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111 v angli¢tiné (kratka soustava = American system) trillion = 1012 (tj. bilion v CJ) !!!
Trilion v dlouhé soustavé (kontinentalni Evropa, v&. CR) = 1018



Bakterii mame v téle vice, nez vlastnich bunék
NasSe téla obsahuji cca 10 bilionu bunék (10'?)
Hostime cca 10'4- 10 mikroorganismu - 1,5 kg

Bakterialni geny prevysuji poctem geny lidské 100:1

Ve stfeveé Zije vice nez 1000 rodu bakterii, 5 rodu Archaea,
66 rodu hub, prvoku a viru (bakteriofagu)

Mikrobiom je individualni (,otisk prstu®) - meni se v Case
slozenim potravy, xenobiotiky (Ieky ATB, omeprazol, jedy),
hormony (endo-, xenogenni), psychickymi vlivy aj...
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Firmicutes - napf. laktobacily, bacily,
stafylokoky, streptoky,
klostridia aj. ]
Bacteroidetes - napf. bakteroidy, SH“I /\oﬂ”mﬂs

flavobacteria,
sphingobacteria aj.

Actinobacteria - napt. R
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propionibakteria aj.

bifidobakteria, Colon
aktinomycety, nokardie,
streptomycety,
mykobakteria,
korynebakteria,
Proteobacteria - napf.
entrobakterie, vibria,
pseudomonady,
neisserie aj. E Firmicutes
[] Bacteroidetes
[ Actinobacteria




Mikrofléra = Mikrobiota - je spoleCenstvi zijicich
mikroorganizmu sidlicich v stanovené ekologické nice

Komenzalni mikrobiota (komenzaloveé) - mikrobialni
spolecCenstvi kolonizujici hostitele bez choroboplodnych
zarodku. Vztah mezi hostitelem a touto mikrobiotou je
oboustranne prospesny

Mikrobiom - vSechny mikroorganismy, jejich geny a jejich
metabolity

Quorum sensing - molekuly umoznujici bakteriim koordinované regulovat
expresi svych gendu, tim jsou schopny synchronizovat svoje chovani a
chovat se v mnoha ohledech jako mnohobunécny organismus /
obecngji znacCi typ rozhodovaciho procesu vyuzivaného
decentralizovanymi skupinami Ci spoleCenstvy (napf. hmyzu) k
jednotné reakci (,kolektivnimu® rozhodnuti).



Funkce mikrobiomu

Stimulace imunitniho systému

Vyvoj imunitniho systemu po narozeni

Traveni potravy

Zdroj vitaminu (B, K)

Vyvoj strevni steny

Prevence pred pomnozenim patogennich bakterii
Vliv na vyvoj mozku a na jeho funkce

Vliv na metabolismus (ukladani tuku aj.)

Vliv na vznik fady onemocnéni (obezita, DM, Ca,
ateroskleréza, chronicka zanétliva
onemocneéni (stfeva), psychicka onemocneni,
autoimunitni onemocneéni a;. ...... )

» adalsi....
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Bacterial 16S rRNA sequencing workflow
example for skin microbiome studies

(1) Obtain superficial skin sample containing mixed bacterial
population

Vyzkum mikrobiomu

(2) Isolate DNA from skin sample

(3) Amplify bacterial 16S l
rRNA gene with primers
encompassing variable
regions of interest I

(4) Sequence 16S rRNA genes =

(5) Perform data processing, quality control and analysis of
bacterial 16S rRNA sequences:

* Alignment of sequences

1 * Taxonomic classification using
E nviron ment existing reference databases

* Community and phylogenetic
analysis of sequences

Kong 2011, Trends Mol Med.



Kozni mikrobiom
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P. acnes je soucasti mikroflory
k@iZe a sliznic (cca 10%/cm?)

Jahns et al.
2014
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Dominuje v koznim mikrobiomu
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Folliculitis - acne vulgaris — podil P. acnes ??7?
SAPHO (Synovitis, Acne, Palmoplantar pustulosis, Hyperostosis, Osteitis)

Umélé klouby (zejm. rameno -~0,9-1,9 % )- { Klinické p¥iznaky a {zanét (¥ CRP)
— ,aseptické” uvolnéni

Dalsi ortopedické implantaty

Cerebrovaskularni shunty, CVK

Prsni implantaty — fibroza a kapsularni kontraktura

Kardiovask. implantaty (kardiostim., umélé chlopné a cévy aj.)

Implantaty cocek

aj...
Sepse Periodontitidy aj.

Abscesy Prostatitidy,

Osteomyelitidy , infekce pro kraniotomii Endophthalmitidy/keratitidy
Spondylodiscitidy Chronické rhinosinusitidy aj

Ca prostaty ? Sarkoidodza ?

Degenerace meziobratlovych plotének ? (~ 28 % P. acnes +)  ???
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38 cases (32%)

Lumbalni mikrodisektomie n=368, o800
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Vzorky P. acnes pozitivni: 119 (32.3 %)
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35 cases (29%)
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CFU/gram

P. acnes pozitivni : 39% muzu, 23% zen)
Capoor, 2017, PLOS One
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A. 3D CSLM - barveni DNA (SYTO9, green)
B. FISH - EUB338 eubacterial sonda ; FISH - P. acnes sonda



Mikrobiom GIT

Sartor, R. B. (2008). "Microbial influences in inflammatory

boweldiseases." Gast

roente-rology134(2): 577-594.

Stomach 0 - 102
Lactobacillus
Candida
Streptococcus
pH =2 Helicobacter pylori
Peptostreptococcus pH =7
Colon 10"1- 1012
Bacteroides
Clostridium groups IV and XIV
jum
Dg:g:num 102 Enterobacteriaceae
tococcus
Lactobacillus
Jejunum 102
Streptococcus
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Distal ileum 107 - 10° Rul=eo
Clostrtigm Proximal ileum 103 .
Streptococcus tococcus Al
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Vagina

Lactobacillus107-108
biofilm 1011




Firmicutes (60%)

Bacteroidetes (20%)

Actinobacteria (10%)

Proteobacteria (1%)

napr. laktobacily, bacily,
stafylokoky, streptoky, klostridia aj.

napr. bakteroidy, flavobacteria,
sphingobacteria aj.

napr. bifidobakteria, aktinomycety,
nokardie, streptomycety,
mykobakteria, korynebakteria,
mikrokoky, propionibakteria aj.

napr. entrobakterie, vibria,
pseudomonady, neisserie aj.

http://www.hmpdacc.org/, http://www.metahit.eu/
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Funkce mikrobiomu GIT
Imunomodulace: stimulace a vyvoj imunitniho
systému a rozvoj lymfoid. tkani,

Ochrana proti patogenum (baktericiny, mastné kys,
kompetice aj.)

metabolizmus Zivin: fermentace sacharidu, tvorba
KMK — zejm. butyrat, bilkoviny—AK, biogenni aminy

ovlivneni strevni motility

tvorba vitaminu a cholinu (vit. H, B, folat)
enterohepatalni obeh zlucovych kyselin
metabolizmus cholesterolu

Viiv na CNS

aj...



Vyvoj mikrobiomu GIT
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Ottman, N., et al. (2012). "The function of our microbiota: who is
out there and what do they do?" Front Cell Infect Microbiol 2: 104.

Sterilni — kolonizace matefskou mikrobiotou pfi porodu — 4 redox. potencialu —
aneroby (Bacteroides a Bifidobacterium, Lactobacillus aj)



A\

stfevni mikrobiom se utvari jiz intrauterinné ? - smolka zdravych
novorozencu (Escherichia, Enterococcus, Leuconostoc, Lactococcus a
Streptococcus)

typ porodu (vaginalni — matefska mikrobiota / cisarsky fez)

Typ vyzivy materské mléko / umelé miéko / pfikrmy

 redox. potencialu — Taneroby (Bacteroides a Bifidobacterium, Lactobacillus aj.)
do 3 let stabilizace a v prubéhu Zivota relativné stabilni

zmeny kolem 75 - 85 let - vySSi zastoupeni kmene Bacteroidetes, klesa
druhova rozmanitost

VVYVVY

Laktace: bakterie mléC. kvaseni, bifidobakterie (60-90%)

Umeéla vyziva: podobnost dospélému mikrobiomu

Ovoce, zelenina, vlaknina: Firmicutes (Roseburia)

Maso, cukry, tuky, malo vlakniny: Alistipes, Bilophila, Bacteroides

T sacharidt - vice Bifidobakterii
T nasycenych tuku - vy3si pomér Firmicutes/Bacteroidetes

Antibiotika: pokles diverzity stfevni mikrobioty
Probiotika: Lactobacillus, Bifidobacterium a dalSi
Prebiotika: selektivni stimulace rustu/aktivity bakterii stfeva

Pravidelné cvi€eni vedlo ke zvySeni ruznorodosti stfrevni mikrobioty a Firmicutes



Influence of external factors on intestinal

P microbiota of infants
contamination
(translocation) Delivery Mode Familial environment
Caesarean section Vaginal
Bifidobacterium Staphyloccus Lactobacillus Clostridium
Lactobacillus Corynebacterium Prevotella
Enterococcus Propionibacterium Sneathia
Time of weaning
l Gestationalfge / / and foods chosen
Prenatal > Birth First Weeks First months Adult-like microbiota
A
Maternal microbes,
antibiotic use infefction/ Hospitalisation Treatments
iliness, diet and lifestyl Probiotics-Prebioti Antibioti
ness, et and lirestyle v
Type of Feeding i;ﬁ;o:acflirlum Reiduc;:oln in
Genetics/ | | Breastfeeding Formula feeding DUCEEAS g;::si 9
Epigenetics &y
lBiﬁdobacten’um ]Enterabacteriaceae
(Collado et al 2012, Fouhy et al 2012, Margues et al 2010, Matamoros et al 2013)
**Green- beneficial modification, red- modification considered negative for health




Hlavni enterotypy
fylogenetické a funkCni odliSnosti a ruzné metabolické cesty

Enterotyp 1 - Bacteroides
Typicky pro zapadni dietu (zivocCisné bilkoviny a tuky)
Syntéza biotinu, riboflavinu, panthotenatu a askorbatu

Enterotyp 2 - Prevotella
Typicky pro vegetariany a vegany (vlaknina)
Syntéza thiaminu a kyseliny listové

Enterotyp 3 - Ruminococcus — alkoholy a polynenasycené mastné
kyseliny zvifat (prezvykavci, ovce, kozy) stépi celulozu
Produkce hemu) a  ctores prvorta ——_—— o

0.5+ 03 : 0.06-{ -
[ - _— T
Arumugam, 2011, Nature g o5l el . 0.04- |
3 o.
5 i ‘
2 0.1 \ 0.02-|
0.1 — - == e T
= L : ooy | S W
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Enterotype Enterotype Enterotype
e
A/k liphilus  Ge ob cter ansia  Véillonella Akkermansia

Akkerm:
Hel icobacter .
Cateniba t lm @ Sph/ngo\) Gordonibacter
*Rumi nocogaceae Leuconostoc bacterium /

Bactt
Parabacteroides joteroldss ) . . Ruminococcus
C Sraphylo occus Rumino
Clost dales Fogarthels Prev olella {Peptostrepto coccacea
cccccccccc

Staphylococcus
Lactobacillus 8O, o~
Slackia Desulfov b Holdemania Marvin b,y ntia Qlallster
M )
lethan: ob revibacter Rhodospiri ” St ‘ ‘ Symbioba ct ium
Escherichia/Shigella
o Main contributors \ Positive correlation (>0.4)

C“ Genera co-occurring with main contributors \ Negative correlation (<-0.4)



Diet Genetics

Sl Biological Stress
~hlcohol Consumption p.ONCRm Ry un DRtUpon
« Prebiotics & Probiofics
Permeability \,  Microbiota

Cancer Gasiro‘inteslinallHepiolology Neurological

« Colon Cancer » Infiommatory Bowel Disease « Porkinson’s Disease
» Breas! Cancer « lmitable Bowel Syndrome « Alzheimer’s Disease
- ; X » Food Allergy —
Metabolic (ie{ooc o[,)isecse Cardiovascular
» Obesity » Liver Disease i
g L Disease

Potravinove alergie, atopicka alergie, astma ...

|diopatické zanéty stfev - ulcerdzni kolitida, Crohnova choroba

Syndrom drazdivého stfeva

DM, obezita, KV choroby

Ca tlustého streva, prsu ....

Revmatoidni artritida

Neurologicka a psychiatricka onemocnéni (autizmus, deprese, schizofrenie aj.)
Chronicky unavovy syndrom  @j...........ccccevvenne,
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Balanced gut microbiota

L Gut permeability;
LToxemia/Sepsis;
dProinflammation;

M Insulin sensitivity;

1 gut/metabolic/cardiovascular
health

High-fat/ high-sugar diets,
over-nutrition, sedentary
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probiotics/ prebiotics,
Anti-inflammatory/
immune-potentiating
therapeutics, nutraceuticals

Non-digestible carbohydrates

Pre/probiotics
Synbiotics
Akkermansia muciniphila

=3

P Mucus thickness -[

Improved glucose
and lipid metabolism

S
-

Harmful/
Opportunistic

/ Beneficial/
> Commensal
A €

= = AN(A

N\
7

Gut microbial dysbiosis

1 Gut permeability;
1 Endotoxemia; septicemia;
1 Systemicinflammation;
MMnsulin resistance;
PMAdiposity, diabetes, MetsS,
CVD, NAFLD, NASH, IBD, IBS etc.

High-fat diet
Low-fibers
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Obezita: IBacteroidetes a TFirmicutes
T proteobakterii, | bifidobakteria, T metanogenni archea
T pFijmu E z potravy, zanét stfeva, zmény metabolizmu

Kolorektalni karcinom: Streptococcus bovis, Helicobacter pylori, B.

fragilis, E. faecalis, C. septicum, Fusobacterium sp.

Genotoxiny (napf. cyklomoduliny, colibactin, cytotoxicky nektorizujici
faktor aj. s vlivem na apoptézu bunék),

Enzymy (glukuronidaza uvolnuje toxiny vazané na GK, azoreduktaza —
kancerogenni produkty aj.)

Reaktivni kyslikové radikaly (superoxidy, O, OH radikaly aj), Zanétlivé
zmeny Sstreva

Idiopatické strevni zanéty: Morbus Crohn — souvislost s M. avium
susp. paratuberculosis, a AIEC, H. pylori, { klostridii - | butyratu),
Ulcerézni kolitida (4 klostridii - | butyratu, B. vulgatus a F. varium aj.)

Prajmovita onemocnéni: Saimonella, Shigella, Escherichia coli,
Clostridium difficile



Alergie

GIT - 200 m? + se sliznicemi asociovany imunitni systém - GALT (Gut-
associated lymphoid tissue).

Normalni mikroflora je nezbytna pro fyziologicky vyvoj. V ¢asném obdobi
zivota reguluje ovlivihiovanim vyvoje stfevni lymfatické tkané systémové a
lokalni imunitni odpovédi (v€etné odpovédi na mikrobialni a potravinove
antigeny) k tolerogennimu nezanétlivému stavu, pfi Cemz soucasné
udrzuje schopnost pfimérené (fyziologicke) zanétlivé odpovédi.

Chronicky zanét
Zmeny mucinu
,Hygienicka hypotéza“ a vznik alergii - mikrobialni deprivace muze —

nevyvazenost pfirozené antigenni stimulace — dysregulace Thl a Th2,
souhra Thl, Thl7, Th2 a Treg bunék




CENTRALNI NERVOVY SYSTEM

Systémova /

komunikace Nervova
Osa hypotalamus- OBOUSMERNA! komunikace
hypofyza-nadledviny I Svmpatikus

Neurotransmitery = "777%F ymp
Bakterialni metabolity Vagus

Cytokiny /




Dysbiéza — naruseni vyvoje i poruchy psychiky
- riziko rozvoje zanetlivé reakce
- Imunitni aktivace pomoci cytokinu

- NaruSeni vzajemna komunikace pomoci signalnich molekul, napr.
kyseliny gama — aminomaselné (GABA), dopaminu (DA),
norepinefrinu (NE), acetylcholinu (Ach), mastnych kyselin s kratkym
retézcem a mnoho dalsich.

- Tryptofanovy metabolismus (prekurzor serotoninu)

Deprese

Uzkost s stres

Poruchy autistického spektra
Schizofrenie

= | P



Jak mozek ovliviuje mikrobiom

Drahy a mediatory systému centralni regulace pocitu hladu a sytosti
— zmeéna v dostupnosti zivin pro strevni MF

Nervové a endokrinni drahy - autonomni nervovy system a osa HPA
(hypotalamus — hypofyza — nadledviny) — modulace stfevni
fyziologie (motilita, permeabilita a sekrece)

Uvolnovani signalnich molekul, cytokint a antimikrobialnich peptidu
(AMPs) do stfevniho lumen prostfednictvim neuronu, imunitnich a
endokrinnich bunék primou nebo nepfimou stimulaci z CNS

aj.....



Prebiotika

téZko stravitelné latky, zejména fruktooligosacharidy (napf. inulin), rizné
druhy vlakniny, pektiny, xylany a celuléza.

Mikrobi Stepi tyto substraty na latky vyznamné pro MF i stfevni sliznici
(kratké mastné kyseliny, aminokyseliny, polyaminy, rastové faktory a
antioxidantia). Tyto substance (zejm. butyrat) kryji znacnou Cast nutriCnich
potreb kolonické sliznice, ktera neni schopna vyzivit se pouze substraty z
krevniho obéhu. Prospésné pro stfevni MF, napr. oligofruktéza a inulin
stimuluji rast a aktivitu laktobacilt a bifidobakterii

Probiotika

Zivé mikroorganizmy prevazné lidského pavodu, které aplikovany v
priméreném mnozstvi priznivé ovlivauji zdravotni stav hostitele. Bakterie
mlécného kvaseni (Lactobacillus a Bifidobacterium), Saccharomyces
boullardii, E. coli, Enteroccocus, Streptococcus thermophilus aj.

Symbiotika - jsou potraviny kombinujici probiotika s prebiotiky
Psychobiotika

Transplantace strevni, resp. fekalni mikroflory



