, vlhkost, tok slin, pH, gradienty kysliku a Zivin, blizkost
slinnych zlaz, a také stni hygiena. Dulezitd je rovnéz odlisna topografie a stabilita stanovist
(Proctor & Relman 2017; Welch et al. 2020).

Mezi mista s vy$§im mnozstvim kysliku, kterd mohou byt osidlena aerobnimi ¢i
fakultativn€ aerobnimi druhy bakterii, naptiklad streptokoky, patii vnéj$i strany zubt.
Anoxické prostiedi jako naptiklad povrch zubu v gingivalni §térbiné je prostfedi vhodné pro
obligatn¢ anaerobni bakterie, konkrétné napf. bakterie rodu Fusobacterium (Simoén-Soro et al.
2013; Jakubovics 2015b).

V dutiné ustni nalezneme soucasné mekké slizniéni povrchy, tzv. exfoliacni a pevné
povrchy, které se neodlupuji, tedy povrchy zubt nebo zubnich protéz, které jsou kolonizovany
ustnimi mikroorganismy souhrnné oznacovanymi jako biofilmy (Zaura et al. 2009; Xu et al.
2015). Biofilmy zubniho plaku a sliznice maji odlisné mikrobidlni slozeni a maji piesné
definovanou prostorovou strukturu a komunitni funkce. Moznym vysvétlenim odliSnosti mlize
byt to, Ze povrchy zubti a slizni¢ni epitel poskytuji rizné receptory pro bakteridlni adhezi, dale
hraji roli antagonistické a synergické interakce druhil v ramci biofilmu, a také to, Ze neustéle se
odlupujici sliznice v Gstni dutin€ umoznuje méné €asu pro vytvofeni komplexniho biofilmu na
povrsich mékkych tkani. Kazdy kompartment biofilmu zubniho plaku provadi repertoar
biochemickych procest, které udrzuji jednotlivé buiiky. Ty interaguji mezi sebou navzajem, ale
také interaguji se svym prostiedim. Spolecné vedou tyto chemické, fyzikalni a mezibunécné
interakce mezi oralnimi mikroby ke vzniku novych vlastnosti plakovych biofilmt a holistickym
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funkcim téchto mikrobialnich komunit (Mager et al. 2003; Diaz & Valm 2020). Za
homeostatickych podminek funguji biofilmy zubniho plaku tak, aby podporovaly zdravi dutiny
ustni. Pokud vSak v dutiné ustni dojde k dysbioze, tak tyto biofilmy zprostiedkovavaji
lokalizovana onemocnéni dutiny ustni, véetné zubniho kazu a periodontadlniho onemocnéni,
a dale se také mohou podilet na systémovych onemocnénich, konkrétné naptiklad onemocnéni
kardiovaskularni (EI Kholy et al. 2015; Lamont et al. 2018).

V ramci “Human Microbiome Project” (HMP) (Res et al. 2009) je pravé oralni
mikrobiom jednou z vyzkumnych priorit. Z dutiny Gstni a orofaryngu byly odebirany vzorky z
deviti vybranych lokalit znazornénych na Obrazku 2. Konkrétné ze supragingivalniho a
subgingivalniho plaku, keratinizované dasné, tvrdého patra, bukalni sliznice, patrovych mandli,
hrdla, slin a hibetu jazyka (Huttenhower et al. 2012; Gao et al. 2018b). Na zaklad¢ vysledka
analyz odebiranych vzorki z uvedenych lokalit, |ze charakterizovat bakterialni slozeni oralniho
mikrobiomu v zavislosti na lokalité, ktera je popsana v nasledujici ¢asti.

- Subgingivalni plak
Supragingivalni plak
Keratinizovana gingiva
Patro

Bukilni sliznice
Patrové mandle

Hrdlo

Sliny

Hibet jazvka

Obrazek 2: Lokalita deviti odebranych vzorkl v ramci Human Microbiome Project. Upraveno dle Gao et al. (2018b).
3.3.1.1 Komenzalni mikrobiota v zavislosti na lokalité

Podrobnou charakterizaci komunit oralniho mikrobiomu na odebranych vzorcich
vramci HMP umoznuje metoda oligotypizace, tedy vysoké taxonomické rozliSeni podle
shodnych useki primarni struktury DNA. Vysledky ukazuji, ze mnoho mikrobialnich rodi ma
podtypy specializované na tfi odlisSné biotopové zény reprezentované zubnim plakem,
keratinizovanou dasni a hibetem jazyka. Grafické zndzornéni této biotopové specificnosti je
znazornéno na Obrazku 3. Vzhledem Kk tomu, Ze se bakterie ze vSech oblasti dutiny 0stni
dostavaji do slin, a ty jsou distribuovany po celé¢ dutin¢ ustni, tak je vétSina oralnich
mikroorganismu detekovatelnych na kterémkoliv misté Gst. Detekce téchto bakterii je vSak v az
o n¢kolik ¥adii vyssi relativni Cetnosti v misté ¢i mistech, o nichz se piredpoklada, Ze jsou jejich
pravym mistem vyskytu (Eren et al. 2014; Welch et al. 2019).
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Obrazek 3: Lokalni specificita v oralnim mikrobiomu. Barevné tecky piedstavuji druhy a poloha kazdé tecky predstavuje
relativni mnoZstvi tohoto druhu v mikrobioté na tfech odlisnych oralnich mistech: supragingivalni plak, hibet jazyka
a keratinizovana dasen. Osa y ukazuje pomér normalizované abundance taxonu v supragingivalnim plaku k jeho normalizované
abundanci ve hibetu jazyka; osa x ukazuje pomér normalizované abundance v keratinizované dasni ke stfedni normalizované
abundanci supragingivalniho plaku a hibetu jazyka. Plocha kazdé tecky je imérna primérnému vyskytu taxonu v misté jeho
nejvetsiho normalizovaného vyskytu. Barva oznacuje rod; druhy: A. sp. 473 — Alloprevotella sp. HMT 473, Ag-Actinomyces
graevenitzii; An-skupina Actinomyces naeslundii; Ao-skupina Actinomyces odontolyticus; Cm-Corynebacterium matruchotii;
F. sp. 248, Fusobacterium sp. HMT 248; Fn-Fusobacterium nucleatum; Fp-Fusobacterium periodonticum, Ga-Granulicatella
adiacens; Ge-Granulicatella elegans; Gh-Gemella haemolysans; Gs-Gemella sanguinis; Hh-skupina Haemophilus
haemolyticus; Hp-Haemophilus parainfluenzae; L. sp. 221, Leptotrichia sp. HMT 221; Lb-skupina Leptotrichia buccalis; Lm-
Lautropia mirabilis; Nf-skupina Neisseria flavescens; Nm-skupina Neisseria mucosa; P. sp. 930-Porphyromonas sp. HMT
930; Pm-Prevotella melaninogenica; Pp-Porphyromonas pasteri; Rd-Rothia dentocariosa; Rm-Rothia mucilaginosa; Sg-
Streptococcus gordonii; Sm-Streptococcus mitis; Sp-skupina Streptococcus parasanguinis; Ssal-Streptococcus salivarius;
Ssan-Streptococcus sanguinis; V. sp. 780-Veillonella sp. HMT 780; Va- Veillonella atypica; Vp 1-Veillonella parvula/dispar
skupina 1; Vp 2, Veillonella parvula/dispar skupina 2; Vr -Veillonella rogosae. Data jsou z Human Microbiome Project,
Zkratky: KG, keratinizovana daseni; HMT, lidsky mikrobialni taxon; SUPP, supragingivalni plak; TD, hibet jazyka. Upraveno
dle Welch et al. (2019).

a) Zubni plak

NejvyraznéjSim mistem, které ma vétSi pocet charakteristickych oligotypil, nez
kterékoliv jiné misto ordlniho mikrobiomu je zubni plak. RozliSujeme plak nad linii dasné, tedy
supragingivalni a plak pod linii dasné, subgingivalni, jak je znazornéno na Obrazku 4 (Eren et
al. 2014; Welch et al. 2020).

Supragingivilni plak

Subgingivilni plak

 |Keratinizovana
dasen

Obrazek 4: Supragingivalni plak, subgingivalni plak, keratinizovana dasen. Upraveno dle Welch et al. (2020).
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Oba druhy plaki se u zdravych jedincti navzajem podobaji. Faktorem, ktery je od sebe
odliSuje, je jiz zminéna dostupnost kysliku. Vyrazné vétsi zastoupeni oligotypti reprezentujicich
striktni anaeroby nalezneme v subgingivalnim prostiedi ve srovnani se supragingivalnim (Eren
et al. 2014).

Bakterialni diverzita u zubniho plaku je ovlivnéna zdravotnim stavem dutiny ustni.
Konkrétné u supragingivalniho plaku se snizuje s pfitomnosti a stupném zavaznosti zubnich
kazi (Xiao et al. 2016). Naopak u subgingivalniho plaku byla zjiSténa mens$i diverzita
Vv subgingivalnim mikrobiomu u subjektti se zdravim parodontu ve srovnani s pacienty s jinymi

v

stavy parodontu. Diverzita byla rozmanitéj$i u zanétu dasni a mirné parodontitidy.
U zavazngjSich stupiiti parodontitidy se diverzita opét snizuje (Iniesta et al. 2023).

V supragingivalnim plaku nalezneme bakterie zejména z kment Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria a Saccharibacteria. Nejcastéjsimi rody
jsou Capnocytophaga, Prevotella, Actinomyces, Corynebacterium, Neisseria, Streptococcus,
Rothia a Leptotrichia (Xiao et al. 2016).

V subgingivalnim plaku u zdravé dutiny ustni nalezneme zejména bakterie spadajici do
ptevladajiciho kmene Firmicutes, a dale kmeny Bacteroidetes, Fusobacteria, Proteobactera,

Actinobacteria, Sprirochaetes a Synergistetes. Nejhojnéjsimi rody jsou Streptococcus,
Fusobacterium a Veillonella (Iniesta et al. 2023).

b) Keratinizovana dasei a bukalni sliznice

Lokalita keratinizované dasné neni tak vyrazné jako zubni plak, ale pfesto se odliSuje
ptitomnosti specifickych oligotyptl, z nichZ nékteré jsou v menSim mnozstvi sdileny s bukalni
sliznici.

V keratinizované dasni miizeme typicky nalézt bakterie rodu Streptococcus, Gemella,
Granulicatella, Veillonella, Haemophilus, Terrahaemophilus a Fusobacterium.

Bukalni sliznice, tedy vystelka vnitini stény tvaii obsahuje zejména bakterialni rody
Streptococcus, Gemella, Rothia, Veillonella, Haemophilus, Gemella a Fusobacterium (Eren et
al. 2014).

c) Hrbet jazyka, tvrdé patro, patrové mandle a hrdlo

Posledni skupinu tvofi mikrobiota charakteristicka pro seskupeni stanovist’ hibetu jazyka,
tvrdého patra, patrovych mandli a hrdla. Vzorky z téchto stanovist se obecné navzijem
podobaji, a to jak u jednotlivci, tak i celkové (Eren et al. 2014).

Patrové mandle jsou parovym lymfatickym orgdnem, ktery ma vyznamnou roli v ochrané
sliznice proti alimentdrnim a vzduSnym patogentim (Jovi¢ et al. 2015). Je zajimavé, Ze na
patrovych mandlich byla zjisténa relativné vysoka abundance mikrobialnich spolecenstvi
charakteristickych pro subgingivalni plak. To naznacuje, Ze mandle jsou taktéZ stanoviStém pro
anaeroby v tstni mikrobioté. Tato kolonizace pravdépodobné neni inherentné patogenni,
anaopak predstavuje fyziologicky mechanismus pro povzbuzeni kontaktu potencialné
patogennich mikroorganismi s lymfoidni tkani (Eren et al. 2014).

Patro odd¢luje ustni a nosni dutinu. Je sloZzeno ze dvou ¢asti. V predni ¢asti je tvrdé
kosténé patro, kter¢ je klicové pro piijem potravy a fe¢. Zadni ¢ast tvoii mekké svalové patro,
které je pohyblivé a pti polykani uzavira nosni dychaci cesty (Bush & Jiang 2012).
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Jazyk je svalovy organ kryty sliznici s mnohovrstevnatym dlazdicovym epitelem. Je
velmi dilezity pfi oralnim zpracovani potravin, polykani a smyslovém vnimani (Wang et al.
2019).

Bakterialni rody charakteristické pro tato stanovis$té jsou Streptococcus, Neisseria,
Veillonella, Actinomyces, Fusobacterium, Gemella, Rothia, Leptotrichia, Granulicatella,
Haemophilus, Campylobacter a Selenomonas (Eren et al. 2014).

d) Sliny

Jak jiz bylo zminéno, v dutin¢ Ustni nalezneme vice mikroprostiedi, které spolu
komunikuji prostfednictvim slin (Wang et al. 2022). Jsou velice dulezité pro zdravi dutiny Gstni
a jeji odolnost vici infekcim. Sliny jsou produkované tfemi pary velkych slinnych zlaz
a mnozstvim vedlejSich malych slinnych zlaz. Jedna se o komplexni biologickou tekutinu
slozenou ptiblizné z 99 % vody, déle z anorganickych a organickych ionti, peptidi, proteind
a glykoproteinii. Hlavnimi kationty jsou kationty sodiku a drasliku. Kationty vapniku a hoi¢iku
jsou pfitomny v nizSich koncentracich. NejhojnéjSimi anorganickymi anionty jsou chloridy
a fosfaty. Ve slinach byly detekovany také organické anionty v¢etné laktatu, acetatu, propionatu
a formiatu, pravdépodobné jako disledek metabolismu bakterii zubniho plaku. Ve slindch
nalezneme antibakteridlni slouceniny (naptiklad imunoglobulin A) a enzymy. Mezi tyto
enzymy ftadime napiiklad a-amyldzu, ktera S$tépi polysacharidy na jednodussi sacharidy
a napomaha tak s travenim potravy, nebo lysozym, ktery zpisobuje degradaci bunétné stény
nékterych bakterii a tim jejich eliminaci (Humphrey & Williamson 2001; Van’T Hof et al.
2014; Chen et al. 2015; Jakubovics 2015b; Marsh et al. 2016). Mnozstvi bakterii obsazenych
ve slinach je az 10° KTJ mL™ (Sender et al. 2016).

Mezi nejcetnéji zastoupené kmeny v ramcei slinné mikrobioty fadime Firmicutes (36,38
%), Proteobacteria (31 %), Bacteroidetes (17,97 %), Fusobacteria (9,11 %) a Actinobacteria
(4,88 %). Ve slinach nalezneme 10 ptevladajicich rodt s abundancemi pies 1 %. Konkrétné
nejvice zastoupeny rod Streptococcus (22,62 %), dale Neisseria (13,86 %) a Haemophilus
(13,76 %), z ostatnich potom v sestupném potadi dle pocetnosti Prevotella, Fusobacterium,
Veillonella, Porphyromonas, Rothia, Leptotrichia a Actinomycetes znazornéno na Obrazku
5 (Wang et al. 2022).

Firmicutes-Streptococcus
Proteobacteria-Neisseria
Proteobacteria-Haemophilus
Bacteroidetes-Prevotella
Fusobacteria-Fusobacterium
Firmicutes-Veillonella
Bacteroidetes-Porphyromonas
Actinobacteria-Rothia
Fusobacteria-Leptotrichia

Actinobacteria-Actinomyces

0 5 10 15 20 25

Kmen-Rod Zastoupeni (%)

Obrazek 5: Deset mikrobidlnich rodt s abundancemi ptes 1 %. Upraveno dle Wang et al. (2022).
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Vzorky pro tuto analyzu byly ziskany ze 3 oblasti, konkrétné¢ z Itdlie, Portorika
a Spojenych statd. V ramci diverzity oralniho mikrobiomu bylo mozné kromé individualnich
rozdilt pozorovat také vyznamné regionalni rozdily, které mohou souviset s rozdily v Zivotnim
prostiedi, stravovacich zvyklostech a dalSich faktorech populaci v rtiznych regionech (Wang et
al. 2022).

vvvvvv

a) Celed Bifidobacteriaceae

Celed Bifidobacteriaceae je soudasti kmene Actinobacteria (Zhi et al. 2009).
V soucasnosti jsou do ni fazeny rody Bifidobacterium, Gardnerella a osm tzv. ,,scardovialnich*
rodi, tedy Aeriscardovia, Alloscardovia, Bombiscardovia, Neoscardovia, Parascardovia,
Pseudoscardovia a Scardovia (Pechar et al. 2017; Mekadim et al. 2019). Jedna se o bakterie
grampozitivni, anaerobni nebo fakultativné anaerobni, které nejsou opouzdiené, nevytvareji
spory a jsou nepohyblivé. Vyjimkou je rod Gardnerella, ktery je gram variabilni. Z hlediska
tvaru se jedna o pleomorfni ty€inky, které¢ se vyskytuji jednotlivé nebo v mnohobunécnych
fetizcich ¢i shlucich (Killer et al. 2010).

e Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod grampozitivnich bakterii, které jsou nepohyblivé, nevytvareji
spory a jsou ruzného tvaru. Izolované kmeny mohou byt uniformni, rozdvojené (tvar pismene
Y a V), lopatkovité, kyjovité ¢i vicenasobné vétvené. Ve svém piirozeném prostiedi jsou
obvykle tyCinkovité a za podminek, které jsou pro bifidobakterie neptiznivé, vice vykazuji
vétveni a pleomorfismus (Leahy et al. 2005).

Mezi komenzalni oralni bifidobakterialni druhy patii B. animalis, B. breve, B. dentium,
B. longum, B. scardovii a B. subtile (Mantzourani et al. 2010; Henne et al. 2015). Jedna se v§ak
také o acidogenni a acidurické bakterie, u kterych byla zjisténa souvislost se zubnim kazem
u déti i dospélych (Mantzourani et al. 2009b; Neves et al. 2018). Mnozstvi Bifidobacterium spp.
je vyznamné vys$i u skupin se zubnim kazem, a rovnéz bylo zji$téno, ze také zavaznost zubniho
kazu pozitivné korelovala s hladinami Bifidobacterium spp. (Chen et al. 2023).

Nejvice diskutovanou bifidobakterii v souvislosti s dutinou Ustni a kariogennim
potencialem je B. dentium (Henne et al. 2015). Jeho pocty na povrchu zubu bez kazu jsou velmi
nizké, ale naopak byl nalezen ve vysokych poctech v hlubokych lézich. Na rozdil od
streptokokti nekolonizuje tvrdé povrchy jako takové, ale jeho pfipojeni a proliferace je
umoznéna az po iniciaci Iéze jinymi druhy véetné S. mutans. Pfitomnost tohoto druhu mtize byt
tedy spiSe vysledkem neZ pficinou pocatecnich 1ézi (Kaur et al. 2013). To je v souladu
s pozorovanim Henne et al. (2015), ktefi analyzovali bakterialni komunitu zdravych mladych
dospélych (kontrolni skupina) a dospélych pacienti s kavitovanymi (pokrocila kategorie kazu)
a nekavitovanymi (pocate¢ni kategorie kazu) kazovymi lézemi. Polovina pacient
s kavitovanymi kazovymi Iézemi méla vyznamny pocet B. dentium, naproti tomu v pocatec¢nich
ptipadech bylo pozitivnich pouze 25 % a Vv kontrolni skupiné nebyl zadny vyskyt. B. dentium
tedy lze povazovat za velmi specificky pozdni marker progrese zubniho kazu (Henne et al.
2015).
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e Rod Alloscardovia

V dutiné Gstni nalezneme druh A. omnicolens, ktery byl dale izolovan také z moci a
mocové trubice, z krve, mandli a plicniho a aortalniho abscesu (Huys et al. 2007). Jedna se o
anaerobni, grampozitivni ty¢inky, které nevytvareji spory. O A. omnicolens je znamo jen velmi
malo, predpoklada se, ze jde o komenzalni druh dutiny Gstni a gastrointestinalniho traktu. Jeho
klinicky vyznam jako patogenniho organismu je spojovan se ¢leny mikrobioty mocovych cest
a s infekcemi mocovych cest (Mahlen & Clarridge 2009; Lainhart & Gonzalez 2018).

b) Celed’ Actinomycetaceae

e Rod Schaalia

Schaalia je rod grampozitivnich, aerobnich bakterii, které typicky tvofi rovné az mirné
zakiivené tyCinky, které se mohou vétvit. Nekteré druhy mohou mit vSak kokoidni nebo
kokobacilarni bunky. Typovym druhem v ramci tohoto rodu je Schaalia odontolytica diive
znama jako Actinomyces odontolytica, ktera b&ézné obyva dutinu Gstni (Nouioui et al. 2018).
Mimo své role komenzalniho ¢lena oralni mikrobioty miZe tento druh pusobit také jako
patogen zpusobujici onemocnéni aktinomykézu (Huang et al. 2023b). Jedna se 0 vzacnou
endogenni infekci, kterd je charakterizovana tvorbou bolestivych abscesti a destrukci tkané
(Urban & Gajdacs 2021).

¢) Celed Micrococcaceae

¢ Rod Rothia

Rothia je rod grampozitivnich, nepohyblivych, nepigmentovanych bakterii, které
nevytvareji spory a jsou nestalé vici kyselindm. Jsou schopné riistu pii aerobnich nebo
mikroaerofilnich podminkach (Georg & Brown 1967; Von Graevenitz 2004). Funkéni role rodu
Rothia v lidské mikrobioté neni znama, ale je mozné, ze jeho ekologickou roli mize byt
poskytovani metabolitti jako rastovych substratii pro vice specializované ¢leny mikrobialni
komunity jako naptiklad pro patogenni gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, které
jsou spojené s cystickou fibrézou (Gao et al. 2018a; Uranga et al. 2020).

V dutin¢ Ustni nalezneme jako soucéast bézné mikrobioty tfi druhy, prevladajici druh R.
mucilaginosa, poté R. dentocariosa a R. aeria (Tsuzukibashi et al. 2017). Jako lidsky patogen
byla poprvé identifikovana R. mucilaginosa vroce 1978 jako pfi¢ina endokarditidy po
katetrizaci (Rubin et al. 1978). Bakterie tohoto rodu se podili také na fad¢ dalSich zavaznych
infekcich zejména u imunokompromitovanych pacientti. Jsou spojeny i s infekcemi dolnich
cest dychacich, meningitidou, peritonitidou, endoftalmitidou ¢i osteomyelitidiou (Korsholm et
al. 2007; Cielo & Ullian 2013; Lee et al. 2013).

d) Celed’ Fusobacteriaceae

e Rod Fusobacterium

Fusobacterium je rod anaerobnich, gramnegativnich tyc¢inek, které nevytvareji spory
a jsou nepohyblivé (Citron 2002). Nalezneme je jako soucast bézné mikrobioty v duting Gstni,
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Vv hornich cestach dychacich, v gastrointestinalnim a urogenitalnim traktu (Hischebeth et al.
2014).

Mezi ¢leny rodu Fusobacterium je nejvice sledovanym druhem F. nucleatum (Bi et al.
2022), ktery je soucasti oralni a stfevni komenzalni mikrobioty (Citron 2002). Je naznaceno, Ze
F. nucleatum ptispiva k udrzeni zdravé sliznice v dutin¢ Gstni zvy$enim transkripce inhibitort
proteaz. Tyto protedzy jsou produkované neutrofily jako odezva na pritomnost bakterii a maji
silné prozanétlivymi Géinky s moznou destrukci tkani. Dalsi oralni druhy jako Porphyromonas
gingivalis nebo Treponema denticola produkuji vlastni serinové ¢i cysteinové proteazy
povazované za faktory virulence. Negativni ucinek téchto proteaz a proteaz produkovanych
neutrofily se vSak snizuje pravé inhibitory produkovanymi F. nucleatum (Curtis et al. 2001,
Fenno et al. 2001; Van der Reijden et al. 2006). Mimoto mtize produkovat vyznamné mnozstvi
uc¢inky (Segain et al. 2000; Pryde et al. 2002). Také podporuje sekreci lidského B-defensinu-2
(hBD-2) a okrajové také hpD-3 (Dale & Krisanaprakornkit 2001). Defensiny omezuji pocet
patogennich bakterii a chrani tak hostitelsky organismus pted infekcemi, F. nucleatum ma tedy
svou roli také v aktivaci imunitniho systému (Joly et al. 2004; Stokowa-Sottys et al. 2021).

Na druhou stranu vsak F. nucleatum napomaha naruSit hostitelsko-mikrobialni
homeostazu a predchazi tak vzniku periodontalnich onemocnéni (Hajishengallis & Lamont
2016; Lamont et al. 2018). F. nucleatum se podili na tvorbé subgingivalniho zubniho plaku. Je
dilezity ve fyzikalni interakci mezi grampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi, funguje
vlastn¢ jako ptemost’ujici organismus, ktery spojuje prostfednictvim adhesinu RadD rané oralni
kolonizatory (napf. rod Streptococcus) a pievazné anaerobni sekundarni kolonizatory
prostfednictvim adhesinu Fap2. Mezi tyto sekundarni kolonizatory jsou fazeny bakterialni
druhy spojené s periodontalnim onemocnénim jako naptiklad P. gingivalis ¢i T. denticola
(Obrazek 6) (Kolenbrander 2000; Kaplan et al. 2009; Alon-Maimon et al. 2022).

‘ . Streptococcus spp.

Fusobacterium nucleatum

\‘ Treponema denticola

[==] Porphyromonas gingivalis

Obrazek 6: F. nucleatum puisobi jako pfemostujici mikroorganismus v zubnim plaku. Upraveno dle Alon-Maimon et al. (2022).

V dusledku periodontalni infekce se muze F. nucleatum dostat do krevniho ob&hu
a migrovat ze svého primarniho mista kolonizace v duting tstni do jinych ¢asti té¢la (Hwang et
al. 2014), ¢imz muze pusobit na rozvoj mnoha systémovych onemocnéni, konkrétné napiiklad
na rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni (Salhi et al. 2019), revmatoidni artritidy (Chen et al.
2018), Alzheimerovy choroby (Wu et al. 2022), plicnich onemocnéni (Zhou et al. 2020), nebo
také na rozvoj riznych te€hotenskych komplikaci (Vander Haar et al. 2018). Dokonce bylo
prokdzano, Ze tUzce souvisi s ruznymi extraordlnimi nadory, napiiklad s kolorektalnim
karcinomem (Kostic et al. 2012), karcinomem prsu (Parhi et al. 2020), oralnim spinocelularnim
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karcinomem (Al-Hebshi et al. 2017), spinocelularnim karcinomem jicnu (Yamamura et al.
2019) ¢i karcinomem zaludku (Hsieh et al. 2018).

3.3.1.2 Vyvoj orilniho mikrobiomu

Po vice nez sto letech aktivniho vyzkumu bylo pftijato paradigma sterilni délohy. Jedna
se o trvaly predpoklad, ze lidSti novorozenci se rodi sterilni, a Ze plod se za normalnich
podminek vyviji ve sterilnim prostfedi (Funkhouser & Bordenstein 2013; Perez-Muioz et al.
2017). Nedavné studie vyuzivajici pokro¢ilé molekularni piistupy v8ak detekovaly bakterialni
DNA ve tkani placenty a v plodové vodé¢ u zen se zdravym prubéhem téhotenstvi, a tento
tradi¢ni pohled tak zpochybnuji (Aagaard et al. 2014; Collado et al. 2016). Studie,
charakterizujici placentdrni mikrobidlni komunity ukazuji, ze placenta ukryvd unikdtni
mikrobiom, ktery vykazuje vys$Si podobnost s bakteriemi nachéazejicimi se v matefském
oralnim mikrobiomu ve srovnani s jinymi misty lidského téla, jako s koznim, nosnim,
vaginalnim a stfevnim mikrobiomem (Aagaard et al. 2014; Gomez-Arango et al. 2017).

Pti vyvoji ordlniho mikrobiomu hraje dilezitou roli vertikalni pfenos, tedy ptenos
z matky na dit¢ béhem porodu nebo pozdéji pii kojeni (Dominguez-Bello et al. 2010). Na
sloZeni oralniho mikrobiomu ma vliv fada faktort. Konkrétné zptisob porodu (vagindlni nebo
cisatsky tez), ktery do znacné miry urci, se kterymi mikroorganismy — z pochvy nebo kiize, se
novorozenec setka s jako prvnimi a ma spise kratkodoby ucinek (Dashper et al. 2019). Je také
ovlivnén zpisobem vyzivy (kojeni nebo kojenecka vyziva) (Holgerson et al. 2013). Dale délkou
kojeni a 1é¢bou antibiotiky, které se zdaji mit dlouhodoby dopad (Dashper et al. 2019). Krom¢
vertikalniho pfenosu pfispiva k diverzité také prenos horizontalni, naptiklad mezi sourozenci,
¢i dal§imi lidmi, ktefti sdileji s ditétem stejné prostedi (Stahringer et al. 2012).

Ustni dutina novorozence je velmi rychle kolonizovana malym poétem bakteridlnich
taxonu a poté nasleduje rychly nartst diverzity (Dashper et al. 2019). Podily taxoni podle véku
jsou znazornény na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Charakterizace mikrobiomu slin u déti s opakovanymi odbéry (pomoci vatovych tampoént) od narozeni do
ptredskolniho véku. Vysledky jsou zalozeny na 71 détech se vzorky slin odebranymi ve véku 2 dnd, 3 a 18 mésicia 3 a 5
let. Na grafu jsou znazornény podily taxont na rodu podle véku. Upraveno dle Holgerson et al. (2020).

Béhem prvnich tifi mésicl zivota obsahuje dutina ustni jednoduchy jadrovy mikrobiom
slozeny zejména z rodua Streptococccus, Rothia, Veillonella a Gemella. U kojencti nizkého véku
byly také pfitomny taxony, které nejsou bézné detekované v dutin€ ustni a ¢asem mizi, véetné
stafylokok, ktefi jsou obvykle na lidské ktizi ¢i dalSich prechodnych druhti, které zahrnovaly

druhy stfevni a environmentalni. Vzhledem k neustadlému toku slin do gastrointestinalniho
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traktu je nepravdépodobné, ze by bakterie ptezily jako planktonni obyvatelé slin (bakterialni
druhy rostouci Vv tekutém médiu), takZze pozadavkem pro kolonizaci je schopnost adheze
k povrchim. U ranych kojencii mohou organismy pfilnout bud’ na epitelidlni tkang, nebo
Kk jinym mikroorganismim v sekundarni interakci. Je také mozné, ze ranni kolonizatofi maji
vliv na dalsi kolonizaci, protoze vyvoj bakterialni komunity je zalozen i na fad¢ synergickych
interakci, v¢etné syntrofie, kdy jedna bakterie poskytuje zdroj energie pro druhou. Ptikladem
muze byt fermentace volného cukru ordlnimi streptokoky, pii které se uvoliiuje jako produkt
laktat, tedy hlavni zivina pro bakterie rodu Veillonella (Jakubovics 2015a; Dashper et al. 2019;
Sulyanto et al. 2019).

Mezi tietim a Sestym mésicem veéku vzrista prevalence dalSich druhd, véetné ¢lent rodu
Prevotella, Granulicatella, Haemophilus, Rothia a Neisseria, coz naznacuje zavislost na
diivejsich kolonizatorech (Sulyanto et al. 2019).

Trend zvySené diverzity mikrobiomu pokracuje do raného batolecitho veku nez se
stabilizuje v raném détstvi (Dzidic et al. 2018; Dashper et al. 2019). Vznik tvrdych povrchi
zubl, a také postupné zavadéni pevné stravy je pro oralni mikrobiom dynamickym obdobim
(Dzidic et al. 2018; Arishi et al. 2023).

S konzumaci pevné stravy jsou zavedeny nové substraty pro bakterialni metabolismus,
ale také je sni spojeno postupné snizovani davky mateiského mléka. Ob¢ tyto zmény
pravdépodobné ovliviiuji rozmanitost a slozeni oralniho mikrobiomu. Kojenci, ktefi dostavaji
pevnou stravu maji vyssi vyskyt bakterii rodu Gemella, Veillonella, Fusobacterium a Neisseria
(Dzidic et al. 2018; Oba et al. 2020).

Erupce zubt miZe také ovlivnit sloZeni ordlniho mikrobiomu, a to zejména pfitomnosti
novych povrchi v dutiné Gstni pro bakterialni adhezi. Profezavani prvnich zubt ¢asto doprovazi
zavadéni pevné stravy, a proto je obtizné rozlisit mezi G¢inky téchto dvou udalosti (Kageyama
etal. 2019). Ve studii Xu et al. 2022 byly odebrany vzorky 13 t¢astnikt v péti reprezentativnich
stavech chrupu, stadiich S1-S5 (S1 — primérny vék Gcastnikt 5 mésict pied profezanim zubt,
S2 — primérné 8 mesict s profezanymi dvéma primarnimi fezaky, S3 — prumérny vek
16 mésict se vSemi profezanymi hornimi a dolnimi priméarnimi fezéky (8 zubt), S4 — primérny
veék 22 mésicil se vSemi profezanymi primarnimi stolickami (16 zubil) a posledni stadium S5 —
V plném primarnim chrupu (20 zubt1). Pro S1 byly odebirany pouze vzorky slin, pro S2-S5 byly
odebirany vzorky slin i plaku. Na Obrazku 8 je zndzornéna relativni Cetnost bakterialnich druhii
S vyznamnymi zménami v ¢ase ve slinach a plaku. Z vysledkt studie je patrné, ze se ekosystém

vvvvvv
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stadia bez profezanych zubli az po Gplnou erupci osmi piednich zubtl. Ptiblizné¢ 30 % OTU
(operacné taxonomicka jednotka) ve slinach a 70 % OTU v plaku ptetrvavalo béhem procesu
erupce ve vSech stavech chrupu. To naznacuje, zZe vétSina taxont slin je béhem erupce zubt
zmeénéna, zatimco vétSina taxon plaku ziistava.
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Obrazek 8: Relativni pocetnost bakterialnich druhll s vyznamnymi zménami v ¢ase ve slinach a plaku. Jsou uvedeny druhy
S vyznamnymi zménami v ¢ase (P <0,05), které bylo mozné detekovat ze v§ech vzorkovacich stavli chrupu. Druhy s rostoucim
(a, ¢), klesajicim (b) a proménlivym (d) trendem. Upraveno dle Xu et al. (2022).

Po primarni erupci zubt kolonizuji dutinu ustni nové taxony, véetné druhti Streptococcus,
Neisseria, Rothia, Veillonella, Corynebacterium, Gemella, Treponema a Granulicatella
(Mason et al. 2018; Xu et al. 2022). Dalsi zmény oralniho mikrobiomu mohou byt dale spojeny
s pfechodem na trvaly chrup, kdy stalé zuby jsou obohaceny o Actinomyces spp. (Shi et al.
2018).

Streptococcus spp., ktery je velmi hojné zastoupen v raném oralnim mikrobiomu béhem
prvnich sedmi let Zivota postupné klesa. Tento pokles je doprovazen narustem jinych
bakterialnich roda, napt. rodu Gemella, Granulicatella, Haemophilus, Rothia, Actinomyces,
Porphyromonas a Neisseria. Dominantni bakterialni rody ve v€ku 1--8 let jsou Streptococcus,
Gemella, Veillonella, Haemophilus, Prevotella, Granulicatella, Capnocytophaga,
Leptotrichia, Actinomyces, Corynebacterium, Fusobacterium, Nephyromonas a Porhyromonas
(Dzidic et al. 2018; Dashper et al. 2019; Holgerson et al. 2020).

3.3.1.3 Faktory ovliviiujici oralni mikrobiom

Po kolonizaci dutiny ustni dochdzi vlivem ekologické sukcese k postupnému vytvareni
stabilnich mikrobidlnich spolecenstev. Tento proces je ovlivnén fadou endogennich
a exogennich faktor®, které maji vliv na slozeni, strukturu a metabolické funkce oralnich
mikroorganismu, ¢imz pfispivaji k rozdiliim v nachylnosti k riznym onemocnénim dutiny ustni
(Li et al. 2022). Mezi tyto faktory fadime genetiku, geograficky a etnicky ptvod, stravu,
koufeni, Gstni hygienu ¢i uzivani antibiotik.

a) Genetika

Ve studii, ktera se zabyva vlivem lidské genetiky na utvafeni stfevniho mikrobiomu bylo
identifikovano mnoho mikrobialnich taxond, jejichz Cetnost byla ovlivnéna genetikou hostitele.
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Jednalo se zejména o mnozstvi stievnich bakterii, které souviseji se zdravim ¢loveéka (Goodrich
et al. 2014). Jak je to ale v pripad¢ vlivu na oralni mikrobiom neni zcela jasné.

Dve¢ studie, které se zabyvaly vlivem genetiky a Zivotniho prostfedi na oralni mikrobiom
a vyuzivaly model jednovajecnych oproti dvojvajecnym dvojcatiim, vliv genetiky na oralni
mikrobiom prokazuji. Konkrétné je podobnost ordlniho mikrobiomu vyssi u jednovajenych
dvojCat v porovnani s dvojcaty dvojvajeCnymi. Dulezitym zjisténim také je, ze ptitomné
potencialné kariogenni taxony pravdépodobné nejsou fizeny genetickymi faktory (Demmitt et
al. 2017; Gomez et al. 2017).

Hlavni ptekazkou ve zminénych studiich ale je, Ze jednovaje¢na i dvojvajena dvojcata
sdileji stejnou ¢ast genomu svych rodict, a proto nejsou pro studium ptimého ptenosu z rodict
na potomky zcela vhodné. Nov¢jsi studie piichazi s odliSnym pfistupem. Jsou zde srovnavany
geneticky pribuzné (biologické) a nepiibuzné (adoptivni) pary matka-dité. Porovnaval se zde
podil sdilenych druhti a kmenti mezi détmi a jejich biologickymi matkami, ktefi sdileji polovinu
genomu, s podilem déti a jejich adoptivnich matek, které byly adoptované pouze geneticky
neptibuznou rodinou. Zahrnuty byly pouze déti adoptované hned po narozeni z divodu
minimalizace kontaktu s mikrobiotou biologické matky. Tato studie tedy umoziuje piimo
sledovat vliv hostitelské genetiky na ordlni mikrobiotu. Jeji vysledky jsou v rozporu
z ptedchozimi zminénymi studiemi, jelikoz naznacuji, Ze hnacimi faktory mikrobidlniho
ptenosu a struktury mikrobialni komunity jsou kontakt a sdilené prostiedi a nikoliv genetika.
Na tyto vysledky také poukazuje skutecnost, ze sourozenecké a manzelské pary si byly stejné
podobné i pies rozdil v genetické ptibuznosti (Mukherjee et al. 2021).

b) Geograficky a etnicky pivod

Lidské populace pochazejici z riznych geografickych a klimatickych oblasti vykazuji
rozdily ve slinném mikrobiomu, jejichz diivody stale zbyva objasnit (Li et al. 2014).

Byl analyzovan slinny mikrobiom pivodnich obyvatel Aljasky, Némcl a Afriant.
Vysledky této analyzy vidime na Obrazku 9. U Némct a obyvatel Aljasky byl nejcastéjsim
bakterialnim kmenem kmen Firmicutes, ktery byl nasledovan v sestupném potradi kmeny
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria a Fusobacteria. U Africanii bylo toto potadi
odlisné, nejvice zastoupenym kmenem byl kmen Proteobacteria, dale potom kmeny Firmicutes,
Bacteroidetes, Fusobacteria a nejméné casty kmen Actinobacteria. U Némci a obyvatel Aljasky
byla pozorovana podobnost i na irovni rodu. Konkrétné bylo pozorovano 13 z 28 béznych rod
se stejnou Cetnosti. Afri€ané s obyvateli AljaSky sdilely se srovnatelnou Cetnosti pouze Sest
rodu (Neisseria, Campylobacter, Granulicatella, Megasphaera, Selenomonas a Actinomyces).
Némci s Africany sdileji pouze tii bakterialni rody (Actinobacillus, Aggregatibacter
a Capnocytophaga). U tii rodu (Streptococcus, Fusobacterium a Leptotrichia) byla zjisténa
podobna cCetnost ve vSech tfech skupinach a u sedmi rodt (Enterobacter, Escherichia,
Citrobacter, Gemella, Klebsiella, Rothia a Veillonella) byla odlisna abundance ve vSech tiech
pozorovanych skupindch. Dalsi rozdily mezi slinnymi mikrobiomy jsou odhaleny pfi pohledu
na alfa a beta diverzitu. Nejvyssi alfa diverzitu (druhova diverzita v ramci jednotlivce)

R4

vykazovala africkd skupina. U beta diverzity (druhova diverzita v ramci zkoumané skupiny) je
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skute¢nost opacna, nejvyssi byla pozorovana u africkych skupin a nejnizsi potom u Némcia (Li
et al. 2014).

Aljas¢ané Némci Africané

Aljas¢ané Némci Africané
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Obrazek 9: Relativni pocetnost prevladajicich rodt (>0,5 %) mezi ptivodnimi Aljas¢any, Némci a Afri¢any. Fylogeneticky
strom byl vypocten s reprezentativnimi sekvencemi v plné délce a stupnice predstavuje evoluéni vzdalenost (10 substituci na
100 nukleotidit). Bakterialni kmeny jsou oznaceny riiznymi barvami; svislé pruhy napravo od kazdého grafu oznacuji relativni
pocetnost kazdého kmene, jak je oznaceno barvami. Pfevzato z Li et al. (2014).

Pti analyze aljasské skupiny jedinci pochézeli ze ¢tyt riznych populaci. Dvé populace
puvodem z vnitrozemi Aljasky, zatimco zbylé dvé byly z oblasti podél pobiezi. Celkové tyto
Ctyfi skupiny pokryvaly vzdalenost asi 350 km, nicméné ani v jedné analyze mezi sebou
nevykazovaly zadné rozdily. Zde tedy odlisna poloha nehraje zasadni roli pii utvareni slinného
mikrobiomu (Li et al. 2014).

Pfi analyze africké skupiny byli do analyzy zapojeni jedinci ze tii skupin. Prvni skupinou
byli jedinci z kmene Batwa, zijici v Ugandé€. Tradi¢né lovci a sbéraci, ale v dusledku lidskych
aktivit nyni Zijici na hranicich lesii a zemé&délskych oblasti. A zbylé dvé skupiny s farmarskym
zpisobem Zivota pivodem ze Sierry Leone a z Demokratické republiky Kongo. Tyto tii
skupiny se od sebe vyrazné lisily, pti¢emz skupina Batwa vykazovala vyrazné vyssi diverzitu
slinného mikrobiomu (127 rodt) v porovnani se skupinou ze Sierry Leone (71 rodi) a skupinou
z Demokratické republiky Kongo (54 rodd). Na Obrazku 10 je na kolaCovych grafech
znazornéna frekvence 15 nejbéznéjSich mikrobialnich rodd v téchto skupinach. Je velmi
zajimavé, ze po porovnani nalezenych mikrobiadlnich rodi kmene Batwa s Human Oral
Microbiome Database autofi zjistili, ze téméf tietina rodli detekovanych u kmene Batwa nebyla
diive v lidské dutiné popsdna. Je tedy mozné, ze liskd Ustni dutina mize mit mnohem
rozmanitéj$i mikrobidlni komunitu a vyplyva z toho, Ze je velmi dileZité analyzovat oralni
mikrobiom u riznych populaci. Zbylé dvé skupiny vykazovaly navzijem vysSsi stupen
podobnosti, piestoze jsou od sebe vice geograficky vzdalené (Nasidze et al. 2011). Pri
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porovnani téchto tii skupin pravdépodobné hraje roli Zivotni styl, geografie, a/nebo strava (Li
et al. 2014).
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skupinach. SL — Sierra Leone, DRC — Demokraticka republika Kongo, BP — kmen Batwa. Pievzato z (Nasidze et al. 2011)

Na oralni mikrobiom také vyviji selekéni tlak etnicky ptivod (Mason et al. 2013). Pri
srovnani slozeni ordlniho mikrobiomu mezi zdravou populaci hlavnich etnickych skupin
zijicich ve Spojenych statech, tedy Afroameri¢anii, b&locht, Cifianti a obyvatel Latinské
Ameriky bylo zjisténo, ze 33 ze 77 rodi se v Cetnosti vyznamné 1iSi mezi témito Ctyfmi
populacemi. Dokonce bylo v této studii zjisténo, Zze subgingivalni mikrobialni otisk muze
uspesné rozliSovat mezi Ctyfmi etniky, a ze je mozné na zakladé slozeni mikrobiomu vzorki
subgingivalniho plaku pfedpovédét etnicky pivod jedince s 62 % ptresnosti, 58 % sensitivitou
a 89 % specificnosti (Mason et al. 2013).

c) Strava

Dlouhodobé stravovaci navyky jsou velmi dulezitym faktorem, ktery ma vliv na ustni
mikrobiom (Hansen et al. 2018). Jak jiz bylo zminéno, samotny vyvoj oralniho mikrobiomu
u kojenct je ovlivnén zpisobem vyzivy, kojenim ¢i kojeneckou vyzivou (Holgerson et al.
2013). Kojené déti maji vyssi podil bakterii rodu Streptococcus a kojenci, kteti dostavaji
umélou vyzivu maji vy$si podil bakterii rodu Actinomyces a Prevotella. Dalsi zmény potom
piichazeji spolu se zavedenim pevné stravy (Oba et al. 2020).

Je ale dulezité, ze i u dospélych 1ze modulovat oralni mikrobiotu prostiednictvim dietnich
zmén a zabranit tak rozvoji souvisejicich onemocnéni (Anderson et al. 2020). Mnozstvi
konzumovanych cukrii mé vliv na mikrobidlni profil v zubnim plaku a slinach. Bakteridlni
druhy spojené se zubnim kazem, tedy druhy s acidogennimi (produkce kyselin) a acidurickymi
(Z1jici v kyselém prostfedi) vlastnostmi jsou méné Casté u jedincii S nizkym piijmem volnych
cukru, a naopak maji ¢astéjsi vyskyt u jedinct s nadmérnym piijmem volnych cukri (Keller et
al. 2017). Denni konzumaci cukernych alkoholi vyuZzivanych jako nahrazek cukru pro prevenci
zubniho kazu vede ke specifickému vlivu na slozeni slinného mikrobiomu. Konkrétné
dlouhodoba konzumace erythritolu je spojena s nizkou prevalenci streptokokii souvisejicich se
zubnim kazem (Stsepetova et al. 2019).

Ve studii Anderson et al. (2020) se zabyvali vlivem zvySeného pfijmu sachardzy,
mlécnych vyrobkii a vlakniny na supragingivalni mikrobiotu. VSechny tyto slozky vyvolaly
vykyvy mikrobioty oralniho biofilmu, které bylo mozné detekovat jesté tii mésice po tom, co
se ucastnici navratili k ptivodni stravé. ZvySena spotieba sachardzy byla spojena se streptokoky

25



podporujicimi tvorbu zubniho kazu, coz je v souladu s vyse uvedenou studii. Zajimavé ale je,
7e Casta konzumace mléka a jogurtl ¢etnost téchto taxonl sniZzovala, a také doslo ke snizeni
drsnosti povrchu zubni skloviny. Vysoky pfijem vlakniny vedl k vysokému vyskytu prevazné
zastupcl komenzalni oralni mikrobioty. Tyto vysledky poukazuji na to, Ze mohou existovat
ruzné specifické dietni faktory, které maji preventivni G¢inky proti zubnimu kazu (Anderson et
al. 2020). Ptijem vlakniny, mastnych kyselin se stfedné¢ dlouhym fetézcem, rybich mono-
a polynenasycenych mastnych kyselin je také spojovan s bakterialni diverzitou a strukturou
spolecenstva oralni mikrobioty (Hansen et al. 2018).

Na sloZeni ordlniho mikrobiomu muze mit vliv také konzumace alkoholu. Zejména
nadmérna konzumace alkoholu muze vést k dysbiéze v oralnim mikrobiomu spojené se
zvysenou kolonizaci potencialné patogennich bakterii. Tyto zmény mohou mit potencialni
spojeni S riznymi onemocnénimi dutiny ustni, rakovinou hlavy, krku a traviciho traktu (Fan et
al. 2018).

d) Koufeni

Cigaretovy kout je zdrojem mnoha toxickych latek, které mohou naruSit mikrobialni
ekologii dutiny ustni (Macgregor 1989). Studium vlivu koufeni na oralni mikrobiom ukazuje,
ze ma jednoznacny dopad na celkové slozeni ordlni mikrobioty u kuiakti. Dochazi ke snizovani
mnozstvi komenzalnich mikroorganismu a tato ztrata muze vést ke kolonizaci patogennimi
mikroorganismy (Nociti et al. 2015; Al-Zyoud et al. 2020; Jia et al. 2021).

Vysledky ukazuji, Ze Kufaci maji zvySené hladiny rodu Streptococcus, Prevotella
a Veillonella a snizené hladina roda Neisseria a Porphyromonas. Piestoze rod Prevotella je
jednim z dominantnich rodii slinného mikrobiomu u zdravych lidi, tak jini zastupci tohoto rodu
jsou spojovani se zanétlivymi onemocnénimi a mohou také usnadiiovat karcinogenezi (Mai et
al. 2015; Larsen 2017). Naptiklad u druhu Veillonella atypica ptedchozi zpravy naznacuji, ze
redukuje dusi¢nany pfitomné ve slindch uzivatelt tabaku na dusitany, které mohou byt dale
preménény na potencialné toxické karcinogenni nitrosaminy a prozanétlivy oxid dusnaty a tyto
slou¢eniny mohou mit patofyziologické dusledky pro oralni a systémové zdravi ¢lovéka
(Bagaitkar et al. 2008; Stepanov et al. 2008).

Je zajimavé, ze se u kufdkl vyznamné zvySily obligatné anaerobni ¢i fakultativné
anaerobni rody, a naopak se snizila ¢etnost rodi aerobnich (Wu et al. 2016; Jia et al. 2021).
Tento jev ma pravdépodobné souvislost s tim, ze koufeni cigaret zpisobuje v dutin¢ 0stni
nedostatek kysliku, a mize tedy meénit ordlni mikrobidlni ekologii na zakladé vlivu na
dostupnost kysliku (Macgregor 1989; Nociti et al. 2015). U kutakd byl ale také pozorovan
pokles nékterych anaerobnich taxond, napf. Leptotrichia spp., Veillonella parvula
a Peptostreptococcus spp. Je to ovlivnéno bud’ tim, Ze jsou v cigaretovém koufi obsazeny
specifické antibiotické toxické latky, a nebo je jejich snizeni spojovano s poklesem z divodu
konkurence s bakteriemi, jejichz ¢etnost se u kutakid zvysuje (Wu et al. 2016).

Koufeni také muze podporovat bakteridlni komunitu, kterd ma snizenou schopnost
degradace xenobiotik. Vzhledem k tomu, ze oralni mikrobiota se dostava s cigaretovym
koufem do kontaktu jako prvni, tak mtize hrat dilezitou roli pfi degradaci doprovodnych
toxickych sloucenin. Byl pozorovan pokles funkénich drah souvisejicich naptiklad s degradaci
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toluenu, nitrotoluenu ¢i styrenu. Zmény, které zpiisobuji, ze oralni komunita neni schopna tyto
latky degradovat mohou mit pro hostitele potencialni zdravotni disledky (Wu et al. 2016).

U byvalych kutdkl bylo po urcité dobé pozorovano obecné podobné mnozstvi oralnich
bakterii jako u nekufaki, takze vSe naznacuje tomu, ze bakterie, u nichz dochazi z divodu
koufeni k poklesu mohou byt po ukonceni koufeni znovu obnoveny (Wu et al. 2016).

e) Ustni hygiena

Praktiky 0stni hygieny jsou velmi dilezitym vnéjSim faktorem, ktery formuje ustni
mikrobiom. Vysledkem spravné ustni hygieny je udrzovani zubniho plaku v nezralém stavu
s vysokym podilem ranych bakterialnich kolonizatord, vétSinou aerobnich nebo fakultativnich
druhti, zejména streptokokl. Dlikazy o tom byly nalezeny v depozitech plaku, které jsou
zachovany v archeologickych exemplafich. Ty maji mnohem vys$si podil anaerobnich
bakteridlnich druhii oproti soucasnému zubnimu plaku, jelikoz dozravani plaku je preruseno
prave ustni hygienou (Adler et al. 2013; Lassalle et al. 2018; Wade 2021).

Streptococcus spp., jakozto rany kolonizator zubniho plaku pfi fermentaci volného cukru
uvolnuje organické kyseliny, které jsou hlavnimi Zivinami pro bakterie rodu Veillonella
(Jakubovics 2015a). Akumulace zubniho plaku poskytuje anaerobni podminky prostiedi, ve
kterém muze byt inhibovan rust grampozitivnich streptokoku, ktery je spojovan s dobrou tstni
hygienou (Zarco et al. 2012; Mashima & Nakazawa 2014). Toto prostiedi naopak podporuje
rist anaerobnich gramnegativnich bakterii, zejména rodu Veillonella, ktery je podle nedavné
studie asociovan se Spatnou ustni hygienou a mize potencialné slouzit jako biologicky indikator
Spatné Ustni hygieny €asto vedouci k chronickym onemocnénim jako parodontitida a zubni kaz
(Zarco et al. 2012; Mashima et al. 2017).

Tyto posuny V bakteridlnim slozeni v ordlnim biofilmu se odrazeji ve slinném
mikrobiomu, kdy ve slinach pacientii s nizkym zubnim plakem byla nalezena vétsi bakterialni
diverzita nez u pacientd, ktefi maji vysoky zubni plak (Mashima et al. 2017).

f) Antibiotika

Pfi 1é¢bé antibiotiky u dospélych se zda byt slozeni oralniho mikrobiomu velmi odolné,
antibiotika vyvolavaji v oralnim mikrobiomu spise kratkodobé zmény a jejich dopad na oralni
mikrobiom je mensi nez na mikrobiom stfevni (Zaura et al. 2015).

g) Probiotika

Probiotika jsou definovana podle Organizace spojenych narodi pro vyzivu a zeméd¢lstvi
(FAO) a Svétové zdravotnické organizace (WHO) jako: ,,Zivé mikroorganismy, které pri
podani v adekvatnim mnozstvi prispivaji k priznivym ucinkiim na zdravi hostitele (Hill et al.
2014). Utinky probiotik na zdravi dutiny ustni byly pozorovany u onemocnéni dutiny Gstni
jako je zubni kaz (Ince et al. 2015), onemocnéni parodontu (K811-Klais et al. 2005), kandidové
infekce (Kraft-Bodi et al. 2015) ¢i neptijemny zapach z st oznacovany jako halitoza (Lee et
al. 2020). Pozitivni vliv maji probiotika také v souvislosti se zmirnénim nezadoucich G¢inku
pfi protinadorové radioterapii a chemoterapii, konkrétné mohou byt uzite¢na naptiklad pii 1écbé
oralni mukozitidy (Jiang et al. 2019). Nejcast&ji vyuzivané kmeny v probiotickych ptipravcich,
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které prispivaji ke zdravi dutiny ustni spadaji do rodu Lactobacillus, Streptococcus
a Bifidobacterium. Konkrétni bakterialni druhy jsou pfirozenou soucasti gastrointestinalniho
traktu a nékteré z nich osidluji zejména pravé dutinu Gstni (Mishra et al. 2020).

Pro ucinnost probiotik v dutiné ustni je nezbytné, aby obsazené mikroorganismy
odolavaly podminkach ustniho prostfedi véetné obrannych mechanismi, dale byly schopny
prilnout na kluzké povrchy a tyto povrchy kolonizovat, a také inhibovat ordlni patogenni druhy
(Nadkerny et al. 2015). Pusobeni probiotik v dutiné ustni je pfimé a nepfimé. Mechanismus
piimé interakce se zubnim plakem zahrnuje naruseni jeho tvorby soutézenim probiotickych
mikroorganismi o vazebna mista na hostitelskych tkanich a jinych bakteriich a soutézenim
0 ziviny. Probiotické druhy také mohou produkovat antimikrobidlni slou¢eniny, které mohou
inhibovat jiné oralni bakterie. Oproti tomu nepiimé plisobeni probiotik je prostfednictvim
modulace jak vrozené, tak adaptivni imunitni funkce. Je mozné, ze bakterie mlééného kvaSeni
mohou interagovat s imunokompetentnimi butikami, coz vede ke zméné produkce cytokint
anaslednym ucinkim na celkovou imunitu (Meurman 2005). Mimo modulace imunitnich
odpovédi jsou nékteré probiotické druhy schopné zvysit produkei mucinu a zlepsit bariérovou
funkci, a také podporovat angiogenezi a hojeni ran (Devine et al. 2015).

3.3.2 Mikrobiom hltanu, jicnu a Zaludku

V hltanu nalezneme mikroorganismy sidlici na rozhrani traviciho a dychaciho traktu.
VétSina bakterii hltanového mikrobiomu spada do 2 dominantnich kment Firmicutes
a Bacteroidetes, a ptedpoklada se, ze mohou mit aktivni roli v prevenci pfed infekcemi
dychacich cest a invazivnim onemocnénim tim, Ze brani riistu potencialné patogennich bakterii.
Nejhojnéj$i a nejrozsifenéj$i rody hltanového mikrobiomu jsou Prevotella, Veillonella
a Haemophilus (Gao et al. 2014; Assarsson et al. 2020).

Prvni studie vyuZivajici kultiva¢ni metody naznacovaly, Ze jicen je sterilni nebo obsahuje
jen n¢kolik malo bakterii, které se do jicnu dostavaji polykanim z Gstni ¢asti hltanu a jicnem
pouze prochazeji, nebo se naopak vraci ze zaludku gastrooezofagealnim refluxem (Gagliardi et
al. 1998). Prvni komplexni analyza zamétena na mikrobiom jicnu vsak ukazala, Ze bakterialni
diverzita je mnohem vyssi a jicnovy mikrobiom je vzdy pfitomen (Pei et al. 2004). Celkovy
pocet aerobnich i anaerobnich bakterii v jicnu je odhadovan na 10°-10* KTJ g (Sender et al.
2016). Mezi 6 nejéetnéji zastoupenych kmenii jsou fazeny kmeny Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria a Fusobacteria. Dominantnim rodem jicnového mikrobiomu je
Streptococcus, dalsimi vyznamnymi rody s Vvysokym zastoupenim potom Prevotella,
Veillonella a Fusobacterium. Odhaduje se, ze jicnovy mikrobiom muze byt tvofen pfiblizné
z 200 bakterialnich druhti (Yang et al. 2009; Sender et al. 2016).

Zaludek je pro vétsinu mikroorganismi nepiatelskym prostiedim vzhledem k produkci
a pritomnosti kyseliny chlorovodikové, a tedy velmi kyselému pH. Celkovy pocet
kultivovatelnych bakterii zaludku se pohybuje mezi 10°-10* KTJ g. Dominantnim druhem
zaludeéniho mikrobiomu u vysokého pocétu lidi zejména v rozvojovych zemich je Helicobacter
pylori, gramnegativni, mikroaerofilni bakterie, kterou fadime do kmene Proteobacteria (Frenck
& Clemens 2003; Sender et al. 2016). Infekce H. pylori ovliviiuje fyziologii Zaludku, a ma tedy
také vliv na vlastnosti zaludecni sliznice jako ekologické niky pro ostatni bakterie (McColl et
al. 2000). Pokud je tento bakterialni druh pfitomen, tak ptedstavuje az 72 % kultivovatelnych
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Zalude¢nich bakterii a je snim také spojena niz$i druhova bohatost daného mikrobiomu
(Miftahussurur et al. 2020; Parsons et al. 2017). Samotny H. pylori je na jedné strané diskutovan
jako lidsky bakterialni patogen, ktery je spojen s vyskytem u pacientti s chronickou gastritidou,
peptickym viedem ¢i rakovinou zaludku. Na druhé stran¢ ale jeho asymptomatické souziti
s ¢lovékem u vétSiny populace svéd¢i o moznosti vyskytu tohoto druhu jako nepatogenniho
mikroorganismu (Reshetnyak et al. 2021).

Nejcastéji identifikované kmeny v Zaludku bez pritomnosti H. pylori jsou Firmicutes,
nasledované Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria a Fusobacteria (Parsons et al. 2017).
Nejrozsifenéjsimi rody v zaludku jsou stejné jako v hltanu a jicnu Streptococcus a Prevotella,
dale potom Granulicatella a Neisseria (Pivetta et al. 2023).

3.3.3 Mikrobiom tenkého stireva

Tenké stievo 1ze rozdé€lit na ti'i na sebe navazujici ¢asti — dvanactnik, la¢nik, kyc¢elnik a je
mistem, ve kterém probiha traveni a vstiebavani zivin z pfijaté potravy (Kaunitz & Akiba 2006;
Sundin et al. 2017). Charakterizace mikrobioty tenkého stfeva je velmi obtizna, zejména kvili
nesnadnému pfistupu do tenkého stfeva, a také niz$i mikrobialni hustoté, ktera komplikuje
ziskani dostate¢ného mnozstvi bakterialni DNA (El Aidy et al. 2015) Celkové mnozstvi
aerobnich a anaerobnich bakterii v prostfedi tenkého stfeva je odhadovano na 10%-10% KTJ g*
(Sekirov et al. 2010). K postupnému narustu mikrobioty dochazi ve sméru od dvanactniku ke
kyc¢elniku. Tento nartst je spojen s ménicimi se podminkami prostiedi, tedy S nizsi kyselosti, a
také postupné nizsi koncentraci travicich enzymt a zaludecnich a ZluCovych kyselin, az
k dosazeni neutralné¢ alkalického pH v kycelniku (Kaunitz & Akiba 2006).

Nejhojnéjsim kmenem v tenkém stfevé je Firmicutes, zejména rody Streptococcus,
Veillonella a Gemella. Ve dvanactniku byly zjistény vys$si hladiny Bacteroidetes, v ostatnich
Castech tenkého stfeva potom pievladaly bakterie fazené do kment Proteobacteria,
Actinobacteria a Fusobacteria (Sundin et al. 2017; Seekatz et al. 2019).

3.3.4 Mikrobiom tlustého stieva

Tlusté stievo je posledni Casti travici trubice, kde dochdzi ke vstfebavani vody
a mineralnich latek, a také k fermentaci sacharidd. Lze ho rozdélit na nékolik oddild. Konkrétné
na slepé stievo, tracnik, ktery je hlavni casti tlustého stfeva a je dale ¢lenény na tracnik
vzestupny, pri¢ny, sestupny a esovitou klicku a posledni ¢asti je konec¢nik (Scheithauer et al.
2016; Ruan et al. 2020). Tlusté stievo je domovem nejslozitéjsi bakterialni diverzity s hustotou
bakterialnich bungk od 10® KTJ g? piechazejici z ilea do slepého stfeva az po 10! KTJ g?
méfeny ve stolici (Sender et al. 2016). Vysoka bakterialni diverzita a abundance je zptisobena
nékolika faktory, naptiklad stfednim nebo méné kyselym pH prostiedi, nizkou koncentraci
zlucovych soli ¢i delsim retencnim casem v disledku relativné pomalejsi peristaltiky (Walter
& Ley 2011; Ramakrishna 2013; Ghosh & Pramanik 2021).

S tlustym stfevem je spojeno zejména pét hlavnich kment: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Verrucomicrobia a Proteobacteria (Eckburg et al. 2005). Ve sloZeni zdravé
stievni mikrobioty az z 90 % dominuji kmeny Firmicutes a Bacteroidetes. Kmen Firmicutes
zahrnuje n€kolik rodu, ale nejcastéjSimi rody stfevni mikrobioty jsou Lactobacillus, Bacillus,
Enterococcus, Ruminicoccus a Clostridium, které tvoii az 95 %. Dulezité je také zminit rod
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Bifidobacterium, ktery je nejvice zastoupenym rodem z kmene Actinobacteria (Arumugam et
al. 2011).

Lidsky mikrobiom lze rozdélit do tii enterotypti (Obrazek 11) neboli tii definovanych
a Casto se opakujicich mikrobialnich spolecenstvi. Tyto bakterialni shluky nejsou ovlivnény
narodnosti, vékem, pohlavim, ale jsou ovlivnény stravou hostitele. Patii mezi né enterotyp 1
s typickou pievahou zastupct Bacteroides, enterotyp 2, jehoz indikatorem jsou zastupci rodu
Prevotella a enterotyp 3 s pfevazujicimi zastupci rodu Ruminococcus (Arumugam et al. 2011).

d Bacteroides Prevotella Ruminococcus
Hojnost 05 03 : 0.06
03 — 02+ . 04
0.1+ 0.02
0.1 e e s 00| il ]
1 2 3 1 - ; ) 3 1 2 3
Enterotyp Enterotyp Enterotyp

Obrazek 11: Analyza stfevni mikrobioty dospélych a zdravych jedinci demonstruje existenci tii shluki neboli enterotypt
zaméfenych na hlavni hybnou silu, Bacteroides, Prevotella a Ruminococcus, méfené na jejich relativni etnosti. Upraveno dle
Arumugam et al. (2011).

Dalsi analyza zaméfena na stratifikaci sttevniho mikrobiomu vedla k identifikaci pouze
dvou enterotypt, konkrétné Bacteroides, ktery je fuzovan s méné rozliSitelnym enterotypem
Ruminococcus a enterotyp Prevotella. Tyto enterotypy se vyskytuji v zavislosti na dlouhodobé
stravé. Enterotyp Bacteroides je vysoce spojen s konzumaci zivoc¢isnych bilkovin a tukd,
naopak strava s vysokym obsahem sacharidti a jednoduchych cukrt je typicka pro enterotyp
Prevotella (Wu et al. 2011).

Rada studii v nedavné dobé viak ukazuje, Ze vzorky z riiznych enterotyptl nelze jasné
oddélit do odlisnych shlukii, a Ze ve vétsing piipadl je pozorovan spise souvisly gradient (Koren
et al. 2013). Neboli, zZe distribuce enterotypi muze byt spiSe spojita nez diskrétni (Knights et
al. 2014).

Stejné€ jako komenzalni mikrobiota v dutin€ Ustni, také stfevni mikrobiota ma v lidském
téle mnoho vyznamnych funkci (Gomaa 2020). Hraje zasadni roli pfi traveni a metabolismu
(Rothschild et al. 2018). Fermentuje sacharidové substraty, které nemohou byt traveny
endogennimi enzymy a absorbovany v tenkém stievé (Chassard & Lacroix 2013; Louis et al.
2007). Je také zodpovédna za biosyntézu nékolika zakladnich vitaminu jako je vitamin K a ve
vod¢ rozpustné vitaminy skupiny B, konkrétn€ B1 (thiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin), B5
(kyselina panthotenova), B6 (pyridoxin), B7 (biotin), B9 (folaty), B12 (kobalamin), ¢imZ ma
ptiznivy vliv na zdravi hostitele (LeBlanc et al. 2013). Podili se na rozkladu xenobiotik jako
jsou léky a toxiny z prostfedi. Prostfednictvim pfimych nebo nepiimych mechanismii mtize
xenobiotika aktivovat, inaktivovat nebo je dokonce transformovat na toxické metabolity
(Maurice et al. 2013; Spanogiannopoulos et al. 2016).

Stftevni mikrobiota chrani svého hostitele také ptfed kolonizaci povrchi sliznic
exogennimi patogennimi bakteriemi (Lawley & Walker 2013), a dokonce jsou soucasti
komenzalni stfevni mikrobioty druhy, které produkuji bakteriociny neboli latky
s antimikrobidlni aktivitou. Zptsob Gcinku téchto latek se lisi v zavislosti na tfid¢ bakteriocin,
ale obecné uplatiuji svou antimikrobidlni aktivitu tvorbou port v cilové burce, degradaci
peptidoglykanu bunééné stény nebo zasahovanim do bunéénych procestu (Walsh et al. 2015).
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Komenzalni interakce s hostitelem také podporuje dozravani a fungovani vrozené
I adaptivni imunity (Cénit et al. 2014; Cheng et al. 2019). Mezi dal$i dulezitou funkci patii
napiiklad ovlivnéni komunikace mozek-sttevo. Osa mozek-stievo-mikrobiota je integrovany
komunika¢ni systém umoziiujici stfevnim mikrobim komunikovat s mozkem a mozku se
stievy (Rhee et al. 2009). Zmény v této komunikaci se podileji na riznych chorobnych stavech,
od syndromu drazdivého tra¢niku po psychiatrické a neurologické poruchy (Martin et al. 2018).

vvvvvv

a) Celed Bifidobacteriaceae

¢ Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou po vycerpani kysliku fakultativné anaerobnimi druhy, ke kterému
dochazi v prvnich dnech Zivota novorozence, dominantnim rodem piitomnym ve stievé
zdravého kojence (Favier et al. 2002). V dospélosti jsou hladiny bifidobakterii ve stfevé nizsi,
ale zlstavaji relativné stabilni. Ve stafi jejich mnozstvi opét klesa (Odamaki et al. 2016), ale je
zajimavé, ze U lidi nad 100 let véku je prevalence rodu Bifidobacterium opét vyssi (Biagi et al.
2016).

Mezi typické komenzalni druhy spojené se sttevem ¢lovéka patii B. bifidum, B. breve, B.
longum, B. infantis, B. catenulatum, B. pseudocatenulatum, B. adolescentis, B. angulatum, B.
dentium a B. pseudolongum (Turroni et al. 2009). Obecné plati, Ze B. longum subsp. infantis,
B. breve a B. bifidum jsou dominantnimi druhy u kojenct (Favier et al. 2002; Turroni et al.
2012). Druhy B. longum subsp. longum, B. adolescentis a B. catenulatum jsou nejéastéji
detekovanymi druhy u dospélych (Ishikawa et al. 2013).

Bifidobakterie maji velmi vyznamny dopad na lidské tlusté stievo ve vztahu k jejich
relativné nizkému poétu v dospélosti (Riviere et al. 2016). Nekteré kmeny bifidobakterii jsou
Siroce pouzivany jako probiotika a jejich bezpecnost je podpotfena dlouhodobou konzumaci ve
fermentovanych potravinach, a také rostoucimi znalostmi o jejich fyziologii a genomech
(Arboleya et al. 2016; O’Callaghan & Van Sinderen 2016). Naopak snizeni relativniho
mnozstvi druhd Bifidobacterium je spojeno s prijmem V dusledku uzivani antibiotik, se
zanétlivym onemocnéni stfev (IBD, zahrnujici Crohnovu chorobu a ulcerézni kolitidu),
syndromem drazdivého tra¢niku (IBS) (Riviére et al. 2016), s obezitou (Gong et al. 2022) ¢i
regresivnim autismem (Wang et al. 2011).

3.3.4.1 Vyvaoj stifevniho mikrobiomu

Mikrobialni kolonizace stfeva po narozeni je Ustfedni udélosti, kterd ovliviluje zdravi
kojence s celozivotnimi nasledky. Je proto dulezité se zaméftit na faktory, které urcuji
kolonizaci, a tedy vyvoj stievniho mikrobiomu (Lagkouvardos et al. 2023). Je ovlivnén
gestatnim vékem a fadou Casnych zivotnich udélosti jako je zpisob porodu, uzivani antibiotik
U matky a zptsob vyZivy.

Gestacéni vek, tedy odhadované stafi plodu v déloze, je pfi narozeni velmi vyznamny
faktor pro vyvoj stievniho mikrobiomu u kojenct (La Rosa et al. 2014). Je to zejména proto, Ze
o predCasn¢ narozené novorozence je vétSinou pecovano V prostiedi neonatdlni jednotky
intenzivni péce, tedy v odlisSném prostfedi z hlediska expozice mikroorganismim. Je zde
zvySené vystaveni novorozence bakterialnim druhim z nemocnice a omezeny pfistup
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K bakteriim rodi¢u. Zaroven také predcasné narozeni a hospitalizovani novorozenci podstupuji
klinickou péci, kterd se odliSuje od péce donoSenych novorozencli a zahrnuje zejména
specifické postupy krmeni, pfijem antibiotik, ventilaci ¢i zavadéni nitrozilni hadi¢ky (Zwittink
et al. 2017; Jia et al. 2020; Yap et al. 2021). Konkrétn¢ je naptiklad vliv podpory dychani
U novorozencul spojovan S vytvoienim prostfedi bohatého na kyslik v gastrointestinalnim traktu
a s prvotnim utvarenim stfevni mikrobioty s dominanci aerobnich a fakultativné anaerobnich
bakterialnich druha (Shaw et al. 2015; Zwittink et al. 2017). Vysoky vyskyt téchto druht
v kombinaci s nizkym vyskytem bakterii rodu Bifidobacterium je spojovan s riznymi
negativnimi zdravotnimi dusledky. Naptiklad s nekrotizujici enterokolitidou, kterad je hlavni
pti¢inou morbidity a mortality v této populaci, ¢i sepsi s pozdnim néastupem, kterd také z velké
Casti prispiva k pfedCasnym umrtim pied¢asné narozenych novorozenci (Groer et al. 2014,
Dong & Speer 2015; Vangay et al. 2015).

PtedCasné narozené déti se ve srovndni s donoSenymi détmi obecné 1i$i v mikrobidlni
diverzité, rychlosti kolonizace a specifickych bakterii, které osidluji prostiedi tlustého stfeva
(La Rosa et al. 2014; Jia et al. 2020; Yap et al. 2021). Rozdily jsou znazornény na Obrazku 12.
Je dulezité jesté¢ zminit, Ze poruchy ve vyvoji mikrobioty casto vedou k vyS$Sim rizikim
onemocnéni i v pozdé&j$im zivote (Zwittink et al. 2017).

Novorozenec 7 Stars{

now novorozensc v terminu Dit Dospéty dospily
(pri narozent) (pfi propuitini
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Obrazek 12: Vyvoj stievni mikrobioty v pribéhu Zivota. Relativni abundance bakterialnich kmenii jsou znazornény pro
pred¢asné narozené novorozence (pfi narozeni a pii propusténi z nemocnice), novorozence v terminu, déti, dospélé a starsi
dospélé. Relativni abundance kojenct byly odvozeny z praci Masi et al. (2021); Stewart et al. (2018); Vaiserman et al. (2017).
Upraveno dle Ahearn-Ford et al. (2022).

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje vyvoj stfevniho mikrobiomu je zpisob porodu, tedy
porod vaginalni nebo porod cisaiskym fezem (CS). Kojenci narozeni CS maji v prvnim tydnu
zivota obecné nizsi celkovou diverzitu stfevni mikrobioty ve srovnani s kojenci narozenymi
vaginalnim porodem (Rutayisire et al. 2016).

Pti prichodu plodu porodnim kandlem v pribéhu vaginalniho porodu dochazi
k vertikalnimu pfenosu vaginalni a perianalni mikrobioty matky na plod. Proto maji kojenci
narozeni timto zplisobem stfevni mikrobiom velmi podobny vaginélni a fekalni mikrobioté své
matky (Dominguez-Bello et al. 2010). Béhem tohoto typu porodu kolonizuji stfevo
novorozence fakultativné anaerobni druhy jako Escherichia coli a rody Staphylococcus
a Streptococcus. Tyto bakterie v prvnich dnech zivota novorozence vytvaieji anaerobni
prostiedi pro rast obligatné anaerobnich druha Bacteroides a Bifidobacterium spp. (Pantoja-
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Feliciano et al. 2013). Oproti tomu déti narozené CS nemaji pii narozeni zadné bakterie
vaginalniho mikrobiomu jako naptiklad Lactobacillus spp. ¢i Prevotella spp., a misto toho jsou
kolonizovany bakterialnimi rody pfenesenymi z povrchu kiize matky jako Staphylococcus,
Corynebacterium a Propionibacterium. Kojenci narozeni CS tak maji snizenou kolonizaci rody
Bacteroides, Lactobacillus a Bifidobacterium a zvySenou kolonizaci rodem Clostridium
(Dominguez-Bello et al. 2010; Rutayisire et al. 2016). Tyto rozdily v po¢ate¢nich komunitach
novorozencli mohou mit vyznamné zdravotni dusledky, protoze rody Bifidobacterium
a Lactobacillus jsou povazovany za zdravi protektivni, zatimco nékteré Staphylococcus spp.
a Clostridium spp. maji patogenni potencial (Rastall 2004; Adlerberth & Wold 2009). Naruseni
pfenosu bakterii z matky na novorozence z divodu porodu CS muze zvysit riziko obezity
(Mueller et al. 2015) a tfady onemocnéni, naptiklad celiakie (Marild et al. 2012), astmatu
(Roduit et al. 2009), zanétlivych onemocnéni stiev (Sevelsted et al. 2015) a diabetu 1. typu
(Algert et al. 2009).

Od prvniho tydne zivota do jednoho mésice véku vykazovali kojenci narozeni CS stale
vyznamng¢ niz$i hladiny Bifidobacterium spp. a vysoky vyskyt rodd Enterococcus, Klebsiella,
Haemophilus a Veillonella. Kojenci narozeni vaginalnim porodem naopak vykazovali zvySené
mnozstvi Bacteroides spp. (Hesla et al. 2014; Dogra et al. 2015). Po 30 az 90 dnech po narozeni
jiz neni druhova diverzita mezi zpsoby porodu tak vyznamna, nékteré studie ale uvadéji, ze
jsou rozdily i nadale zjistény, konkrétné rody Lactobacillus a Bifidobacterium jsou stale
hojnéjsi u vaginalné¢ narozenych kojencti (Mitsou et al. 2008; Kabeerdoss et al. 2013)
aukojencti narozenych CS jsou stale niz$i hladiny Bacteroides a vyssi hladiny
Enterobacteriaceae a Clostridium (Hesla et al. 2014; Jakobsson et al. 2014). Jakmile kojenec
dosahne véku 1 roku, je jiz do vyvoje stievniho mikrobiomu zapojeno mnoho dalSich faktord.
Je tedy velmi obtizné pfisuzovat rozdily zptisobu porodu (Jakobsson et al. 2014). Na Obrazku
13 je znazornéno srovnani stfevni mikrobioty u matek a vyvoje bakteridlnich druhi stievni
mikrobioty u jejich kojenct narozenych CS a vagindlnim porodem od 1 tydne po narozeni do
2 let (Jakobsson et al. 2014).
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Obrazek 13: Slozeni stfevni mikrobioty na tirovni rodu u matek a jejich kojenci v 1 tydnu, v 1, 3, 6, 12 a 24 mésicich. Pramérné

Niwr

Upraveno dle Jakobsson et al. (2014).

Diilezitym faktorem, ktery ma vliv na slozeni a funkci stfevni mikrobioty kojencil, je také
typ vyZzivy, ktery lze rozlisit na mateiské mléko a umélou vyzivu (Laursen et al. 2017).

Matefské mléko je zdrojem fady bakterii prospé$nych pro kojence jako jsou rody
Bifidobacterium, Lactobacillus a dalsi bakterie mlé¢ného kvaseni (Martin et al. 2003; 2009).
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Vyznamnou slozku matefského mléko tvofi oligosacharidy lidského mléka (HMO), které jsou
vV tenkém stfevé trdveny pouze Castecné a prechazeji do tlustého stieva, kde pilisobi jako
prebiotika a podporuji rust specifickych mikrobialnich komunit (Barile & Rastall 2013; Cuxart
et al. 2022). Jsou fermentovany pievazné bifidobakteriemi, jejichz produkty jsou mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) (Lawson et al. 2020), které inhibuji rtst oportunnich
patogent patiicich do ¢eledi Clostridiaceae, Enterobacteriaceae a Staphylococcaceae (Fukuda
et al. 2011; Sakurama et al. 2013; Laursen 2021).

Kojenci krmeni umélou vyzivou maji tendenci mit vyssi druhovou bohatost, ale snizené
celkové mnozstvi stfevnich bakterii, ve srovnani s kojenymi kojenci (Fabiano et al. 2021,
Chichlowski et al. 2023). Je u nich zvySena prevalence Clostridium a snizené mnozstvi
bifidobakterii (Bezirtzoglou et al. 2011; Boudry et al. 2021).

Spolu se zavadénim pevné stravy dochdzi k dulezitému posunu ve slozeni stfevni
mikrobioty (Palmer et al. 2007), ktery ma za nasledek zvySeni Cetnosti mnohych taxont,
u kterych byla zjisténa pievaha v dospélé stfevni mikrobioté jako jsou rody Bacteroides
a Ruminococcus, a také k poklesu rodu Escherichia. Do jednoho roku véku dochazi ve stievni
mikrobioté Kk podstatnému narGstu mnoha rodi zkmene Firmicutes a Kk poklesu
Bifidobacterium spp. pravdépodobné zpisobenym ukonéenym kojenim, a tedy ukoncenim
pfijmu matetského mléka (Bickhed et al. 2015). Tyto zmény vedou ke spoleCenstvu
s dominanci kmenua Bacteroidetes a Firmicutes reprezentovanymi predevsim rody Bacteroides,
Faecalibacterium, Clostridium a Ruminococcus. To se jiz podoba slozeni stifevni mikrobioty
dospélého. Dozravani stievni mikrobioty ale probiha i nadale, dokud déti nedosdhnou zhruba
veku tii let (Yatsunenko et al. 2012; Valles et al. 2014). Typicky vzorec stfevni mikrobioty pro
dospélé vSak nemusi byt zcela ustanoven az do dospivani (Greenhalgh et al. 2016).

3.3.4.2 Faktory ovliviiujici stievni mikrobiom

Podobné jako mikrobiota dutiny ustni je stfevni mikrobiota také ovlivnéna fadou faktori.
Mimo zmény zpusobené starnutim, lze uvést naptiklad genetiku hostitele, geografickou polohu,
pohlavi, socialni kontext a prostiedi, Zivotni styl, stravu a uzivani antibiotik ¢i probiotik (Huse
et al. 2008; Walker et al. 2011; Yatsunenko et al. 2012). V nasledujici ¢asti se vice zaméiime
na vliv vybranych faktord na stfevni mikrobiom.

a) Vék

Vyvoj sttevniho mikrobiomu a s tim souvisejici probihajici zmény byly popsany v prechozi
casti. V dospélosti je zdrava stievni mikrobiota relativné stabilni (Faith et al. 2013), ale muze
byt ovlivnéna jiz zminénymi faktory. Na stfevni mikrobiotu ma vyznamny dopad starnuti
(Mariat et al. 2009). N¢které fyziologické zmény a zmény zivotniho stylu spojené se starnutim
mohou byt pfispivajicimi faktory, které vedou ke zméndm stravovacich navyki a vyzivy jako
takové, vCetné ztraty chrupu, omezeni traveni v diisledku gastrointestindlni dysmotility, zmény
chuti k jidlu jako vysledek piedepsanych 1éku ¢i psychického stavu pacientll nebo zmény
zivotnich podminek, kam lze zatadit napiiklad reziden¢ni pé¢i nebo hospitalizaci v nemocnici
(Lovat 1996). Tyto zmény tak mohou nasledné ovlivnit udrzeni zdravi starnouciho hostitele.
Star$i stfevni mikrobiota je zpravidla charakterizovana poklesem mikrobialni diverzity,
zvySenim mnozstvi oportunnich patogent a poklesem druhd, které jsou spojené s produkci
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mastnych kyselin s kratkym fetézcem, zejména s produkci butyratu (Biagi et al. 2017). Pokles
produkce SCFA stfevni mikrobiotou muze naruSit imunitni systém a zplsobit rGzna
onemocnéni, vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, Ze butyrat zlepSuje protizanétlivou aktivitu
imunitniho systému (Arpaia et al. 2013). U starSich konkrétné dochazi ke zvyseni Cetnosti
bakterii kmene Bacteroidetes a Proteobacteria a ke snizeni bakterialnich rodu Bifidobacterium
a Lactobacillus (Odamaki et al. 2016).

Je zajimavé, ze u lidi ve véku 99-104 let se stievni mikrobiota vyznamné lisi nejen od
mikrobioty dospélych, ale také od mikrobioty starSich jedinci (Biagi et al. 2010). Dlouhovékost
zvySuje bohatost mikrobidlni komunity. Studie zkoumajici stfevni mikrobiotu u lidi ve véku
105-109 let odhalila nartist potencidlnich oportunnich bakterii, ale také vyssi prevalenci
mnozstvi subdominantnich, se zdravim souvisejicich bakteridlnich rodt a celedi jako jsou
Oscillospira, Christensenellaceae, Akkermansia a Bifidobacterium (Biagi et al. 2016).

b) Strava

Velmi dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje stitevni mikrobiotu je strava (Rinninella et al.
2023). Nezbytnym substratem pro stievni mikrobiotu je vlaknina, ktera sestava z ligninu,
z neskrobovych polysacharidi, konkrétné z celuldzy, hemiceluldzy, beta-glukant, pektint,
rostlinnych gum a slizt a chitinu, dale z rezistentnich Skrobi a nestravitelnych oligosacharidi
jako rafindza, stachyoza, oligofruktdza a inulin (Mudgil & Barak 2013). Sacharidové substraty,
které nemohou byt trdveny endogennimi enzymy a absorbovany v tenkém stievé prechazeji az
do tlustého stieva, kde prochazeji sacharolytickou fermentaci stievnimi bakteriemi, ktera tak
zvySuje hostiteli zisk energie ze stravy a jsou dulezitym faktorem, ktery pfispiva k rtstu
a udrzovani stfevni mikrobioty. Hlavnimi produkty mikrobidlni fermentace monosacharidi
jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem jako acetat, propionat ¢i butyrat a plyny (oxid uhlicity,
vodik a metan) (Louis et al. 2007; Chassard & Lacroix 2013). SCFA jsou rychle absorbovany
buiikami stievniho epitelu a podileji se na regulaci bunéénych procesi, jako je genova exprese,
chemotaxe, diferenciace, proliferace a apoptoza (Correa et al. 2016). Nestravitelné komplexni
sacharidy mohou podporovat proliferaci Sirsiho spektra bakteridlnich druhti se specifickymi
vlastnostmi, které mohou naptiklad uvoliovat ur¢ité mikrobialni metabolity (Maukonen &
Saarela 2015).

Nekteré slozky vlakniny mohou byt klasifikovany jako prebiotika. Definice tohoto
terminu byla aktualizovéna v roce 2017 na setkani ISAPP na ,substrat, ktery je selektivne
vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy a prinasi zdravotni prinos* (Gibson et al. 2017). Mezi
prebiotika  jsou dle aktualni definice fazeny pouze  fruktooligosacharidy
a galaktooligosacharidy. Oznaceni dal$ich slozek vlakniny (napf. pektinG ¢i celuldzy) za
prebiotika neni moZné, jelikoZ podporuji riist Sirokého spektra mikroorganismi a nikoliv pouze
téch které podporuji zdravi v ekosystému hostitele (Gibson et al. 2017). Konkrétné
fruktooligosacharidy inulinového typu podporuji hojnost rodu Bifidobacterium, Lactobacillus
a bakterialniho druhu Faecalibacterium prausnitzii (Hughes et al. 2022).

Strava bohata na zivoc¢isné bilkoviny zvySuje mnoZstvi anaerobnich bakteridlnich druht
tolerantnich ke zluci jako jsou Bacteroides, Alistipes a Bilophila (Zhang & Gérard 2022). Tato
strava obsahuje mnozstvi molekul, které jsou vétSinou obsaZeny Vv cerveném mase a v mlécnych
vyrobcich jako karnitin, fosfatidylcholin a jeho metabolit cholin. Po poziti jsou metabolizovany
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sttevnimi mikroorganismy na trimethylamin (TMA), ktery je absorbovan do krve
a enzymaticky oxidovan v jatrech na trimethylamin-N-oxid (TMAOQO), sloueninu, kterd je
znama pro svij proaterogenni potencial, a tedy zvySuje riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni
(Koeth et al. 2013; Stremmel et al. 2017). Na druhé stran¢ strava bohata na rostlinné bilkoviny,
konkrétn¢ napiiklad hrach muze zvySit mnozstvi prospé$nych bakterii rodu Bifidobacterium
a Lactobacillus a snizit mnozstvi Bacteroides fragilis a Clostridium perfringens (Dominika et
al. 2011).

Na zaklad¢ systematického piehledu, ktery shrnuje vysledky dostupnych studii
zabyvajicich se vlivem pfijmu tuku na sloZeni stifevni mikrobioty je vysoky piijem tukt
a nasycenych mastnych kyselin spojovan s negativnim ovlivnénim bohatosti a rozmanitosti
sttevni mikrobioty (Wolters et al. 2019). Konkrétné tato strava vede k dysbidze s poklesem
Bacteroidetes a zvySenim Firmicutes a Proteobacteria, coz ma za nasledek zvySenou
inzulinovou rezistenci, propustnost stieva a zanét tukové tkané (Malesza et al. 2021). Vysoky
obsah mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA) ve strav€ muize pozitivné korelovat
s rody Parabacteroides, Prevotella, Turicibacter a celedi Enterobacteriaceae. Tato strava
vykazuje pozitivni zdravotni u€inky se zvySenou bakterialni diverzitou. Obecné€ vysoky piijem
nasycenych tukd, nadmérné mnozstvi omega-6 PUFA (polynenasycené mastné kyseliny)
a snizeny piijem omega-3 PUFA mohou vést k dysbidze, coz miize potencialné vést ve zménam
stievni bariéry a metabolickym porucham (Wolters et al. 2019; Rinninella et al. 2023).

c) Antibiotika

Uzivani antibiotik ma vyznamny vliv na slozeni stfevniho mikrobiomu. MiZze vést
Kk dysbioze, tedy k naruSeni slozeni a funkce stievni mikrobioty. Kazda tfida antibiotik ma
odlisné vlastnosti, coz ma za nasledek také rtizné vzorce zmén slozeni mikrobiomu. Obecné
zmény zavisi na tfidé antibiotik, ddvce a na dob¢ expozice. Existuji také rozdily souvisejici
s farmakologickym pusobenim antibiotik nebo s cilovymi bakteriemi. Sirokospektralni
antibiotika mohou ovlivnit vyznamné mnozstvi bakterialni komunity, coz zpusobuje rychlé
a vyznamné poklesy v taxonomické bohatosti, rozmanitosti a vyrovnanosti. Jakmile je 1é¢ba
antibiotiky ukoncena, stfevni mikrobiota je schopna se vratit ke sloZeni podobnému pied
antibiotiky, jedna se vSak o dlouhodoby proces a pocatecni stav pied uzivanim antibiotik se
Casto zcela neobnovi. Nékteré taxony tak mohou byt ztraceny trvale (Huse et al. 2008;
Dethlefsen & Relman 2011; lizumi et al. 2017). Mezi dusledky uzivani antibiotik také patii
napiiklad zvySovani antibiotické rezistence, zvySeni citlivosti k infekcim, ohroZeni imunitni
homeostaze ¢i deregulace metabolismu (Francino 2016).

d) Probiotika

Probiotika cilend na stfevni mikrobiom obsahuji Zivé mikrobialni kmeny, které jsou
schopné pretrvavat (nebo prfechodné kolonizovat) lidské stfevo a maji pfiznivy vliv na zdravotni
stav hostitele (Bagchi 2014). Tento proces je zvlast' dilezity v pfipadé naruSeni bé&zné
mikrobioty, tzv. dysbiozy, ktera je charakteristicka zménou slozeni stfevni mikrobioty, jeji
snizenou diverzitou a stabilitou, a také zvySenou hladinou prozanétlivych bakterii. Tento stav
vede k vyvoji chronickych zanétlivych onemocnéni, ktera se mohou rozvinout pouze lokalné
ve stieve, ale 1 na systémové urovni (Hiippala et al. 2018; Chang et al. 2019). Za tohoto stavu
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mohou exogenn¢ doplnéné probiotické druhy docasné kolonizovat stievni trakt a napomoci tak
s obnovou komenzalni mikrobioty (Bagchi 2014).

Mezi tradi¢ni probiotické bakterie patfi Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. ¢i
Streptococcus spp. (Lin et al. 2019). Mechanismy tG¢inku jsou riznorodé, jedna se napiiklad
0 kompetitivni vylouceni patogeni produkci antimikrobialnich latek jako jsou organické
kyseliny nebo bakteriociny, dale probiotika interaguji se zlu¢ovymi kyselinami v lumen stieva
a modifikuji tak metabolismus zlucovych kyselin a nasledn¢ ovliviiuji vstiebavani cholesterolu,
produkuji SCFA, zvySuji adhezi stfevnich bun€k a produkci mucinu, nebo také mohou
modulovat imunitni systém (Plaza-Diaz et al. 2019). Podavani tradi¢nich probiotik necili na
konkrétni onemocnéni, a proto se zacinaji objevovat probiotika nové generace (NPG). NPG
obsahuji dalsi kmeny obsazené v lidské mikrobioté, mohou byt zaméiena na specificka
onemocnéni a prochazeji pfisnou kontrolou (Lin et al. 2019). Mezi takové bakterialni druhy 1ze
zatim zatadit napt. Akkermansia muciniphila, u které se uvadi, ze zlepSuje amyotrofickou
lateralni skler6zu (Blacher et al. 2019), Faecalibacterium prausnitzii, Parabacteroides
goldsteinii a fadu dalSich (Lin et al. 2019).
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4 Metodika

4.1 Darci

Vzorky slin a stolice byly poskytnuty lidskymi darci ve vékovém rozmezi 18-50 let bez
zjevnych zdravotnich obtizi. Kazdy ucastnik mikrobiologické analyzy byl pozadan 0 vyplnéni
dotazniku, jehoz soucasti bylo i udéleni informovaného souhlasu.

4.1.1 Odbér vzorku slin

Darci byli informovani o zptisobu odbéru vzorku, tedy odebrani ptiblizné 3 mL slin rano,
pred vycisténim zubt, do sterilni zkumavky Eppendorf o objemu 5 mL. Bezprostiedné po
odbéru byly vzorky dopraveny do laboratofe Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky
(KMVD), shromazdény pii pokojové teploté, a do tfi hodin po odbéru podrobeny
mikrobiologickému rozboru deskovou metodou a izolaci celkové DNA.

4.1.2 Odbér vzorku stolice

Darci byli informovani také o zplisobu odbéru vzorku stolice. Kazdému z darcii byla
poskytnuta plastova 1Zicka pro odebrani pfiblizn€¢ 1 gramu stolice do pfipravené zkumavky
s 9 mL pfipraveného tfediciho média s glycerolem a perlami pro naslednou homogenizaci
vzorku. Stolice nesméla pfijit do kontaktu s vodou a byl pozadovéan odbér vzorku ve stejny den
jako odebrani vzorku slin. Po odbéru byly vzorky dopraveny na KMVD a nasledné¢ zamraZeny.
Mikrobiologicky rozbor deskovou metodou a izolace celkové DNA probihala v jiné dny po
rozmrazeni vzorkd.

4.2 Priprava médii

Pro odbér vzorkl stolice byly pfipraveny zkumavky s nutriéné chudym médiem
(Tabulka 1) s pfidanym 86% glycerolem (VWR, USA) obsahujici sklenéné perly pro
homogenizaci podle receptury uvedené v Tabulce 2. Pro samotné zpracovani obou typu
odebranych vzorkl byly pfipraveny fedici fady podle Tabulky 1 a zkumavky pro izolaci kolonii
a jejich naslednou kultivaci ve Wilkins-Chalgren bujonu se s6jovym peptonem podle Tabulky
3 a pro uchovani ziskanych bakterialnich izolatd Bifipufr s glycerolem (Tabulka 4). Pro
zajisténi anaerobniho prostfedi ve vSech tekutych mediich byla pouzita roll-tube metoda
(Hungate & Macy 1973).

Tabulka 1: SloZeni Fedici Fady.

Latka MnozZstvi
Destilovana voda 1000 mL
Tryptone (Oxoid, UK) 59
Nutrienth broth No. 2 (Oxoid) 59
Yeast extract (Oxoid) 25¢g
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Cystein (Sigma-Aldrich, USA) 0,25¢g

Tween® 80 (Sigma-Aldrich) 0,5mL

Tabulka 2: Slozent redictho média s glycerinem a perlami.

Latka MnozZstvi
Redici fada 270 mL
86% glycerin 104 mL
Sklenéné perly 5ks

Tabulka 3: Slozeni WSP média pro izolaci a kultivaci vybranych izolatii.

Latka MnoZstvi
Destilovana voda 1000 mL
Wilkins-Chalgren anaerobe broth (Oxoid) 33¢g
Séjovy pepton (Oxoid) 5¢
Cystein 059
Tween® 80 1mL

Tabulka 4: Siozeni bifipufiu s glycerolem.

Latka Mnozstvi
Destilovana voda 100 mL
86% glycerin 110 mL
Hydrogenfosfore¢nan draselny — KoHPO4 0,12 ¢
Dihydrogenfosforeénan draselny — KH2PO, 0,0333¢g
Cystein 0,059
Tween® 80 1mL

Dale bylo piipraveno neselektivni médium Wilkins-Chalgren agar se s6jovym peptonem
(WSP) pro stanoveni celkového poctu anaerobnich mikroorganismti podle Tabulky
5 a selektivni média pro stanoveni vybranych skupin mikroorganismi WSP-MUP (Rada &
Petr 2000), WSP-NORF (Vlkova et al. 2015) a FNA (Walker et al. 1979; Nagaoka et al. 2017)

podle Tabulky 6

Tabulka 6: Slozeni média Wilkins-Chalgren agar se sojovym peptonem.

Stanow_wané s , MnoZzstvi na 100
. skuplny. o Médium Latka mL dH,O
mikroorganismi
Wilkins-Chalgren Wilkins-Chalgren agar 434
Celkovy pocet agar (Oxoid) '
anaerobnich Sojovy pepton 0549
mikroorganismut WSP Cystein 0,059
Tween® 80 0,1 mL
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Tabulka 6: Slozeni selektivnich médii pro rist vybranych skupin mikroorganismai.

Stanovované skupin . , Mnozstvi na 100
mikroorganisnlljﬁ ’ Medium Latka mL dH20
Wilkins-Chalgren agar | Wilkins-Chalgren agar 43¢
obohaceny o mupirocin | Séjovy pepton 05¢g
a kyselinu octovou Cystein 0,059
Bifidobacterium spp. Tween® 80 0,1 mL
WSP-MUP Le.dové kyse?ina octova 100 ul_
(Sigma-Aldrich)
Mupirocin (Oxoid) 10 mg
Wilkins-Chalgren agar | Wilkins-Chalgren agar 43¢
obohaceny o mupirocin, | S6jovy pepton 05¢g
norfloxacin a kyselinu | Cystein 0,05¢g
. . octovou Tween® 80 0,1 mL
Bifidobacterium spp. -
Roztok norfloxacinu (1 mg
WSP-NORF NORF/1 mL dH,0/10 puL 10 mL
kyseliny octové)
Mupirocin (Oxoid) 10 mg
Fusobacterium Wilkins-Chalgren agar 43¢
nucleatum agar Cystein 0,05¢g
Fusobacterium spp. Tween® 80 0.1mt
FNA Kyselina nalidixova 1 mg
(Sigma-Aldrich)
Vancomycin (Oxoid) 249,9 ug

4.3 Kultivaéni rozbor vzorku slin a stolice

Nejprve byla provedena homogenizace vzorku za vyuziti vortexu. Po promichani byl
vzorek asepticky nafedén desitkovym fedénim do koncentrace 108,

Redéni pro rozbor ze vzorkd slin bylo provadéno tak, Ze byl vzdy asepticky odebran 1
mL injekéni stiikaCkou ze vzorku ¢i niz8iho fedéni, ktery byl poté preveden do 9 mL fedéni
vyssiho, zatimco fedéni vzorki stolice bylo provadéno tak, Ze bylo nejprve vypocteno mnoZzstvi
vzorku stolice, které bylo potieba prevést do 2. fedéni, poté byl jiz stejnym zplsobem jako u
vzorku slin odebran 1 mL injek¢ni stiikackou z 2. ¢i nizsiho fedéni, ktery byl poté pteveden do
9 mL tedéni vyssiho.

Pro samotny kultivaéni mikrobiologicky rozbor byla pouzita deskovd metoda.
Z ptipravené fedici fady byl inokulovan 0,5 mL do kazdé z Petriho misek o priméru 35 mm
a nasledné bylo provedeno zaliti pfipravenymi médii. Petriho misky byly opatrné promichany
tremi krouZivymi pohyby na jednu a nasledné€ druhou stranu, aby doslo k rovhomérné distribuci
inokula. Takto pfipravené a uzaviené Petriho misky byly ulozeny do anaerostatu a kultivovany
za anaerobnich podminek vytvofenych pomoci Oxoid AnaeroGenu (Thermo Scientific, UK)
pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin, které byly totozné pro vSechny kultiva¢né stanovované
skupiny mikroorganismi.
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4.4 Extrakce DNA

4.4.1 Ze vzorku slin

Pro extrakci celkové mikrobidlni DNA byl pouzit FastDNA™ SPIN Kit for soil (MP
Biomedicals, Francie) a byly dodrzeny instrukce vyrobce. Do Lysing Matrix E tube bylo
pteneseno 500 uL daného homogenizovaného vzorku slin a poté bylo pfidano 978 pL pufru
fosfore¢nanu sodného a 122 pL MT pufru. Takto piipravend smés byla homogenizovana
v piistroji FastPrep®-24 (MP Biomedicals) pii nastavené rychlosti 5.0 m s po dobu 40 s ve
dvou opakovanich. Nasledovalo stoCeni centrifugou pti 14 000 otackach po dobu 10 minut.
Supernatant byl pfenesen do ¢isté 2mL mikrozkumavky pro centrifugaci a bylo k nému pfidano
250 uL PPS (Protein precipitation solution, tedy roztok pro sraZeni proteintl). Zkumavka byla
10x ptetocena vickem dolii a zpét pro pomichani. DalSim krokem byla centrifugace pfi
14 000 otackach po dobu 5 minut a ziskany supernatant byl pieveden do 15mL zkumavky, do
niz byl pfedtim napipetovan 1 mL Binding Matrix (vazebna matrice) suspenze. Zkumavka byla
protiepavéana rukou po dobu 2 minut, aby doslo k navazani DNA na matrici, a poté byla
ponechédna 10 minut stat pro jeji usazeni. Po uplynuti pozadované doby bylo opatrn¢ odebrano
800 pL supernatantu. Ve zbyvajicim mnozstvi supernatantu byla resuspendovdna usazena
Binding matrix (vazebn4 matrice) a poté bylo pieneseno 600 uL smési na SPIN™ filtr. Smés
byla stocena centrifugou pti 14 000 otackach po dobu 1 minuty. Nasledné byla vyprazdnéna
zachytna ¢ast SPIN™ filtru. Tento cely krok byl opakovan i pro zbyvajici mnoZstvi suspenze.
Stodena ziskana peleta ve SPIN™ filtru poté byla opatrné resuspendovana v 500 pL SEWS-M.
Smés byla opét stoCena centrifugou pii 14 000 otackach po dobu 1 minuty a zachytné Cast
SPIN™ filtru byla znovu vyprazdnéna. Po tomto vyprazdnéni jiz nebyla pfiddna zadna dalsi
latka, naopak doslo k dal§imu stoceni centrifugou pii 14 000 otackéch po dobu 2 minut. Po
sto¢eni byla vyménéna zachytna ¢ast SPIN™ filtru za novou a ponechéna 5 minut susit za
pokojové teploty. Posledni ptidanou latkou bylo 100 uL. DES (DNase/Pyrogen-Free water), ve
kterém byla resuspendovana vytvorena peleta. Smés byla stocena pii 14 000 otackéach po dobu
1 minuty. Takto ziskand DNA byla zmraZena a uchovana pfi teploté —20 °C pro dalsi analyzy.

4.4.2 Ze vzorku stolice

Postup pro extrakci celkové mikrobidlni DNA ze vzorkl stolice se od postupu pro
extrakci DNA ze vzorkl slin odliSuje pfiddnim odlisnych krokli v ivodu postupu s cilem
zohlednéni odliSnych navazek vzorkd, a tedy jejich nutné normalizace. Nejprve bylo vypocteno
mnozstvi vzorku stolice odpovidajici 250 mg potiebnych pro extrakci DNA. Nasledné bylo
pfeneseno pozadované mnozstvi vzorku za aseptickych podminek do 15mL zkumavky pro
centrifugaci. DalSim krokem byla centrifugace pii 10 000 otd¢kach po dobu 5 minut pfi teploté
10 °C. Poté byl opatrné odebran supernatant a peleta byla resuspendovana v 978 pL pufru
fosfore¢nanu sodného a 122 plL. MT pufru a pfenesena do Lysing Matrix E Tube. Dalsi kroky
nutné pro extrakci DNA ze vzorku stolice jiz byly dodrZeny dle ndvodu shodné s postupem pro
extrakci DNA ze vzork slin.
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4.5 Kbvantifikace a izolace narostlych kolonii

Po uplynuti ¢asu nutného ke kultivaci byly ze selektivnich médii (MUP, NORF a FNA)
odebrany kolonie narostlych bakterii. Odbér probihal za aseptickych podminek za pomoci
jednorazové sterilni bakteriologické klicky. Odebrané kolonie byly pfeneseny do ptfipravenych
zkumavek s neselektivnim WSP bujonem a anaerobnim prostiedim. Z kazdého média bylo
odebrano 6 kolonii pro kazdy vzorek.

Pro spravny odbér bylo potifeba vybirat kolonie izolovan¢, aby nebylo nabrano vice
kolonii odlisnych kmenti bakterii. Také se pro izolaty téhoz vzorku vybiraly kolonie riiznych
kultivacnich charakteristik pro zajisténi jejich variability. Kultivace odebranych izolata
probihala po dobu 24 hodin pfi teploté 37 °C.

Po odebrani izolatt bylo spocitdno mnozstvi narostlych kolonii na vSech médiich pro
kazdou pocitatelnou Petriho misku. Pro vyhodnoceni byl ze ziskanych hodnot spocitan pocet
kolonii tvoficich jednotku na gram (KTJ g?), pfipadné mililitr (KTJ mL™?) a dekadicky
logaritmus poétu kolonii tvoficich jednotku na gram (log KTJ g2), piip. mililitr (log KTJ mL-

1).
4.6 Identifikace izolata

Po 24 hodinach byla provedena kontrola naristi bakterii ve zkumavkach. Cistota dobie
narostlych bakterialnich kultur byla zkontrolovana za vyuziti mikroskopu s fdzovym
kontrastem (Nikon Eclipse E 200LED MV RS, Japonsko). Preparaty byly vytvofeny kapnutim
narostlé kultury na podloZni skli¢ko a jejim pfekrytim krycim sklickem. Pro kazdy izolat byla
popsana jeho morfologie. V pifipadé¢ kontaminace byly popsany rizné morfologické
charakteristiky a izolat byl vyfazen. U Cistych kultur byla nasledné provedena identifikace
pomoci hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS) a na zakladé nasledné selekce byly vybrané
izolaty, u nichz byla navic izolovédna také bakterialni DNA, které¢ byly uchovany do sbirky
KMVD pro dalsi analyzy.

4.6.1 MALDI-TOF MS

Postupu pro ptipravu ¢istych kultur na identifikaci pomoci MALDI-TOF MS byl dodrzen
dle navodu vyrobce (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko) a podle Modrackova et al.
(2021) extrakci etanolem a mravenci kyselinou. Nejprve byl injekéni stifkackou ze zkumavky
odebran 1 mL cerstvé narostlé kultury, ktery byl pienesen do sterilni mikrozkumavky
Eppendorf o objemu 2 mL. Obsah mikrozkumavky byl dale centrifugou stocen pti 14 500
otackach po dobu 2 minut. Supernatant byl slit a usazena peleta na dné mikrozkumavky byla
resuspendovana v 500 uL 70% etanolu (VWR, USA). Takto vytvotfeny roztok byl znovu sto¢en
na centrifuze pfi 14 500 otackach po dobu 2 minut a opét byly ponechany pouze pelety.
Zbytkovy etanol byl poté opatrn¢ odpipetovan tak, aby nebyla nabréna i usazena peleta na dné.
Ta se poté nechala 10 minut susit v oteviené mikrozkumavce pii laboratorni teploté pro
odpafeni etanolu, ktery se nepodafilo odpipetovat. Po vysuSeni byla peleta dikladné
promichana pipetovanim v piidanych 15 pL 70% kyseliny mravenéi (Honeywell Fluca™,
USA), a poté bylo jesté pridano a dukladné promichano pipetou 15 pL 100% acetonitrilu
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(Sigma Aldrich). Obsah zkumavky byl stoc¢en centrifugou pii 14 500 otackach po dobu 2 minut.
Poslednim krokem bylo naneseni 1 pL supernatantu na ptedem ptipravenou MALDI desticku.
Kazdy vzorek byl na MALDI desti¢ku nanesen ve dvou kopiich. Po zaschnuti byl na naneseny
vzorek aplikovan 1 uL MALDI matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova; Bruker,
Némecko) a poté byl kazdy spot zméfen v pfistroji pomoci programu Biotyper (Broker).
Vysledky ziskané MALDI-TOF MS jsou interpretovany na zakladé Tabulky 7.

Tabulka 7: Rozmezi pro identifikovana skore pri interpretaci MALDI-TOF MS vysledkai.

Skoére Popis urovné identifikace Barva

2,300-3,000 Vysoce pravdépodobna identifikace organismu na zelena
druhovou uroven

2,000- 2,229 Spolehliva identifikace organismu na rodovou Uroven, zelena
mozna identifikace na uroven druhu

1,700-1,999 Mozna rodova identifikace organismu zluta

0,000-1,699 | Nespolehlivé identifikace organismu | Gervend |

4.7 Uchovani izolati a izolace jejich DNA

Na zéklad¢ mikroskopie a vysledki MALDI-TOF MS byly vybrany uspé$né
identifikované kmeny bakterii. Z kazdého vybraného izolatu byla také extrahovana jeho DNA
dle pokyni vyrobce. Pelety, ziskané sto¢enim 1 mL kultury p#i 14 500 otackach po dobu 2
minut, byly resuspendovany ve 100 pL PrepMan Ultra™ (Applied Biosystems, USA).
Vytvoiend suspenze byla vlozena do termostatu a zahtata na 99 °C po dobu 10 minut. Po
zchladnuti na pokojovou teplotu byla nasledné opét stocena za stejnych podminek. Supernatant
byl poté odebran do nové sterilni Eppendorf zkumavky a ziskana izolovana DNA byla nasledné
uchovana pii —20 °C. Pro vytvoteni cryokultur bylo do kazdé kryozkumavky ptidano 670 pL
Bifipufru s glycerinem a zkazdého vybraného kmene odebrano 1000 uL kultury do
kryozkumavky ve Etyfech kopiich. Takto vytvorené vzorky byly uchovany pfi teploté —20 °C.

4.8 Statistika

Kultivaéni poéty stanovenych skupin komenzalnich bakterii v log KTJ mL™ ze vzorkt
slin a vlog KTJ g ze vzorkd stolice byly zobrazeny jako box-ploty. Normalita dat byla
hodnocena pomoci Shapiro-Wilk testu (0=0,05). Rozdily v poétech bakterii na rtznych
kultivaénich médich byly v zavislosti na vysledku normality dat hodnoceny pomoci
parametrického t-testu (a=0,05) a neparametrického Mann-Whitney U testu (0=0,05) za pouZiti
softwaru STATISTICA (StatSoft, Praha, Ceska republika) a Microsoft Office Professional Plus
2016 (Redmont, WA, USA).
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5 Vysledky

V ramci této diplomové prace bylo celkem analyzovano 60 vzorki, z nichz polovinu

tvorily vzorky slin a druhou polovinu vzorky stolice. Byly ziskany od 30 darcd, ktefi jsou
vedeni jako kontrolni skupina pro budouci porovnani se vzorky od onkologickych pacientt
v ramci vznikajiciho vyzkumného projektu s FN Kralovské Vinohrady. Vzhledem k tomu
musela byt darci splnéna urcita kritéria. Nejdalezitéjsim kritériem pro zafazeni bylo, Zze darce
neprodélal nebo v dobé odevzdani vzorki neprodélaval nadorové onemocnéni a byl bez
zjevnych zdravotnich obtizi. Darci také nesméli projit antibiotickou 1écbou v poslednich dvou
mésicich pfed odbérem vzorkli a museli uvést fadu diilezitych informaci ohledné faktort, které
mohou mit vliv na bakterialni sloZeni jak v dutin¢ Gstni, tak i ve sttevé. Konkrétné bylo nutné
uvést pocet zubnich kazt a vyskyt parodontitidy, dale ve vztahu ke stravé udat potravinové
alergie ¢i intolerance, informovat o dodrzovani specialni diety nebo o konzumaci probiotik
Vv poslednich dvou mésicich pied odbérem vzorkt. Také bylo nutné uvést krevni skupinu a Rh
faktor.
Na zakladé¢ ziskanych dat uvedenych v Tabulce 8 Ize shrnout, Ze primérny vek darcu byl 29,07
+ 5,11 let. Zeny tvotily 53,34 % darct a byly primérného véku 28,88 let = 6,25, zatimco muzi
tvorili 46,66 % darct a byli primérného véku 29,29 + 3,74 let. 76,7 % darcti m¢lo maximalné
2 zubni kazy a 3 a vice zubnich kazii mélo zbyvajicich 23,3 % darcti. Z uvedeného poctu darct
mélo 26,7 % parodontitidu, 6,7 % laktozou intoleranci a 13,3 % darct uvedlo potravinovou
alergii (konkrétn¢ byly uvedeny alergie na ofechy, dynova seminka, moiské plody a houby).
16,7 % darct konzumovala probiotika ve formé doplika stravy nebo potravin s probiotickymi
kulturami (konkrétné byly uvedeny produkty NutraBona, Viridian Synerbio Daily nebo
Actimel). V této kontrolni skuping byla nejvice zastoupena krevni skupina A, a to u 43,33 %,
dale potom v sestupném potadi s 33,33 % krevni skupina B, 13,33 % krevni skupina 0 a 10 %
krevni skupina AB. U darct prevladal pozitivni Rh faktor, ktery mélo 63,33 % zacastnénych a
zbyvajicich 36,67 % mélo Rh faktor negativni.
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Tabulka 8: Anonymizovand data ddrcii. Pozn.: Z — Zena, M — muz, 2 m — 2 mésice, ATB — antibiotika, 6 m — 6 mésicii, Viridian Syn. Daily — Viridian Synerbio daily.

Darce Vék Pohlavi KreYni R Probiotika (2 m) ATB (6 m) ATB (2 m) Spe.dél"i Potr. alergie/intolerance | Zubni kazy | Parodontitida | Rakovina
skupina faktor dieta
1 38 Z 0 - NE NE NE NE Moiské plody, ofechy 0-2 ANO NE
2 25 M B + NE NE NE NE NE 0-2 ANO NE
3 25 Z A - NE NE NE NE Dyiiova seminka >3 NE NE
4 30 Z 0 + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
5 28 Z AB + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
6 38 Z B - Actimel NE NE NE Laktozova intolerance >3 ANO NE
7 27 Z B + Actimel NE NE NE NE 0-2 NE NE
8 30 M 0 + NutraBona NE NE NE NE 0-2 NE NE
9 30 M A - Actimel NE NE NE Ofechy 0-2 ANO NE
10 26 Z A - Viridian Syn. Daily NE NE NE NE 0-2 NE NE
11 45 V4 A + NE NE NE NE Zktizena potraviny/pyl 0-2 ANO NE
12 29 Z B - NE ANO NE NE Lakt6zova intolerance 0-2 NE NE
13 31 M A - NE NE NE NE NE >3 ANO NE
14 28 M AB + NE NE NE NE NE >3 ANO NE
15 26 Z B - NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
16 32 M A + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
17 29 Z A + NE NE NE NE NE >3 NE NE
18 28 M B - NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
19 22 Z A + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
20 26 Z A - NE NE NE NE NE >3 NE NE
21 26 M A + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
22 23 Z AB + NE ANO NE NE NE 0-2 NE NE
23 23 M B + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
24 31 M B + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
25 31 M B - NE ANO NE NE NE 0-2 NE NE
26 26 Z A + NE NE NE NE NE 0-2 ANO NE
27 27 M B + NE NE NE NE Houby 0-2 NE NE
28 30 M A + NE NE NE NE NE >3 NE NE
29 38 M 0 + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
30 24 Z A + NE NE NE NE NE 0-2 NE NE
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5.1 Kbvantifikace kultivovatelnych komenzalnich skupin bakterii

Pro kvantifikaci komenzalnich skupin bakterii ve vzorcich slin a vzorcich stolice byla
pouzita neselektivni a selektivni média. Kultivacni pocty se mezi vzorky slin a vzorky stolice
lisily a byly prokdzany statisticky vyznamné rozdily v jejich zastoupeni s vyssi Cetnosti ve
fekalnich vzorcich v kazdé sledované skupiné bakterii. Praimérné celkové pocty anaerobnich
a fakultativné anaerobnich bakterii ve slinach byly 8,81 £ 0,38 log KTJ mL? a ve vzorcich
stolice 9,24 + 0,55 log KTJ g. Tyto hodnoty jsou vys$§i neZ u ostatnich stanovenych skupin
bakterii na selektivnich médiich. Pocty bakterii na médiu WSP-MUP, uréeném pro stanoveni
Bifidobacteriaceae, dosahly hodnot 7,29 + 0,55 log KTJ mL™? ve vzorcich slin oproti
8,92 £ 0,58 KTJ g ve vzorcich stolice. Stejné statisticky vyznamny trend byl také detekovan
pro pocty bakterii na médiu WSP-NORF, které taktéz slouzi pro stanoveni bifidobakterii. Zde
byly poéty ve vzorcich slin 7,09 + 0,73 log KTJ mL? a ve vzorcich stolice 8,95+ 0,72 log KTJ
gl. Na selektivnim médiu FNA, které bylo pouzito pro detekci fusobakterii byl ve slinich
stanoven primérny pocet 8,14 + 0,54 log KTJ mL™ a ve vzorcich stolice 8,80 + 0,77 log KTJ
g'l. Toto médium vSak nebylo zcela selektivni a umoznovalo narist i dalSich bakterialnich rodd,
proto jsou tyto primérné pocty vyssi a stanovené hodnoty lezi mezi celkovym poctem
anaerobnich bakterii a stanovovanymi bifidobakteriemi. Primérné pocty stanovenych skupin
komenzalnich bakterii jsou znazornény jako boxplots na Obrazku 14. Tabulka, ve které jsou
uvedeny stanovené sledované poCty pro kazdého darce je uvedena v ptiloze 1.

WSP WSP-MUP

“on % o
5ot ° 5 85
G L ]
g =1
Y Z 80
g g
89
|:D:|
88 g o 0
8, 6,5
o Primér 0 Mediin
s 5 [ Primér=SmCh —— [025%-75%
- 3 T Primér=196°SmCh 60 Min-Max
Stiny Stotice > Odlehlé Stiny Stolice %Od'l‘emé‘
Vzorek o Extrémy Vzorek ® Extrémy
WSP-NORF FNA
94 96 -

»
o
o
=3
0o oo
ani

log KTImL g*
@
K

0 Primér [ o Primér
[]Primér=SmCh _ 8 [ Primér=SmCh

T Priimér=1,96*SmCh T Prbmér=196*SmCh
© Odlehlé © Odlehlé

Vzorek ® Extrémy Vzorek ® Extrémy

Stiny Stolice Sliny Stolice

Obrazek 14: Kvantifikace kultivovatelnych komenzélnich skupin bakterii ve vzorcich slin (log KTI mL™) a ve vzorcich stolice
(log KTJ g!) na neselektivnim WSP médiu a na selektivnich médiich WSP-MUP, WSP-NORF a FNA. Hvézdicky (*) oznaduji
statisticky vyznamné rozdily stanovené t-testem a Mann-Whitney U testem (0=0,05).
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5.2 Identifikace pomoci MALDI-TOF MS

Ze selektivnich médii byly na zaklad¢ variability kultivacnich znakii odebrany izolaty
kolonii, které byly dale identifikovany za vyuziti MALDI-TOF MS. Z kazdého selektivniho
média bylo odebrano 6 kolonii z kazdého vzorku, celkem tedy 18 izolat kolonii ze vzorku slin
a 18 izolath ze vzorku stolice od kazdého darce. Po zapocteni vSech darci bylo celkem
analyzovano 540 izolatl kolonii ze vzorkl slin a 540 izolath kolonii ze vzorkl stolice.
Uspé$nost identifikace izolatd na zakladé pouziti MALDI-TOF MS je znazornéna na Obrazku
15. Z celkového mnozstvi izolatl ze vzorku slin bylo tspésné zidentifikovano 363 bakterialnich
kultur (76,9 %) se zarucenou identifikaci rodu 1 druhu. Na troven druhu s vysokou mirou jistoty
bylo zidentifikovano 158 izolatti (33,5 %) a na uroveti rodu bylo zidentifikovano 205 ziskanych
izolatt (43,4 %). U 109 izolatu (23,1 %) nebylo mozné provést identifikaci, jelikoz se dle skore
jednalo o nespolehlivou identifikaci organismu. Oproti tomu z celkového mnozstvi izolatl ze
vzorkd stolice bylo uspésné zidentifikovano se zarucenou identifikaci rodu i druhu
515 ziskanych izolatt (97,5 %). Na troven druhu s vysokou mirou jistoty bylo zidentifikovano
462 izolata (87,5 %) a na uroven rodu bylo zidentifikovano 53 izolatd (10 %). ldentifikaci
nebylo mozné provést u 13 izolati (2,5 %) ze vzorki stolice. Uspé&snost identifikace byla tedy
vyrazné vys$i u izolatd odebranych ze vzorku stolice v porovnani s izolaty odebranymi ze
vzorki slin. Pfi izolaci bakterialnich kolonii pro kultivaci a naslednou identifikaci byl ztetelny
znaény rozdil v jejich kultivac¢nich znacich u vzorku stolice, u kterych byly kolonie vyrazné
vétsi a izolovangjsi, zatimco kolonie ze vzorkd slin byly velmi drobné a malé.

A B

23.1 % 10 %

335%

Identifikace na trovni drulm
Identifikace na Growni rodu

NRI

434 %

Obrazek 15: Podil druhové, rodové a nespolehlivé identifikace (NRI) izolatd ze vzorku slin (A) a ze vzorku stolice (B).
Brukerova kritéria (skore) pro ptifazeni: 0,000—1,699 nespolehliva identifikace organismu, 1,700—1,999 pravdépodobna rodova
identifikace organismu, 2,000-3,000 identifikace organismu na uroveti rodu a druhu.

Pfi srovnani zidentifikovanych bakterialnich kultur (Obrazek 16) ziskanych ze vzorku
slin a ze vzorkd stolice byly zjiStény znacné rozdily v bakteridlnim sloZeni. Na zakladé
vysledki identifikace na Groven rodu lze pfitomné bakterialni rody rozlisit na typické pro dutinu
ustni, typické pro stievo, a potom rody, které nalezneme v obou sledovanych prostiedich
gastrointestinalniho traktu.
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Obrazek 16: MALDI-TOF MS identifikace 540 izolat ze vzorku slin a 540 izolath ze vzorkd stolice. V ramci grafu jsou
vizualizované rody, které byly zastoupeny v etnosti 3 a vice.

Dominantni rody detekované pouze v duting ustni v sestupném potadi dle procentualniho
po¢tu rodové identifikace organismu jsou Prevotella (9,63 %), Alloscardovia (9,07 %),
Schaalia (5 %), Fusobacterium (2,22 %), Bacillus (2,04 %), Veillonella (1,85 %), Rothia
(1,11 %) a Streptococcus (0,56 %). Je zajimavé, Ze v porovnani se stievem neni zadny rod zcela
dominantni a relativni ¢etnost jednotlivych rodii je zna¢né variabilni. Lze tedy ocekavat, Ze
relativni zastoupeni rdznych bakteridlnich rodd v dutiné Ustni je u jednotlivet velmi
proménlivé. Dalsimi detekovanymi rody s velmi nizkou Cetnosti byly Leptotrichia (0,19 %),
Pseudoleptotrichia (0,19 %), Paraclostridium (0,19 %), Cutibacterium (0,37 %) a Clavispora
(0,19 %).
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Nyni budou uvedeny druhy, které byly detekovany pouze ve vzorcich slin. Z rodu
Alloscardovia byl identifikovan pouze jeden druh A. omnicolens, ktery byl ve vzorcich slin
zastoupen Vv nejvyssi Cetnosti (10 %). Vyssi druhova variabilita byla detekovana v ramci rodu
Prevotella. Bylo identifikovano Sest druhti, konkrétné P. histicola (4,4 %), P. pallens (1,85 %),
P. melaninogenica (1,48 %), P. salivae (0,93 %), P. denticola (0,37 %) a P. naceinsis (0,19 %).
Zrodu Schaalia a Rothia byly detekovany pouze druhy S. odontolytica (1,30 %) a R.
mucilaginosa (0,37 %). V ramci rodu Fusobacterium byl identifikovan pouze jeden druh F.
nucleatum (0,19 %). Z rodu Veillonella byly detekovany druhy V. atypica (0,56 %) a V. rogosae
(0,19 %). Zrodu Streptococcus byly identifikovany tfi druhy, S. intermedius (0,56 %), S.
constellatus (0,56 %) a S. anginosus (0,19 %). Dalsi bakterialni druhy, které byly detekovany
ve velmi nizkych ¢etnostech jsou Pseudoleptotrichia goodgellowii (0,19 %), Parascardovia
denticolens (0,56 %), Lactobacillus sakei (0,19 %), Granulicatella adiacens (0,19 %),
Enterococcus galinarum (0,37 %), Cutibacterium acnes (0,37 %), Bacillus cereus (2,22 %)
a Actinomyces oris (0,19 %).

Nyni se zaméfime na rody Bifidobacterium spp. a Staphylococcus spp, které byly
nalezeny v obou ¢astech gastrointestinalniho traktu. V ramci rodu Bifidobacterium byl nejvice
zastoupenym bakterialnim druhem ve vzorcich slin B. dentium (1,11 %), nasledovany B.
longum (0,74 %). Rozdil v Cetnosti téchto druhG nebyl velky a je nutné uvést, ze
25 bifidobakterialnich izolati (4,63 %) bylo zidentifikovano pouze na uroven rodu, tedy nelze
jednoznacéné fict, ktery bifidobakterialni druh ve vzorcich slin, a tedy v prostfedi dutiny ustni
dominuje. Naopak vyssi druhova variabilita bifidobakterii byla detekovana u vzorku stolice.
Nejvice zastoupenymi druhy ve fekalnich vzorcich byly B. longum (29,07 %) a B. adolescentis
(25,37 %). Dalsi detekované druhy bifidobakterii byly zastoupeny v niz§im mnoZstvi,
konkrétné B. bifidum (3,15 %), B. animalis (2,78 %), B. catenulatum (2,04 %), B. angulatum
(1,48 %) a B. pseudocatenulatum (0,37 %). Na zaklad¢ téchto vysledki Ize usuzovat, ze rod
Bifidobacterium je dominantnim komenzalnim rodem ve stievé ¢lovéka, a také, ze v ramci
tohoto rodu existuji druhy typické pro dutinu astni, typické pro stievo, a potom druhy, které 1ze
nalézt v obou prostiedich. Konkrétn¢ druh B. dentium byl detekovan pouze v dutiné ustni.
Naopak vyskyt B. longum byl zjistén v obou ¢astech gastrointestinalniho traktu, ale s vyznamné
vys8§i Cetnosti ve stievé a ostatni popsané druhy byly zachyceny pouze ve stievé ¢lovéka.
V ramci rodu Staphylococcus byly detekovany celkem dva bakteridlni druhy, konkrétné S.
epidermidis, ktery byl zjistén jak ve vzorcich slin (0,19 %), tak ve vzorcich stolice (0,56 %) a S.
aureus (0,19 %) detekovany pouze ve vzorcich slin.

Typickymi rody identifikovanymi pouze ve stfevé byly Bacteroides (0,37 %),
Parabacteroides (0,19 %), aPhocaeicola (0,93 %). Vramci rodu Bacteroides bylo
identifikovano osm bakterialnich druht, konkrétné sestupné dle Cetnosti B. ovatus (3,5 %), B.
uniformis (3,33 %), B. cacae (0,93 %) B. thetaiotaomicron (0,93 %), B. fragilis (0,56 %), B.
eggerthii (0,37 %), B. cellulosilyticus (0,19 %) a B. stercoris (0,19 %). V ramci rodu
Phocaeicola byly detekovany 2 druhy, P. vulgatus (5 %) a P. massilliensis (0,37 %). Z rodu
Parabacteroides byly identifikovany 3 druhy, P. distasonis (1,85 %), P. johnsonii (0,56 %) a P.
merdae (0,37 %). Mezi dalsi detekované bakterialni druhy lze uvést Ligilactobacillus ruminis
(0,93 %), E. coli (1,48 %) a Enterococcus faecium (0,19 %).

Na zakladé ziskanych dat lze shrnout, Ze diverzita kultivovatelnych komenzalnich
bakterii v dutiné Gstni je v porovnani se stfevem vyssi. Bakterie z ¢eledi Bifidobacteriaceae
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byly zastoupeny v obou typech vzorku, ale jejich ¢etnost a variabilita byla vyrazné vyssi ve
sttevé ve srovnani s dutinou ustni. V ramci této celedi byly v dutin¢ ustni pfitomny rody
Alloscardovia, Bifidobacterium a Parascardovia, naopak ve stfevé byl pfitomen pouze rod
Bifidobacterium. Pro kazdé ze sledovanych prostiedi byly detekovany jiné specifické rody
a druhy téchto bakterii.

5.3 Uchovani vybranych izolati do sbirky KMVD

Pro uchovani vybranych bakteridlnich kultur do sbirky KMVD byly vybrany izolaty na
zaklad¢ identifikace pomoci MALDI-TOF MS, jedinecnosti a morfologické variability
viditelné pfi kontrole Cistoty za vyuziti mikroskopu s fAzovym kontrastem. Timto zpiisobem
byla vytvoifena kontrolni skupina bakterialnich izolat ziskanych ze slin a ze vzorku stolice od
darcti bez zjevnych zdravotnich obtizi.

Z celkového mnozstvi 540 izolath ze vzorkd slin bylo pro ulozeni vyselektovano
174 bakterialnich kment (32,22 %) od riznych darct. 39,08 % izolatd bylo identifikovano na
uroven druhu s vysokou mirou jistoty, 51,72 % bylo identifikovano na uroven rodu a 9,20 %
uchovanych izolatl je s nespolehlivou identifikaci organismu. Primérny pocet uchovanych
izolath na jednoho darce je 5,8 + 2,71. Uchované izolaty identifikované na troven rodl jsou
rody Alloscardovia (9,77 %), Prevotella (9,20 %), Schaalia (9,20 %), Bifidobacterium (8,62
%), Fusobacterium (6,90 %), Rothia (3,45 %), Veillonella (2,30 %), Clavispora (0,57 %),
Paraclostridium (0,57 %) a Psedoleptotrichia (0,57 %). Na trovni druhu bylo ulozeno
16 bakterialnich druht, konkrétné A. omnicolens (17,82 %), B. dentium (4,02 %), S.
odontolytica (2,87 %), P. salivae (2,30 %), P. denticolens (1,72 %), P. histicola (1,72 %), P.
melaninogenica (1,72 %), B. longum (1,15 %), P. denticola (1,15 %), R. mucilaginosa (1,15 %),
F. nucleatum (0,57 %), G. adiacens (0,57 %), L. sakei (0,57 %), P. naceinsis (0,57 %), P.
pallens (0,57 %) a V. atypica (0,57 %).

Z celkového mnozstvi 540 izolath ze vzorkl stolice bylo pro uloZeni vyselektovano 187
bakterialnich kment (34,63 %) od ruznych darcu. 95,19 % izolatd bylo identifikovano na
uroven druhu s vysokou mirou jistoty a 4,81 % bylo indentifikovano na troven rodu. Celkem
bylo tedy uloZeno 20 bakterialnich druht, konkrétné B. longum (27,81 %), B. adolescentis
(21,93 %), B. uniformis (6,95 %), B. ovatus (5,88 %), B. bifidum (5,88 %), P. vulgatus (4,81 %),
B. animalis (3,21 %), B. catenulatum (3,21 %), B. thetaiotaomicron (2,14 %), B. cacae
(1,60 %), B. angulatum (1,60 %), L. ruminis (1,60 %), P. distasonis (1,60 %), B. eggerthii (1,07
%), B. fragilis (1,07 %), B. pseudocatenulatum (1,07 %), E. coli (1,07 %), P. johnsonii (1,07
%), P. merdae (1,07 %) a Phocaeicola masilliensis (0,53 %). 3,74 % vyselektovanych izolatl
bylo identifikovano na uroven rodu Bifidobacterium a 1,07 % na troven rodu Phocaeicola.
Primérny pocet uchovanych izolatl na jednoho dérce ze vzork stolice je 6,23 £+ 1,65.

Tabulka, ve které jsou uvedeny ulozené izolaty s dalSimi doplfiujicimi informaci je
soucasti prilohy 2. Ve sbirce KMVD je také DNA uchovanych izolati a celkovda DNA vSech
vzork slin a stolice pro budouci molekularné-genetické analyzy.
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6 Diskuze

V této praci byla pro prevalenci bakterii z celedi Bifidobacteriaceae a dalsich
bakterialnich komenzald pfitomnych ve vzorcich slin a vzorcich stolice ziskanych od lidi bez
zjevnych zdravotnich obtizi primérného véku 29,07 + 5,11 let pouzita kultivace s naslednou
identifikaci odebranych bakterialnich izolati metodou MALDI-TOF MS. Mnozstvi
Bifidobacteriaceae ve vzorcich slin se pohybovalo mezi 10°a 108 KTJ mL? s primémymi
poéty 107 KTJ mL™, oproti tomu ve vzorcich stolice se mnozstvi pohybovalo mezi 107 a 10°
KTJ gt s primérnymi poéty 108 KTJ g v obou sledovanych selektivnich médiich. Jejich
zastoupeni tedy bylo ve vzorcich stolice signifikantné vyssi. Ve studii, kde byly srovnavany
vzorky slin u déti s celiakii a zdravych kontrol byl u kontrolni skupiny zjistén priimérny pocet
bakterii rodu Bifidobacterium 107 KTJ mL™? (Francavilla et al. 2014). Vzhledem k tomu, Ze se
jednalo pouze o bifidobakterie, byl pocet Bifidobacteriaceae ve vzorcich slin oproti nasim
vysledkim pravdépodobné ve vyssich fadech, nicméné vzhledem k rozsahu hodnot, které byly
detekovany u riznych darcii se vysledky tolik neodliSovaly. Jiné studie, kterd srovnévala pocty
bifidobakterii u déti bez zubniho kazu se dvéma skupinami s riznou zavaznosti zubnich kazi
uvadi primémé mnozstvi bifidobakterii u zdravych kontrol 10 KTJ mL?, tedy hodnoty
srovnatelné s nasimi vysledky. Je také zajimavé, ze praimérny pocet bifidobakterii u skupin se
zubnimi kazy pozitivné koreloval se zavaznosti zubniho kazu (Nair et al. 2017). Toto zjisténi
je podpofeno také dalsimi studiemi (Mantzourani et al. 2009a; Neves et al. 2018; Chen et al.
2023). Ve studii, kde byly naopak analyzovany vzorky stolice 441 dobrovolnych zdravych
darcii bylo zjiténo primérné mnozstvi B. longum 108 KTJ g (Kato et al. 2017). Zde se jednalo
o prumérné mnozstvi pro konkrétni druh v ramci rodu Bifidobacterium a Ize tedy ptedpokladat,
ze v této studii byly celkové primémé hodnoty pro Bifidobacteriaceae ve srovnani s nasimi
vysledky ve vyssich fadech. Jina studie, ve které byly analyzovany vzorky stolice od lidi, ktefi
dodrzuji laktovegetarianskou stravu a od lidi s konvenéni stravou, je Vv souladu s timto
piedpokladem. Bifidobakterie byly detekovany ve vzorcich stolice v primémém poétu 10°
KTJ gt v obou sledovanych skupinach (Bunesova et al. 2017), tedy lze také predpokladat vyssi
zastoupeni Bifidobacteriaceae oproti nasim vysledkim. Nicméné nami detekovany trend
vyssiho zastoupeni bifidobakterii ve stolici ve srovnani se slinami koresponduje s ostatnimi
uvedenymi studiemi.

Mnozstvi bakterii rodu Fusobacterium bylo ve vzorcich slin i ve vzorcich stolice
pramérné 108 KTJ mL?a 108 KTJ g7, tedy v obou typech vzorki ve stejném Fadu. Hodnoty
fusobakterii se u vzorkd slin pohybovaly mezi 107 a 10° KTJ mL™ a ve vzorcich stolice bylo
rozpéti vétsi, byly detekovany hladiny mezi 10°a 10'° KTJ g . Toto médium ale umozitovalo
narUst také dalSich bakterialnich rodtt mimo Fusobacterium, konkrétné napft. u vzorkd slin byly
na tomto typu média identifikovany rody Bacillus, Enterococcus, Granulicatella, Leptotrichia,
Prevotella, Pseudoleptotrichia, Rothia, Staphylococcus, Streptococcus a Veillonella, ve
vzorcich stolice potom rody Bacteroides, Parabacteroides, Phocaeicola, Staphylococcus,
Escherichia, Ligilactobacillus, ale také Bifidobacterium. Proto lze ptedpokladat, ze pouzité
selektivni médium nebylo pro stanoveni redlnych pocti fusobakterii dostatecné selektivni
a pravdépodobné by dosahovaly nizsich hladin nez ziskané hodnoty.

Zjisténé rozdily v primérné prevalenci sledovanych bakterii v dutiné ustni a stieve
mohou byt pravdépodobné zpiisobeny odliSnymi podminkami pro rist bakterii v téchto dvou
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prostfedich gastrointestinalniho traktu. Typicky dutina Ustni ve srovnani se stfevem nabyva
odlisnych hodnot oxidacné-redukéniho potencialu, ktery je v dutiné Gstni vyznamné vyssi
(Venkatesh & Ramadass 2023), a lze tedy predpokladat vyssi zastoupeni anaerobnich bakterii
ve stievé. Naopak, jak jiz bylo zminéno, V né€kterych pifipadech mohou byt v dutiné ustni
zjistény i vyznamné vyssi hladiny Bifidobacteriaceae. Nékteré druhy bifidobakterii jsou totiz
zna¢né aerotolerantni a mohou i v podminkach dutiny ustni prosperovat (Zomer et al. 2009;
Bottacini et al. 2014). Jejich pfitomnost nicméné muiize byt spojovana i s rozvojem nékterych
infekénich onemocnéni a prechodem mikrobioty do dysbiotického stavu, napiiklad
Vv souvislosti se zubnimi kazy (Mantzourani et al. 2009a; Neves et al. 2018; Chen et al. 2023).

Na zaklad¢ vysledka identifikace 540 izolatl ze vzorkl slin a 540 izolati ze vzorki
stolice metodou MALDI-TOF MS muzeme diskutovat specifické zastupce pro sledovana
prostiedi gastrointestinalniho traktu. V ramci ¢eledi Bifidobacteriaceae byly v duting ustni
detekované rody Alloscardovia, Bifidobacterium a Parascardovia, naopak ve stievé byl
pfitomen pouze rod Bifidobacterium. Stejné rody byly v duting Ustni nalezeny také ve studii
Beighton et al. (2008). Na arovni druhu byly v ramci prvnich dvou zminénych rodi pfitomny
A. omnicolens a P. denticolens, které byly identifikované také ve studii (Beighton et al. 2008),
naopak nebyla nalezena zadna studie, ktera by popisovala detekci téchto zastupct ve vzorcich
stolice, a lze je tedy pravdépodobné povazovat za druhy typické pro dutinu Gstni. V ramci rodu
Bifidobacterium byly v dutin¢ uGstni detekované B. dentium a B. longum. Mezi dalsi
bifidobakterie, které¢ se bézné vyskytuji v dutin€ ustni, ale v této diplomové praci nebyly
detekovany, patii naptiklad B. animalis, B. breve, B. scardovii a B. subtile (Mantzourani et al.
2010; Henne et al. 2015). Nicméné za pievladajici druh bifidobakterie v dutiné Gstni je
povazovan pravé druh B. dentium (Munson et al. 2004). Je zajimavé, ze detekce druhu B.
longum v duting ustni je také pomérné Casta (Mantzourani et al. 2009b). Vyznamné vyssi
druhova variabilita bifidobakterii v ramci této diplomové prace byla nicméné detekovana
u vzorkd stolice. V tomto typu vzorkt byly identifikovany i druhy B. longum, B. adolescentis,
B. bifidum, B. animalis, B. catenulatum, B. angulatum a B. pseudocatenulatum. Tyto druhy byly
ve vzorcich stolice nalezeny také v dalsich studiich (Mangin et al. 2012; Ladeira et al. 2023).
Druhy B. longum, B. adolescentis a B. catenulatum byvaji nejcastéji detekovanymi druhy
u dospélych (Ishikawa et al. 2013). Piestoze v naSich sledovanych vzorcich stolice nebyl
detekovan B. dentium, jedna se o druh, ktery lze nalézt jako b&znou soucast stfevni mikrobioty
(Turroni et al. 2012; Ladeira et al. 2023). Na zaklad¢ ziskanych vysledkt a popsanych zjisténi
dalsich studii lze ptedpokladat, ze signifikantnimi druhy v ramci rodu Bifidobacterium pro
dutinu ustni jsou B. dentium a B. longum, naopak pro stfevo jsou to zejména druhy B. longum,
B. adolescentis a B. catenulatum.

Dalsi rody detekované v ramci této prace pouze v dutiné tstni byly Prevotella, Schaalia,
Fusobacterium, Veillonella, Rothia a Streptococcus. Nicméné na zakladé riznych zdroji 1ze
uvést, ze rody Prevotella (Arumugam et al. 2011), Fusobacterium (Suehiro et al. 2017),
Veillonella (Scheiman et al. 2019) a Streptococcus (Sayols-Baixeras et al. 2023) byly nalezeny
také ve vzorcich stolice zdravych lidi. Lze tedy piedpokladat, ze selektivita kultivaénich médii
je také ovlivnéna typem vzorku, diverzitou pfitomnych bakteridlnich taxont a jejich dominanci
(Pédron et al. 2020; Wei et al. 2021). Prevotella spp. je béZnou soucasti sttevni mikrobioty
a jeji vyskyt je spojen zejména se stravou s vysokym obsahem sacharida a jednoduchych cukri,
konkrétn¢ se shodné pojmenovanym enterotypem (Wu et al. 2011). Je zajimavé, Ze v souvislosti
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s rodem Fusobacterium ve vzorcich stolice byly detekovany vyznamné vyssi hladiny u skupin
S nadorovym onemocnénim oproti zdravym kontroldm (Suehiro et al. 2017; Tunsjo et al. 2019).
V souvislosti s vyskytem zastupct rodu Veillonella ve stolici, je diskutovana také hypotéza, ze
tento rod mize zvySovat metabolismus a vykonnost svalovych bunék diky své schopnosti
metabolizovat laktat vytvofeny béhem intenzivniho tréninku na SCFA (Scheiman et al. 2019).
Zvyseny vyskyt Streptococcus spp. ve vzorcich stolice byl poté popsan v mozném spojeni
s koronarni ateroskler6zou a systémovym zanétem (Sayols-Baixeras et al. 2023).

V dutin€ ustni byla také detekovana fada bakterialnich druht, které nejsou povazovany
za druhy spojené s timto prostiedim a jejich pfitomnost tedy byla neocekavana. Konkrétné L.
sakei, E. galinarum, C. acnes, B. cereus. Vyskyt téchto druhl je mozné spojit s riznymi
davody. Jejich zdrojem muze byt okolni prostiedi, véetné jinych lokalit hostitele, konkrétné B.
cereus se bézné vyskytuje v pidé a na povrchu potravin. Je to ale také jeden z hlavnich
bakterialnich patogent, ktery mize zpusobit alimentarni onemocnéni (Chen et al. 2022). C.
acnes je poté bakterie zpusobujici akné, a muze byt tedy pfitomna jako béZzna soucast kozni
mikrobioty (Huang et al. 2023a). Dalsim divodem vyskytu nékterych zastupcti mohlo byt
napiiklad probihajici onemocnéni, o kterém hostitel v dobé odbéru vzorkd nevédél. E.
galinarum je béznou soucasti stfevni mikrobioty, ale zaroven se jedna o oportunni patogen,
ktery muze vést k rozvoji fady infekci (Younus et al. 2021).

Na zéklad¢ ziskanych vysledki lze shrnout, Ze kultivace s naslednou identifikaci
MALDI-TOF MS se ukéazaly byt vhodnymi metodami pro monitoring komenzalnich
anaerobnich bakterii v dutin€ uUstni a stfevé cloveka. PrestoZe lze Vv soucasné dob& vyuZit
moderni mikrobiomové analyzy, ma kultiva¢ni metoda stale svou nezastupitelnou roli, protoZe
umoziuje izolaci cist¢tho kmene, ktery miize byt poté piesn€ identifikovan a dale
charakterizovan, a to moderni analyzy stile dokonale neumoziuji. Mezi hlavni vyhody metody
MALDI-TOF MS, ktera byla vyuzita pro identifikaci ziskanych izolatl, patii jeji jednoduchost,
velmi vysoka citlivost, pfesnost a rychlost (Akimowicz & Bucka-Kolendo 2020). V této
diplomové praci bylo touto metodou z celkového mnozstvi 1080 izolati tispésné identifikovano
57,9 % izolath ze vzorka slin a 97,5 % izolatd ze vzorku stolice. Vys$si neuspésna identifikace
izolati ze vzorkd slin mohla byt zplGsobena chyb&jicimi spektry v databazi nebo také
moznostmi technickych chyb (Cieslik & Wroblewska 2019). I ptes své limity se ale MALDI-
TOF MS v kombinaci s mikroskopickou technikou v této praci osvédéila jako spolehlivy
nastroj pro identifikaci komenzalnich bakterii v dutiné Gstni a stfevé clovéka. To potvrzuji i
dale zaclenit jesté dal$i metody, konkrétné naptiklad sekvenace genu 16S rRNA (Srinivasan et
al. 2015) ¢i celogenomové sekvenovani (Kwong et al. 2015).

Poslednim vystupem této prace bylo také ulozeni vybranych 174 bakterialnich izolatd ze
vzorki slin a 187 izolatl ze vzorkd stolice, vcetné jejich DNA, a také celkové DNA vsSech
vzorkt slin a stolice, ve sbirce Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (CZU v Praze).
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo vytvofit literarni reSerSi na zdkladé aktualnich
védeckych poznatkil o komenzalni mikrobioté traviciho traktu clovéka, zejména se zaméienim
na dutinu ustni a stfevo. Dale bylo cilem kultiva¢ni stanoveni poctu bakterii z Celedi
Bifidobacteriaceae a dalSich bakterialnich komenzalti pfitomnych ve vzorcich slin a stolice
ziskanych od lidi bez zjevnych zdravotnich obtizi. Cilem byla také izolace a nasledna
identifikace detekovanych bakterii, jejich selekce, izolace DNA a nésledné ulozeni do sbirky
bakterii Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky. VSechny cile diplomové prace byly splnény.

Hypotézou byl predpoklad, Ze v dutiné Ustni 1 ve stfevé ¢lovéka bez zdravotnich obtizi
budou pfitomny komenzalni bakterie z ¢eledi Bifidobacteriaceae, jejichZ zastoupeni bude vyssi
ve stieveé. Zaroven jsme predpokladali, ze pro kazdé prosttedi budou specifické jiné rody
a druhy téchto bakterii. Bakterie z ¢eledi Bifidobacteriaceae byly zastoupeny v obou typech
vzorkd, ale jejich Cetnost byla vyrazné vyssi ve stfeve ve srovnani s dutinou Ustni. V ramci této
Celedi byly v dutiné ustni ptitomny rody Alloscardovia, Bifidobacterium a Parascardovia,
naopak ve stieve byl ptitomen pouze rod Bifidobacterium. Mimo jiz zminéné, byly ve slinach
nalezeny také rody Prevotella, Schaalia, Fusobacterium, Veillonella, Rothia a Streptococcus.
Naopak ve stifevé byly detekovany rody Bacteroides, Parabacteroides a Phocaeicola. V obou
Castech gastrointestinalniho traktu byly detekovany rody Bifidobacterium a Staphylococcus.
V ramci rodu Bifidobacterium byly identifikovany druhy typické pro dutinu ustni, typické pro
stievo, a potom druhy, které lze nalézt v obou prostiedich. Konkrétné druh B. dentium byl
detekovan pouze v dutiné ustni, vyskyt B. longum byl zjistén v obou castech
gastrointestinalniho traktu, ale s vyznamné vyssi Cetnosti ve stfevé a vSechny ostatni popsané
druhy byly zachyceny pouze ve stievé Clovéka. Pro kazdé ze sledovanych prostiedi byly
detekovany jiné specifické rody a druhy téchto bakterii. Hypotézy tedy byly vysledky
potvrzeny.

Celkem bylo identifikovano 540 izolat ze vzorkd slin a 540 izolath ze vzorki stolice od
30 darct bez zjevnych zdravotnich obtizi. Z celkového mnozstvi izolatli ze vzorka slin bylo
uspesné identifikovano 33,5 % izolatd na Groven druhu a 33,5 % na Groven rodu. Identifikace
druhu a 10 % na troven rodu. Z tohoto mnozstvi bylo na zakladé identifikace, jedinecnosti
a morfologické variability vyselektovano 174 izolati (32,22 %) ze vzorki slin a 187 izolati
(34,63 %) ze vzorkd stolice. Tyto izolaty byly uchovany jako kontrolni skupina bakteridlnich
1zolath, které budou v budoucnu pouZity pro srovnani s onkologickymi pacienty vedenymi ve
FN Kralovské Vinohrady v ramci vznikajiciho vyzkumného projektu. Soucasti sbirky je také
DNA uchovanych izolati a celkova DNA vSech vzorkd slin astolice pro planované
molekulérné-genetické analyzy.
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9 Samostatné prilohy

Piiloha 1: Tabulka s dekadickymi logaritmy po¢tu kolonii tvoficich jednotku na
mililitr (log KTJ mL"1) pro vzorky slin a s dekadickymi logaritmy poétu kolonii tvoFicich
jednotku na gram pro vzorky stolice (log KTJ g?).

Kaultivaéni média (log CFU mL™) Kaultiva¢ni média (log CFU g1)
Darce | Vzorek WP V'\\/I/EFI; RIA(/)SFEF ENA Darce | Vzorek WP V'\\/I/lSJF;_ ,\‘fg‘;‘: ENA
1 Sliny 8,80 6,74 5,70 7,28 1 Stolice 8,56 7,63 7,02 8,03
2 Sliny 9,00 7,32 7,92 8,42 2 Stolice 9,13 8,85 8,84 8,49
3 Sliny 9,33 7,03 7,00 8,77 3 Stolice 8,8 8,38 8,01 8,34
4 Sliny 8,83 7,24 7,09 7,89 4 Stolice 8,92 9,06 8,75 8,15
5 Sliny 8,94 7,16 6,88 7,93 5 Stolice 9,06 8,54 8,58 9,5
6 Sliny 9,32 7,34 7,75 8,42 6 Stolice 9,05 8,62 8,85 9,27
7 Sliny 8,56 6,75 6,64 7,73 7 Stolice 10,08 10,05 10,04 8,94
8 Sliny 8,81 7,26 6,89 7,83 8 Stolice 9,53 9,56 9,54 8,71
9 Sliny 9,20 7,18 7,11 8,38 9 Stolice 9,01 8,84 8,67 8,93
10 Sliny 8,56 7,07 6,97 8,01 10 Stolice 9,04 8,82 8,69 9,34
11 Sliny 8,85 7,81 7,28 8,35 11 Stolice 9,08 8,98 8,85 9,01
12 Sliny 8,21 7,40 6,16 7,33 12 Stolice 9,88 9,75 9,84 8,6
13 Sliny 8,46 7,81 6,60 7,66 13 Stolice 9,54 8,65 8,44 9,29
14 Sliny 8,90 7,54 6,53 8,17 14 Stolice 9,74 9,79 9,55 8,67
15 Sliny 8,46 7,45 5,72 7,72 15 Stolice 8,61 8,32 9,3 8,36
16 Sliny 8,91 8,61 7,51 8,72 16 Stolice 9,68 9,28 9,19 9,31
17 Sliny 8,28 7,26 6,09 7,34 17 Stolice 8,94 9,15 9,11 9,1
18 Sliny 8,97 6,88 7,42 8,38 18 Stolice 9,62 8,91 8,95 8,86
19 Sliny 8,69 7,27 6,68 8,38 19 Stolice 9,89 8,99 9,65 9,14
20 Sliny 8,73 6,31 6,42 7,35 20 Stolice 9,56 8,67 9 8,89
21 Sliny 8,78 7,48 7,51 8,53 21 Stolice 9,06 8,98 8,89 9,41
22 Sliny 9,11 8,76 7,90 8,59 22 Stolice 9,98 9,57 9,77 9,88
23 Sliny 8,86 7,79 7,35 8,28 23 Stolice 10,21 8,82 10,19 10,12
24 Sliny 8,79 7,46 7,72 7,94 24 Stolice 9,63 9,14 9,14 8,6
25 Sliny 8,98 7,22 8,39 9,31 25 Stolice 8,42 9,01 8,9 8
26 Sliny 9,25 7,23 7,88 8,8 26 Stolice 9,60 10,03 9,97 9,71
27 Sliny 8,15 6,16 6,67 7,76 27 Stolice 8,14 8,27 8,19 6,56
28 Sliny 9,80 7,39 8,77 9,23 28 Stolice 8,14 7,74 7,66 6,82
29 Sliny 8,83 7,47 7,18 7,94 29 Stolice 9,21 8,91 8,91 9,11
30 Sliny 7,95 6,41 6,83 7,68 30 Stolice 9,18 8,35 7,98 8,71
Primér 8,81 7,29 7,09 8,14 Priamér 9,24 8,92 8,95 8,80
+SD | Sliny | 038 | £055 | 073 | +054 +SD | Stolice | 055 | +058 | 0,72 £0,77

Pozn: WSP-MUP — pocet kultivovatelnych bakterii narostlych na Wilkins-Chalgren agaru
obohaceném o mupirocin a kKyselinu octovou, WSP-NORF — pocet kultivovatelnych bakterii
narostlych na Wilkins-Chalgren agaru obohaceném o mupirocin, norfloxacin a kyselinu



octovou, FNA — pocet kultivovatelnych bakterii narostlych na Fusobacterium nucleatum agaru,
SD — smérodatnd odchylka

Piiloha 2: Tabulka s ponechanymi izolaty na KMVD

Vzorek | n Izolat ID Médium | Darce MALDI-TOF MS identifikace Skére Izolace | ZamraZeni+DNA
sliny | 122 668 23/6b MUP | 23 008_003_GM_null 1.82 |07.08.2023 |  08.08.2023
sliny | 1 1 1/5a MUP 1 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 4 38 ad38 MUP 2 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny | 7 42 3/5f MUP 3 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 8 46 3/5d NORF | 3 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
sliny | 11 69 ad69 MUpP 4 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny | 12 | 110 ad110 mup 4 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
sliny | 21 9% 6/4f MUP 6 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 25 | 119 7/3e NORF | 7 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 28 | 132 8/4f mup 8 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 29 | 138 8/4f NORF | ¢ Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 32 | 147 9/6c mup 9 Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 34| 151 9/6a NORF | o Alloscardovia omnicolens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 40 | 186 11/5F MUP | 11 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 41 | 187 11/6a NORF | 11 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 46 | 39.B3/5c | ad39 B3/sc | MUP | 13 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny | 51 | 223 13/5a NORF | 13 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 52 | 2027 13/5¢ NORF | 13 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 54 | 235 14/6a MUP | 14 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 55 | 244 14/4d NORF | 14 Alloscardovia omnicolens 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny | 64 | 549 16/5¢ NORF | 15 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 66 | 552 16/4f NORF | 15 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 79 | 577 18/7a MUP | 13 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 82 | 586 18/5d NORF | 13 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 89 | 600 19/4f MUP | 19 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 97 | 96.C6/4a | ad9s_ce/aa | NORF | 29 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny | 98 | 97.c6/3b | ad97_ceisb | NORF | 29 Alloscardovia omnicolens 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny [ 102 | 622 20/5d NORF | 2o Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny |113| 651 22/7¢ MUP | 9 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 116| 658 22/6d NORF | 2 Alloscardovia omnicolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny |138| 713 25/6e NORF | 25 Alloscardovia omnicolens 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |161| 768 28/6f NORF | g Alloscardovia omnicolens 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 2 10 1/3d NORF | Alloscardovia omnicolens 1.80 |09.03.2023 |  10.03.2023
sliny | 17 82 5/4d NORF | 5 Alloscardovia omnicolens 1.95 |09.03.2023 |  10.03.2023
sliny | 18 84 5/3f NORF | 5 Alloscardovia omnicolens 1.95 |09.03.2023 |  10.03.2023
sliny | 22 99 6/5¢ NORF | ¢ Alloscardovia omnicolens 1.89 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 24 | 114 713f mup 7 Alloscardovia omnicolens 1.90 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 47 | 41.B3/5e | ad41 B3/se | MUP | 13 Alloscardovia omnicolens 1,79 |23.03.2023 |  24.03.2023
Sliny | 73 | 566 17/4b NORF | 17 Alloscardovia omnicolens 194 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 74 | 567 17/4c NORF | 17 Alloscardovia omnicolens 173 | 07.08.2023 |  08.08.2023




NORF

Sliny | 90 606 19/4f 19 Alloscardovia omnicolens 1.87 | 07.08.2023 08.08.2023
Sliny | 99 | 614 20/5b MUP | 20 Alloscardovia omnicolens 1.74 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 100 | 615 20/5¢ MUP | 20 Alloscardovia omnicolens 1.80 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 101| 617 20/4e MUP | 20 Alloscardovia omnicolens 1.95 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 107 | 631 21/7a MUP | 21 Alloscardovia omnicolens 1.73 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 115| 656 22/6b NORF | 2 Alloscardovia omnicolens 1.98 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 125| 678 23/5f NORF | 23 Alloscardovia omnicolens 1.89 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 130 | 693 24/6c NORF | 24 Alloscardovia omnicolens 1.90 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 136 | 708 25/5f MUP | 25 Alloscardovia omnicolens 1.96 |14.08.2023 |  15.08.2023
sliny | 10 22 ad22 MUP 4 Bifidobacterium dentium 23.03.2023 | 24.03.2023
sliny | 15 77 5/3e MUP 5 Bifidobacterium dentium 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 16 78 5/3f MUP 5 Bifidobacterium dentium 09.03.2023 |  11.03.2023
Sliny | 81| 579 18/5¢ MUP | 13 Bifidobacterium dentium 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 95 | 91.B6/5a | ad91 B6/sa | MUP | 20 Bifidobacterium dentium 23.03.2023 | 24.03.2023
Sliny | 156 | 759 28/6¢ MUP | 2 Bifidobacterium dentium 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 159 | 762 28/6f MUP | 2 Bifidobacterium dentium 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 80 | 578 18/6b MUP | 13 Bifidobacterium dentium 1.84 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 96 | 94.86/5d | ad94 B6/5d | MUP | 29 Bifidobacterium dentium 1,9 |23.03.2023 |  24.03.2023
Sliny |108| 632 21/7b MUP | 21 Bifidobacterium longum 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 100 | 640 21/6d NORF | 21 Bifidobacterium longum 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 5 19 2/6a MUP 2 Bifidobacterium longum 1.95 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 6 29 2/5e NORF 2 Bifidobacterium longum 1.73 | 09.03.2023 10.03.2023
Sliny | 39 | 185 11/6e MUP | g Bifidobacterium longum 191 |30.03.2023|  31.03.2023
Sliny | 129 | 686 24/6b MUP | 24 Bifidobacterium longum 1.85 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |131| 695 24/6e NORF | 24 Bifidobacterium longum 172 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 135| 706 25/5d MUP | 25 Bifidobacterium longum 1.86 | 14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |137| 709 25/7a NORF | 25 Bifidobacterium longum 1.92 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 144 | 723 26/6¢ MUP | 26 Bifidobacterium longum 1.76 | 14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |146| 730 26/6d NORF | 26 Bifidobacterium longum 177 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 157 | 760 28/6d MUP | og Bifidobacterium longum 170 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 158 | 761 28/6e MUP | og Bifidobacterium longum 1.87 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 50 | 222 13/6f MUP | g3 Bifidobacterium oedipus 1.85 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 62 | 544 16/7d MUP 16 Bifidobacterium oedipus 170 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 72| 565 17/5a NORF | 17 Clavispora lusitaniae 171 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 45 | 213 12/6c FNA 12 Fusobacterium canifelinum 1.87 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 94 | 612 19/5f FNA 19 Fusobacterium nucleatum 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 30 | 144 8/5f FNA 8 Fusobacterium periodonticum 1.83 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 42 | 1903 11/8a FNA 11 Fusobacterium periodonticum 1.89 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 53 | 233 13/5¢ FNA 13 Fusobacterium periodonticum 1.83 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 59 | 266 15/7b FNA 15 Fusobacterium periodonticum 177 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 60 | 269 15/6e FNA 15 Fusobacterium periodonticum 1.80 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 78 | 576 17/5f FNA 17 Fusobacterium periodonticum 1.82 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 92 | 609 19/5¢ FNA | 19 Fusobacterium periodonticum 174 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 93 | 610 19/5d FNA | 19 Fusobacterium periodonticum 1.95 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 120 | 666 22/6f FNA | 22 Fusobacterium periodonticum 1.80 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 153| 755 27/5¢ FNA 27 Fusobacterium periodonticum 177 |14.08.2023 |  15.08.2023




FNA

Sliny | 172 805 30/7a 30 Fusobacterium periodonticum 14.08.2023 15.08.2023
Sliny | 26 | 124 7/6d FNA 7 Granulicatella adiacens 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 43 | 199 12/6a MUP | 12 Lactobacillus sakei 30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 105| 628 20/5d FNA | 20 NRI 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 118| 663 22/6¢ FNA | 22 NRI 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 154 | 757 28/7a MUP | 25 NRI 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |139| 715 25/7a FNA | 25 NRI (Agrobacterium radiobacter) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |143| 722 26/6b MUP | 2 NRI (Alloscardovia omnicolens) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |145| 727 26/8a NORF | 2 NRI (Bifidobacterium breve) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 149| 736 26/7d FNA | 2 NRI (Bifidobacterium oedipus) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 71| 564 17/5f MUP | 47 NRI (Bifidobacterium olomucium) 07.08.2023 |  08.08.2023
sliny | 173| 806 30/6b FNA 30 NRI (Fusobacterium canifelinum) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 3 16 1/5d FNA 1 NRI (Fusobacterium nucleatum) 09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 151| 751 27/7a FNA 27 NRI (Prevotella dentalis) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 67 | 553 16/8a FNA 16 NRI (Prevotella histicola) 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 174 | 809 30/5¢ FNA 30 NRI (Prevotella melaninogenica) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 148| 735 26/7¢ FNA 26 NRI (Prevotella salivae) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 84 | 591 18/7¢ FNA 18 NRI (Staphylococcus epidermidis) 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 140| 716 25/7b FNA 25 NRI (Veillonella atypica) 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |123| 669 23/6¢ MUP | 23 Paraclostridium bifermentas 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 65 | 550 16/5d NORF | 15 Parascardovia denticolens 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 150 | 739 27/6a MUP | o7 Parascardovia denticolens 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 155| 758 28/7b MUP | 25 Parascardovia denticolens 14.08.2023 | 15.08.2023
sliny | 77 | 573 17/5¢ FNA 17 Prevotella denticola 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 86 | 593 18/7e FNA 18 Prevotella denticola 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 91 | 607 19/7a FNA 19 Prevotella denticola 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 110 | 643 21/8a FNA | 21 Prevotella histicola 07.08.2023 | 08.08.2023
Sliny | 128 | 684 23/6f FNA | 23 Prevotella histicola 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 147| 733 26/7a FNA | 26 Prevotella histicola 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |133| 699 24/7c FNA | 2 Prevotella histicola 1.98 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |132| 697 24/7a FNA | 2 Prevotella jejuni 1.87 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |134| 701 24/6e FNA | 2 Prevotella jejuni 192 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 162 | 769 28/7a FNA 28 Prevotella jejuni 1.89 | 14.08.2023 15.08.2023
Sliny | 85 | 592 18/7d FNA | 18 Prevotella melaninogenica 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 106 | 630 20/5t FNA | 20 Prevotella melaninogenica 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 126 | 681 23/7¢ FNA | 23 Prevotella melaninogenica 07.08.2023 |  08.08.2023
sliny | 69 | 557 16/7e FNA 16 Prevotella melaninogenica 170 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 111| 648 21/6f FNA | 21 Prevotella melaninogenica 1.86 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 119 | 664 22/6d FNA | 22 Prevotella melaninogenica 1.89 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 141| 717 25/7¢ FNA | 25 Prevotella melaninogenica 1.96 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 152 | 752 27ITh FNA | 27 Prevotella melaninogenica 1.97 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |163| 773 28/7e FNA 28 Prevotella melaninogenica 1.78 | 14.08.2023 15.08.2023
Sliny | 168 | 788 29/7b FNA | 29 Prevotella melaninogenica 174 |14.08.2023 |  15.08.2023
sliny | 75 | 571 17/7a FNA 17 Prevotella naceinsis 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 61 | 541 16/7a MUP 16 Prevotella pallens 172 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 68 | 556 16/7d FNA 16 Prevotella pallens 197 |07.08.2023 |  08.08.2023




FNA

Sliny | 142 719 25/7e 25 Prevotella pallens 194 | 14.08.2023 15.08.2023
Sliny | 169 | 789 29/6¢ FNA 29 Prevotella pallens 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 76 | 572 17/6b FNA 17 Prevotella salivae 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 87 | 594 18/7f FNA 18 Prevotella salivae 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 127 | 683 23/6e FNA | 23 Prevotella salivae 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 164 | 774 287 FNA | 28 Prevotella salivae 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 165| 775 29/7a MUP | 29 Prevotella salivae 1.82 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny |170| 701 29/6e FNA | 29 Pseudoleptotrichia goodfellowii 1.88 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 70 | 561 17/5¢ MUP | 17 Rothia dentocariosa 1.84 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 104 | 626 20/6b FNA | 20 Rothia dentocariosa 1.95 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 63 | 545 16/6e MUP | 15 Rothia mucilaginosa 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 117 | 659 22/6e NORF | 5 Rothia mucilaginosa 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 35 | 152 9/6b NORF | ¢ Rothia mucilaginosa 170 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 57 | 260 15/4b NORF | 15 Rothia mucilaginosa 1.87 |3003.2023 |  31.03.2023
Sliny | 58 | 264 15/4f NORF | 15 Rothia mucilaginosa 1.87 |3003.2023 |  31.03.2023
Sliny | 160 | 764 28/8b NORF | g Rothia mucilaginosa 173 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 121| 667 23/7a MUP | 23 Schaalia meyeri 1.87 | 07.08.2023 |  08.08.2023
sliny | 27 | 131 8/5e MupP 8 Schaalia odontolytica 09.03.2023 | 10.03.2023
Sliny | 37 | 170 10/6b NORF | 19 Schaalia odontolytica 09.03.2023 | 14.03.2023
Sliny | 56 | 258 15/5f MUP | 15 Schaalia odontolytica 30.03.2023 | 31.03.2023
Sliny |124| 671 23/6e MUP | 53 Schaalia odontolytica 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny |166| 778 29/6d MUP | 59 Schaalia odontolytica 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny | 9 55 4/6a MUP 4 Schaalia odontolytica 179 |09.03.2023 |  14.03.2023
sliny | 13 60 4/6f MUP 4 Schaalia odontolytica 1.95 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 14 | 66 4/5f NORF | 4 Schaalia odontolytica 1.78 |09.03.2023 |  14.03.2023
sliny | 19 92 6/6v MUP 6 Schaalia odontolytica 1.87 |09.03.2023 |  10.03.2023
sliny | 20 94 6/5d MUP 6 Schaalia odontolytica 1.76 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 23 | 112 7/4d MUP 7 Schaalia odontolytica 1.84 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 31| 146 9/6b MUP 9 Schaalia odontolytica 1.90 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 33 | 149 9/6e MupP 9 Schaalia odontolytica 1.96 |09.03.2023 |  10.03.2023
Sliny | 36 | 164 10/6b MUP | 19 Schaalia odontolytica 179 |09.03.2023 |  10.03.2023
sliny | 38 | 181 11/7a MUP 11 Schaalia odontolytica 1.84 |3003.2023 |  31.03.2023
Sliny | 44 | 204 12/5f MUP 12 Schaalia odontolytica 1.91 |30.03.2023| 31.03.2023
Sliny | 48 | 218 13/7b MUP | 13 Schaalia odontolytica 179 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 49 | 220 13/6d MUP | 13 Schaalia odontolytica 194 |30.03.2023 |  31.03.2023
Sliny | 112| 650 22/Th MUP | 2 Schaalia odontolytica 1.88 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 114| 652 22/6d MUP | 2 Schaalia odontolytica 1.86 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny |167| 787 29/7a FNA | 29 Veillonella atypica 14.08.2023 | 15.08.2023
Sliny |171| 793 30/6a MUP | 39 Veillonella atypica 1.86 |14.08.2023 |  15.08.2023
Sliny | 83 | 590 18/8b FNA 18 Veillonella dispar 1.85 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 88 | 59 19/7b MUP | 19 Veillonella dispar 1.93 |07.08.2023 |  08.08.2023
Sliny | 103| 625 20/6a FNA | 20 Veillonella dispar 1.98 | 07.08.2023 |  08.08.2023
Stolice | 63 428 9/8b FNA 9 Bacteroides caccae 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 106 | 540 15/7f FNA | 15 Bacteroides caccae 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 133 | 897 20/8¢ FNA | 20 Bacteroides caccae 25.00.2023 | 26.09.2023
Stolice | 7 285 1/7¢c FNA 1 Bacteroides eggerthii 03.07.2023 | 04.07.2023




FNA

Stolice | 175 1041 28/5¢ 28 Bacteroides eggerthii

Stolice | 158 989 25/6e FNA 25 Bacteroides fragilis

Stolice | 165 1007 26/8e FNA 26 Bacteroides fragilis

Stolice | 20 321 3/8c FNA 3 Bacteroides ovatus

Stolice | 31 340 4/6d FNA 4 Bacteroides ovatus

Stolice | 43 377 6/6e FNA 6 Bacteroides ovatus

Stolice | 48 392 7/8b FNA 7 Bacteroides ovatus

Stolice | 58 413 8/7e FNA 8 Bacteroides ovatus

Stolice | 77 467 11/7e FNA 11 Bacteroides ovatus

Stolice | 90 499 13/8a FNA 13 Bacteroides ovatus

Stolice | 98 518 14/8b FNA 14 Bacteroides ovatus

Stolice | 105 538 15/7d FNA 15 Bacteroides ovatus

Stolice | 159 990 25/6f FNA 25 Bacteroides ovatus

Stolice | 164 1003 26/8a FNA 26 Bacteroides ovatus

Stolice | 16 305 2[7e FNA 2 Bacteroides thetaiotaomicron
Stolice | 21 323 3/7e FNA 3 Bacteroides thetaiotaomicron
Stolice | 32 342 4/6f FNA 4 Bacteroides thetaiotaomicron
Stolice | 186 1076 30/7b FNA 30 Bacteroides thetaiotaomicron
Stolice | 6 283 1/8a FNA 1 Bacteroides uniformis
Stolice | 14 302 2/8b FNA 2 Bacteroides uniformis
Stolice | 19 320 3/8b FNA 3 Bacteroides uniformis
Stolice | 29 337 4/7a FNA 4 Bacteroides uniformis
Stolice | 55 409 8/8a FNA 8 Bacteroides uniformis
Stolice | 68 446 10/8b FNA 10 Bacteroides uniformis
Stolice | 76 463 11/8a FNA 11 Bacteroides uniformis
Stolice | 91 500 13/8b FNA 13 Bacteroides uniformis
Stolice | 99 519 14/8c FNA 14 Bacteroides uniformis
Stolice | 123 862 18/8d FNA 18 Bacteroides uniformis
Stolice | 166 1008 26/7f FNA 26 Bacteroides uniformis
Stolice | 176 1044 28/5f FNA 28 Bacteroides uniformis
Stolice | 182 1058 29/8b FNA 29 Bacteroides uniformis
Stolice | 2 272 1/7b MUpP 1 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 5 281 1/5e NORF 1 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 9 291 2/8¢ Mup 2 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 11 | 296 2/8b NORF | Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 22 325 4/8a NORF 4 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 25 332 4/8b MUP 4 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 33 344 5/8b MUP 5 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 35 351 5/7c NORF 5 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 37 353 5/6e NORF 5 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 39 363 6/8c MUP 6 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 40 | 367 6/8a NORF | ¢ Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 44 379 7/8a MUP 7 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 51 | 399 8/8c mup 8 Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 54 | 406 8/8d NORF | g Bifidobacterium adolescentis
Stolice | 59 | 415 9/8a mup 9 Bifidobacterium adolescentis
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03.07.2023 04.07.2023
03.07.2023 04.07.2023
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10.07.2023 11.07.2023
10.07.2023 11.07.2023
10.07.2023 11.07.2023
10.07.2023 11.07.2023
02.10.2023 03.10.2023
02.10.2023 03.10.2023
03.07.2023 04.07.2023
03.07.2023 04.07.2023
03.07.2023 04.07.2023
02.10.2023 03.10.2023
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MUP

Stolice | 60 416 9/8b 9 Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 73 | 456 11/7f MUP 11 Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 79 | 469 12/8a MUP 12 Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 83 | 477 12/8¢ NORF | ) Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 87 | 492 13/6f MUP 13 Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 89 | 494 13/7b NORF | 43 Bifidobacterium adolescentis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 110 | 821 16/7e NORF | 14 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 114 | 836 17/8b NORF | 47 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 117 | 845 17/7e FNA 17 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 119 | 848 18/8b MUP 18 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 121 | 855 18/8¢ NORF | g Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 129 | 886 20/7d NORF | 59 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 | 26.09.2023
Stolice | 131 | 891 20/8¢ MUP 20 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 137 | 911 21/7e MUP 21 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 139 | 915 21/7c FNA 21 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 141 | 929 22/7e MUP 22 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 142 | 931 22/8a FNA 22 Bifidobacterium adolescentis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 144 | 939 23/8¢ NORF | 23 Bifidobacterium adolescentis 25.00.2023 | 26.09.2023
Stolice | 146 | 949 23/8a FNA 23 Bifidobacterium adolescentis 25.00.2023 | 26.09.2023
Stolice | 154 | 973 25/8a MUP | o5 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 157 | 984 25/7f NORF | 25 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 160 995 26/8e MUP 26 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 03.10.2023
Stolice | 163 | 1000 26/8d NORF | 26 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 172 | 1029 28/6c MUP 28 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 173 | 1035 28/6c NORF | g Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 177 | 1045 29/8a MUP 29 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 181 | 1054 20/7d NORF | 59 Bifidobacterium adolescentis 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 3 274 1/6d MUupP 1 Bifidobacterium aerophilum 03.07.2023 | 04.07.2023
Stolice | 124 | 871 19/8a NORF | 19 Bifidobacterium angulatum 25.00.2023 | 26.09.2023
Stolice | 126 | 875 19/7e NORF | 19 Bifidobacterium angulatum 25.00.2023 | 26.09.2023
Stolice | 152 | 966 24/7f NORF | 24 Bifidobacterium angulatum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 66 | 438 10/6f MUP | 99 Bifidobacterium animalis 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 94 | 506 14/8b MUP 14 Bifidobacterium animalis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 95 | 515 14/7¢ NORF | 14 Bifidobacterium animalis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 100 | 524 15/8b MUP 15 Bifidobacterium animalis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 102 | 531 15/8¢ NORF | 15 Bifidobacterium animalis 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 115 | 837 17/8¢ NORF | 47 Bifidobacterium animalis 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 74 | 460 11/7d NORF | 1 Bifidobacterium bifidum 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 80 | 470 12/8b MUP 12 Bifidobacterium bifidum 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 81 | 473 12/7e MUP 12 Bifidobacterium bifidum 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 107 | 813 16/8¢ MUP 16 Bifidobacterium bifidum 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 109 | 817 16/8a NORF | 14 Bifidobacterium bifidum 25002023 | 26.09.2023
Stolice | 112 | 829 17/8a MUP 17 Bifidobacterium bifidum 2500.2023 | 26.09.2023
Stolice | 149 | 958 24/8d MUP | o4 Bifidobacterium bifidum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 23 | 326 4/8b NORF 4 Bifidobacterium bifidum 03.07.2023 | 04.07.2023
Stolice | 26 | 333 47c MUP 4 Bifidobacterium bifidum 03.07.2023 | 04.07.2023

Vil




NORF

Stolice | 46 386 7/8b 7 Bifidobacterium bifidum
Stolice | 53 | 405 8/8c NORF | g Bifidobacterium bifidum
Stolice | 71 | 452 11/8b L 11 Bifidobacterium bifidum
Stolice | 65 433 10/8a Mup 10 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 70 451 11/8a Mup 11 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 134 901 21/7a NORF 21 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 135 904 21/7d NORF 21 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 167 1013 27/7e MUP 27 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 168 1017 27/7c NORF 27 Bifidobacterium catenulatum
Stolice | 1 271 1/8a MUP Bifidobacterium longum
Stolice | 4 278 1/6b NORF 1 Bifidobacterium longum
Stolice | 10 295 2/8a NORF 2 Bifidobacterium longum
Stolice | 12 298 2/7d NORF 2 Bifidobacterium longum
Stolice | 17 312 3/6f MUP 3 Bifidobacterium longum
Stolice | 18 317 3/6e NORF 3 Bifidobacterium longum
Stolice | 24 329 4/6e NORF 4 Bifidobacterium longum
Stolice | 34 350 5/7b NORF 5 Bifidobacterium longum
Stolice | 36 | 352 5/7d NORF | 5 Bifidobacterium longum
Stolice | 41 369 6/8c NORF 6 Bifidobacterium longum
Stolice | 42 | 372 6/7f NORF | ¢ Bifidobacterium longum
Stolice | 45 | 385 7/8a NORF | 7 Bifidobacterium longum
Stolice | 47 388 7/7d NORF 7 Bifidobacterium longum
Stolice | 50 398 8/8b Mup 8 Bifidobacterium longum
Stolice | 52 404 8/8b NORF 8 Bifidobacterium longum
Stolice | 61 419 9/7e MupP 9 Bifidobacterium longum
Stolice | 62 426 9/6f NORF 9 Bifidobacterium longum
Stolice | 67 443 10/7e NORF 10 Bifidobacterium longum
Stolice | 72 454 11/7d MupP 11 Bifidobacterium longum
Stolice | 75 462 11/6f NORF 11 Bifidobacterium longum
Stolice | 82 | 475 12/8a NORF | 1o Bifidobacterium longum
Stolice | 84 | 478 12/7d NORF | 1 Bifidobacterium longum
Stolice | 86 491 13/6e Mup 13 Bifidobacterium longum
Stolice | 88 | 493 13/8a NORF | 13 Bifidobacterium longum
Stolice | 93 | 505 14/8a MUP | 14 Bifidobacterium longum
Stolice | 96 | 516 1417 NORF | 14 Bifidobacterium longum
Stolice | 101 525 15/8¢ MUP 15 Bifidobacterium longum
Stolice | 103 534 15/7f NORF 15 Bifidobacterium longum
Stolice | 108 816 16/7f MUP 16 Bifidobacterium longum
Stolice | 111 826 16/7d FNA 16 Bifidobacterium longum
Stolice | 113 830 17/7b MUP 17 Bifidobacterium longum
Stolice | 118 846 17/7F FNA 17 Bifidobacterium longum
Stolice | 120 | 850 18/8d MUP | 45 Bifidobacterium longum
Stolice | 122 | 856 18/8d NORF | 13 Bifidobacterium longum
Stolice | 125 | 872 19/8b NORF | 19 Bifidobacterium longum
Stolice | 127 | 880 19/8d FNA 19 Bifidobacterium longum
Stolice | 128 | 883 20/8a NORF | 2o Bifidobacterium longum

Vil
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MUP

Stolice | 130 889 20/8a 20 Bifidobacterium longum 25.09.2023 26.09.2023
Stolice | 136 | 906 21/6f NORF | 23 Bifidobacterium longum 2509.2023 | 26.09.2023
Stolice | 138 | 913 21/8a FNA 21 Bifidobacterium longum 2509.2023 | 26.09.2023
Stolice | 140 | 921 22/8¢ NORF | Bifidobacterium longum 2509.2023 | 26.09.2023
Stolice | 143 | 932 22/8b FNA 22 Bifidobacterium longum 2509.2023 | 26.09.2023
Stolice | 145 | 946 23/7d MUP 23 Bifidobacterium longum 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 147 | 950 23/8b FNA 23 Bifidobacterium longum 2500.2023 |  26.09.2023
Stolice | 148 | 956 24/8b MUP 24 Bifidobacterium longum 02102023 |  03.10.2023
Stolice | 150 | 961 24/8a NORF | 24 Bifidobacterium longum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 155 | 977 25/7e MUP 25 Bifidobacterium longum 02102023 |  03.10.2023
Stolice | 156 | 980 25/8b NORF | 25 Bifidobacterium longum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 161 | 996 26/7f MUP 26 Bifidobacterium longum 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 162 | 999 26/8¢ NORF | 54 Bifidobacterium longum 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 179 | 1049 29/6e MUP 29 Bifidobacterium longum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 180 | 1052 29/8b NORF | 59 Bifidobacterium longum 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 184 | 1063 30/8a MUP 30 Bifidobacterium longum 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 185 | 1071 30/6¢ NORF | 39 Bifidobacterium longum 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 27 | 335 4/6e MUpP 4 Bifidobacterium pseudocatenulatum | 1.81 |03.07.2023 |  04.07.2023
Stolice | 28 | 336 4/6f MUP 4 Bifidobacterium pseudocatenulatum | 1.98 | 03.07.2023 |  04.07.2023
Stolice | 151 | 962 24/8b NORF | 24 Bifidobacterium pseudocatenulatum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 178 | 1047 29/7¢ MUP | 59 Bifidobacterium pseudocatenulatum 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 169 | 1022 27/6b FNA 27 Escherichia coli 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 187 | 1080 30/6f FNA | 30 Escherichia coli 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 170 | 1023 27/5¢ FNA 27 Ligilactobacillus ruminis 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 171 | 1025 27/5¢ FNA 27 Ligilactobacillus ruminis 02.10.2023 |  03.10.2023
Stolice | 183 | 1061 29/7e FNA 29 Ligilactobacillus ruminis 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 30 | 338 47h FNA 4 Parabacteroides distasonis 03.07.2023 |  04.07.2023
Stolice | 92 | 504 13/7f FNA 13 Parabacteroides distasonis 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 97 | 517 14/8a FNA 14 Parabacteroides distasonis 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 8 288 1/6f FNA 1 Parabacteroides johnsonii 03.07.2023 04.07.2023
Stolice | 153 | 967 24/8a FNA | o4 Parabacteroides johnsonii 02.10.2023 | 03.10.2023
Stolice | 13 301 2/8a FNA 2 Parabacteroides merdae 03.07.2023 04.07.2023
Stolice | 57 412 8/7d FNA Parabacteroides merdae 10.07.2023 11.07.2023
Stolice | 104 | 535 15/8a FNA 15 Phocaeicola coprocola 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 49 393 7/8¢c FNA 7 Phocaeicola massiliensis 03.07.2023 04.07.2023
Stolice | 15 | 303 207c FNA 2 Phacaeicola vulgatus 03.07.2023 |  04.07.2023
Stolice | 38 | 356 5/8b FNA 5 Phacaeicola vulgatus 03.07.2023 |  04.07.2023
Stolice | 56 | 410 8/8b FNA 8 Phacaeicola vulgatus 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 64 | 430 9/7d FNA 9 Phacaeicola vulgatus 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 69 | 448 10/7d FNA 10 Phacaeicola vulgatus 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 78 | 468 11/7f FNA 11 Phacaeicola vulgatus 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 85 | 483 12/7c FNA 12 Phocaeicola vulgatus 10.07.2023 | 11.07.2023
Stolice | 116 | 842 17/8b FNA 17 Phocaeicola vulgatus 25.09.2023 | 26.09.2023
Stolice | 132 | 896 20/8b FNA 20 Phocaeicola vulgatus 2509.2023 | 26.09.2023
Stolice | 174 | 1040 28/5b FNA 28 Phocaeicola vulgatus 184 |02102023| 03.10.2023




Pozn.: MUP — Wilkins-Chalgren agar obohaceny o mupirocin a kyselinu octovou, NORF —
Wilkins-Chalgren agar obohaceny o mupirocin, norfloxacin a kyselinu octovou, FNA —
Fusobacterium nucleatum agar, NRI — nespolehliva identifikace organismu, zelena barva
(skore 2.00 — 3.00) — identifikace organismu na troven rodu a druhu, zluta barva (skére 1.70—
1.99) — pravdépodobna rodova indentifikace organismu, ¢ervena barva (skore 0.00 - 1.69) —
nespolehliva identifikace organismu



