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« analyza mikrobiomu a lidské zdravi

o fekalni mikrobiom - diagnosticky nastroj?

* klinické aspekty
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L Strevni mikrobiota

|

o komplexni ekosystém mikroorganizmd
o bakterie + Archea, viry, Fungi, protozoa

o 5kmend, 160 druhG?

o Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria a Bacteroidetes

1,3:1

3,3 milionu genu (150 x vice nez lidsky genom)

Firmicutes 60 %
Bacteroidetes 20 %
Actinobacteria 10 %
Proteobacteria 1 %




TRACNIK: 3.8 x 103 bakterii MLECNA DRAHA: 2 -3 x 10
hvézd
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https://www.hmpdacc.org/hmp/
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Welcome to https://www.openbiome.org/

~ OPENBIOME
== HGP 2003, ,complete genome az 5/2021




Actinobacteria
wmm Corynebacterineae
= Propionibacterineae
== Micrococcineae
== Other Actinobacteria
Bacteroidetes
== Cyanobacteria

Firmicutes

mm Other Firmicutes
== Staphylococcaceae

== Proteobacteria

== Divisions
contributing < 1%

Unclassified
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{ Vyvo] mikrobiomu

 formovani jiz na poCatku zivota
porod vaginalné vs. SC

kojeni vs. mlécné formule
ovlivhén fadou dalSich faktoru:
- HLA vs. non - HLA loci
- vék

- dieta

- geograficky vyskyt

- leky a dalsi zevni faktory
- stres, kriticke stavy...




[ Zmény v prubéhu zivota }

o stftevni mikrobiom se utvari jiz intrauterinné

o smolka zdravych novorozencu: Escherichia - Shigella, Enterococcus,
Leuconostoc, Lactococcus a Streptococcus

o typ porodu (vaginalni, cisarsky rez) p

A4 7 Ve A4 Ve Ve A4V 4 \ / J

o materské mléko, umélé mléko, prikrmy U

_

o do 3 let stabilizace
o v prubéhu Zivota relativné stabilni

ozmeény kolem 75 - 85 let - vy$si zastoupeni kmene Bacteroidetes, klesa
druhova rozmanitost

(¢ —

zdroj: Hollister et al., 2014 ; Yatsunenko et al., 2012; Claesson et al., 2011
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‘ HOLOBIONT - borod per SC -

chronickd onemocnéni

umeéld mlééna
Vyiiva

xenobiotika antibiotika
fagova terapie?

st res
absence pohybu
' vysoce primyslové
zpracovana strava
abusus alkoholu, nikotinu..
|écba parazity?

[ predatorské bakterie?
restrikéni diety?

bakterioterapie?




Probioticky koncept

Genesis, 18.8 : Abraham vdécil za svou dlouhovékost kyselému
mléku a vyrobkiim z nich

Symbidza s nepatogennimi mikroorganismy kuze, stieva,
dychacich cest je pro nas nutnd a nevyhnutelna —
PROBIOTICKY KONCEPT

Pocatek 20.stoleti — beze znalosti antibiotik, jediny proces znamy z
vytlaceni patogenni flory




llja Ilji¢ Mecnikov (1845 - 1916)

o Koncept uzivani probiotik

- moznost ovlivnéni modifikovat strevni fléru a nahradit
potencionalné patogenni fléru uzite¢nymi mikroby.

- starnuti je zpUsobeno otravou strevni florou, dochazi k
jeji zméné pfri konzumaci zivych jogurtu - inspirace
bulharskymi venkovany

o Prodlouzeni zivota, London 1907
> 1908 - Nobelova cena za imunologii




KOST A KOSTNI
DREN

strevni
mikrobiota

vaginalni
mikrobiota

oralni a gingivalni
mikrobiota

mikrobiota
urotraktu




~ ZDRAVI dle definice WHO

,Stav kompletni tyzické, dusevni a socialni pohody

a nikoliv pouhé nepritomnosti nemoci ¢i vady”

ﬁ definice z roku 1948




Louis Pasteur, 1822 - 1895

o ,Role nekonecné malého je v
prirodé nekonecné velka

o Zakladatel mikrobiologie,
imunologie, objevitel vakcinace
proti antraxu a vztekling,
pasteurizace

o Nemoci, hniloba a zanét
zpusobeny zivymi
mikroorganismy

o 1887 - Pasteuruv Ustav v Parizi



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Louis_Pasteur.jpg

Hippokratés

NASLEDEK?
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460 - 370 BC
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[ Syndrom dysbiotického traéﬁwl’ku

o Benno et al. 2016

o zmény: intermikrobialnich interakci, hostitel - mikrob, mikrobidlni produkce plynt, produkce SCFA...

DYSBIOZA
* alterace sloZeni a funkce mikrobioty

ovlivni nepfiznivé cely organizmus

spojovéana s intoleranci potravin a rovnéz rostouci prevalenci potravinovych alergii

rada nepriznivych faktord - SC, absence kojeni, antibiotika, ultra-processed food,
stres, nedostatek pohybu, nadbytek dezinfekce atd.

 primarnim uUkolem je udrzet eubiézu a zabranit rozvoji dysbiozy

[ je-li DYSBIOZA :.avme i J




o deficientni dysbiéza (ATB, nezdravé stravovani, mize byt spojena s deficitem travicich enzym)

o putrefaktivni (hnilobna) dysbiéza, s naristem putrefaktivnich bakterii (pfedevsim Bacteroides), napr.
pri vysokém prisunu masa a tuénych jidel a naopak nizkém prisunu vldkniny (fenoly, aminy a amoniak
mohou zpUsobit gastrointestinalni obtize, ale ovlivniti cely organismus)

o fermentativni dysbiéza, s bakterialnim preristanim v tenkém stfevé v souvislosti se snizenou tvorbou
zaludecni kyseliny a tim zvySenou bakterialni fermentativni aktivitou. Jedinci ¢asto hypersenzitivni ke
glutenu, jejich stav byva zhorsen pri konzumaci sacharida.

o dysbioza spojena s abnormalni imunitni odpovédi a ztratou tolerance v i strevni mikrobioté, roli
hraji genetické faktory; napf. u pacientd s IBD. Ve strevni mikrobioté nachdzime méné probiotickych
bakterii a naopak je patrny narlst potencidlnich patogend (patobionti), byva narusena strevni motilita
a vyjadreny znamky zanétu.

o mykoticka dysbioza, s preristanim Candidy a dalSich mykotickych druhd, typicky pfi konzumaci stravy
s vysokym obsahem jednoduchych cukrl a pfi nedostatku vladkniny.

o dysbioza stagnacni s bakterialnim prerastanim pfi alterované pasazi vlivem stendzy ¢i obstrukce.

podle: Gagliardi A etal. 2018




CDI jako typicky priklad zavazné dysbiézy

M. C. Rea and others

(a) (b) (c)

Bacteroides Bacteroides Enterococcus Bacteroides
Ruminococcus 19 % 0.3 % 2.0 % 31 %

9.0 % Bifidobacterium
3.0 %
Parabacteroid’
15 % ‘

lostridium

6.0 %
Faecalibacterium  Eubacterium Parabacteroides Parabacteroides Enterococcus
18 % 10 % 97 % 62 % 3.0 %

Fig. 3. Genus level diversity of gut communities of three subjects carrying C. difficile ribotype 027. (a) Asymptomatic carrier. (b)
and (c) Patients with active CDI at the time of sampling. The results are expressed as a percentage of the total population of
assigned tags. [Redrawn from Rea et al. (2012).]

Zdroj: Journal of Medical Microbiology (2013), 62, 1369-1378.




[ Nadorovy mikrobiom }

o |ze modulovat dietou, Iéky, prebiotiky, probiotiky, postbiotiky (Sepich-Poore GD et al. Science 2021)
o dysbidza a alterace Zlucovych kyselin a tumorigeneze hepatoceluldrniho karcinomu
(Liwei Wu et al. Biomedicine & Pharmacotherapy 2021)
o slibny efekt fekalni mikrobialni terapie, kterd mize navodit odpovéd u pacientl s metastatickym melanomem,
ktefi byli vici anti-PD-1 imunoterapii primarné rezistentni

(Davar D et al. Science 2021)







Analyza fekdlniho mikrobiomu

metodika odbéru, nejlépe Cerstva stolice do - 80°C (optiméalné ihned nebo alespon do 15 min.)
pro ucely studia metabolomu stolice bez dalsich pridatnych latek

zivé bakterie skladovany v roztoku glycerolu - relativni stabilita v - 80°C

vétSina metod - gen 16s rRNA - vysoce konzervovany, sekvenovani genu = ,kdo je tam?”
relativni zastoupeni (abundance) bakterialnich taxont

amplikonové sekvenovani (konkrétné definované primery) versus WGS (whole genome shotgun)

16s rRNA sekvenacni technika je levnéjsi, neodrazi vztah mezi druhy, ani funkéni kapacitu, ale predstavuje ,standard”
pro vysetreni mikrobidlni diverzity a slozeni
WGS a metagenomicka analyza = detailnéjsi taxonomické informace o vzorku = ,co by mohli délat?”

..ale detekovany viabilni bunky nebo ne? funkce? + metatranskriptomicka analyza (jesté drazsi nez metagenomika)




o alfa - diverzita

= kolik taxont (= OTU’s) lze detekovat v 1 vzorku?

o beta - diverzita

= jaky je rozdil v mikrobiélnim slozeni 2 vzorkd?




Protizanétlivé bakterie a vyrobci SCFA

o Faecalibacterium prausnitzii
o Roseburia faecis

o Bacteroides ovatus




Analyza fekalniho mikrobiomu

fekalni mikrobiom jako ,souhrnné informace” o aktualnim sloZzeni mikrobioty traviciho traktu
nemusi odpovidat duodenalnimu mikrobiomu

nemusi odpovidat slizniénimu mikrobiomu

odrazi slozeni mikrobioty, ale ne funkci

metodika jednotlivych laboratofi mize byt odlisna

ucinit zavér ¢i doporuceni na zédkladé jednordzové analyzy fekalniho mikrobiomu prakticky nelze

potencidlni kli¢ k vybéru vhodného darce stolice? v kombinaci s metabolomem?




Ovlivnéni stfrevni mikrobioty

o fada faktord mudze ovlivnit mikrobiom - dieta, PPI, ATB...

o zmény v dieté ale nemusi vzdy znamenat zménu v mikrobiomu na Urovni kmene,
ale spiSe rodu a druhu

CAVE:

o vysoky obsah zivociSnych tuku: zvysena tvorba polycyklickych aromatickych uhlovodikl a zvysena
exprese genl metabolismu AMK v pfipadé zZivocisné stravy s vysokym obsahem tukd ve srovnani's
rostlinnou stravou (David LA et al. Nature. 2014)

o PPI: analyza mikrobiomu pred, 4 a 8 tydnu po zahajeni PPI: zvyseny absolutni pocty fakultativnich
anaerobu Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus a Enterobacteriaceae

(Hojo M et al. Dig Dis Sci. 2018)

o ATB: riziko dlouhodobé ztraty nékterych kmenu (Jakobsson HE et al. PLoS One. 2010)

O
(XX ]




Strevni mikrobiota ovlivhéni

oZa den 70 - 100 g dietnich rezidui do tlustého streva, kde jsou vyuzity
bakteriemi

o Rezidua - nerozlozené cukry (oligo- a polysacharidy = vldknina,
rezistentni skrob, laktuléza, laktdza (1)...), ale i tuky, peptidy...

o Metabolicka aktivita bakterii odpovidad metabolické aktivité jater

o Produkce - SCFA (acetat, propionat, butyrat ...), AAs, polyfenoly,
metan, vitaminy K a rady B, CO,




DIETA]

 obrovsky potencial v IeCbé onemocnéni

* dieta CD-TREAT (individualizovana dieta sestavena z béznych potravin s vylou€enim lepku, laktozy
a alkoholu, ale sou€asné s dostateCnym obsahem vitaminu, mineralu, vlakniny a makronutrientt)
== obdobné zmény ve stfevni mikrobioté a obdobny efekt jako exkluzivni enteralni vyziva.

» dieta byla dobre snasena, navic potencial snizit aktivitu onemocnéni a stfevni zanét u déti s floridnij
Crohnovou chorobou (Svolos V et al. 2019)

- ale CAVE: nezamerovat se pouze na makronutrienty, ale i napt. na polyfenolové slouceni
napr. taniny o




[ POHYB]

« .elitni hrac rugby“ x ,neatlet”: ¥ Bacteroidetes a T Firmicutes

*mirné cvi¢eni T Firmicutes (v€. Faecalibacterium prausnitzii)

* pravidelné cviéeni vedlo ke zvyseni ruznorodosti stfrevni mikrobioty a t Firmicutes

(Clark et al. 2014)




'SPECIFICKE MODULATORY MIKROBIOTY

- | * prebiotika, probiotika, psychobiotika, synbiotika, postbiotika

pozitivni signifikantni efekt probiotik efekt ve vSech vékovych jako klicové faktory

v indikacich: skupinach, u probiotik mono zvazit probioticky kmen,
prevence a léCba pouchitidy, I multikomponetnich, typ onemocneéni
infek€niho prdjmu, u ruznych délek podavani; a indikaci:

IBS, z 11 druht probiotik v€. smési  preventivni

infekce Helicobacter pylori, nepozorovan signifikantni efekt nebo terapeuticka
infekce Clostridioides difficile, u Lactobacillus acidophilus,

postantibiotického prajmu, Lactobacillus plantarum

naopak nepozorovan signifikantni efekt  a Bifidobacterium infantis
v indikaci: cestovatelskeé prajmy

Ritchie ML et al. 2012

 bakteriociny, predatorské bakterie, fagova terapie, fekalni mikrobialni terapie

- bakteriociny s potencialem vuci nékterym patogent - VRE, C. Diff., Salmonella enteritidis

- predatorské bakterie napf. Bdellovibrio bacteriovorus - potencial vaci MDR, Pseudomonas aeruginosa

- fagova terapie - vysledky nejednoznacné, léCba se jevi jako bezpecna

- fekalni mikrobialni terapie - standardni nastroj pfevychovy stfevni mikrobioty v indikaci rekurentni CDI




ANALYZA MIKROBIOMU A POTENCIALNI
KLINICKE VYUZI

(e}

(0]

o

(0]

o

(0]

o

kolorektalni karcinom - napr. nedostatek SCFA, resp. Faecalibacterium, Roseburia...

tumory zaludku - bakterialni podil na tvorbé N-nitrososloucenin s karcinogennim potencidlem?
IBD - narusené bakterialni diverzita a stabilita, vice narusena stabilita a pfedevsim funkce?
NAFLD - problematika strevni permeability

CDI - typicky zavazna devastace mikrobioty

IBS - snizend mikrobialni diverzita, vice Firmicutes, méné Bacteroidetes??

+ diabetes mellitus 2. typu?, deprese?, kardiovaskularni onemocnéni?, dalSi onemocnéni?




Article | Published: 06 April 2020

A mountable toilet system for personalized health
monitoring via the analysis of excreta

Seung-min Park, Daeyoun D. Won, Brian J. Lee, Diego Escobedo, Andre Esteva, Amin Aalipour, T. Jessie Ge,
Jung Ha Kim, Susie Suh, Elliot H. Choi, Alexander X. Lozano, Chengyang Yao, Sunil Bodapati, Friso B.
Achterberg, Jeesu Kim, Hwan Park, Youngjae Choi, Woo Jin Kim, Jung Ho Yu, Alexander M. Bhatt, Jong
Kyun Lee, Ryan Spitler, Shan X. Wang & Sanjiv S. Gambhir &

Nature Biomedical Engineering 4, 624-635 (2020) ‘ Cite this article
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Je to takto jednoduché??

The microbiome analysis shows a clear predominance of Firmicutes over Bacteroidetes. The Firmicutes-
Bacteroidetes ratio is increased. This can be a problem, especially in the case of obesity or irritable bowel
syndrome.

The total bacteria count of sulphate reducing bacteria is increased indicating increased H2S production.

The color of the analysed stool sample was brown. The pH-value was above normal range at 6,9.

The analysis indicates adequate biodiversity.

Analyza ukazala zvyseny pomér Firmicutes/Bacteroidetes, posun je typicky pro osoby s predispozici k obezité, ale i u aktivnich sportovca???

Vas mikrobiom vykazuje vyrazné zndmky poskozeni????




1./ CLP Tabs: 3/den (1-1-1) [nechat rozpustit v ustech]

2./ Redoxinal: 2/den (1-1-0)

3./ Serenity: 2/den (0-0-1-1) [1x vecer a 1x 1/2h pred spanim]

4./ Vigorral: 3/den (1-1-1)

5./ Multispektrum 24/7: 2/den (1-1-0)

6./ Calcium Bio-Bojda: 2/den (1-0-1)

7./ OnGuard: 2/den (1-1-0)

8./NK FORTE: 2/den (1-1-0)

9./ Enzym-wied Tabs: 10/den (3-3-4) [25 minut pred jidlem]** /SET
10./ Curcumin Gel: 1/den (0-1-0)

11./ Probit: 4/den (1g-1y-1g-1y)*./JSYMBIO [stridave zelene a zlute]
12./ Revivit: 4 ploche kav. Izicky/den (1.5-1-1.4) nebo 8 kapslv/den (3-2-3)
13./ NK LIFE AHCC: 2/den (1-0-1)"*./Nano-produkt

14./ Nucleocell: 2/den (0-1-1)**./Nano produkt

15./ Immunopro: 1.5 plocha kav. lzicka/den (1-0-1/2)

16./ L-Glutathione: 2/den (0-1-1)

17./ Symbiolact B: 3/den (1-1-1)*/SYMBIO

18./ Lactobiogen: 2/den (1-0-1)*./SYMBIO

19./ Bioflorin: 2/den (1-0-1)*./SYMBIO

20./ OMNI-LACTIS Biogena: 2/den (0-1-1)*./SYMBIO

21./ Intestaid: 2/den (0-1-1)*./SYMBIO

22./ MG Bio Bojda: 2/den (1-0-1)

23/ Omega 3 Doterra: 2/den (1-0-1)

24 / OS-1: 15 kapek/den (0-0-15) [do vody a vypit]

25/ DCW/CLP Kolostrum Prasek: 1 ca). Izicka/den (0-0-1) [v jogurtu, kasi atd., a snist]
26./ PB Assist: 2/den (1-1-0)*./SYMBIO

27./ FERROGEL lItaly: 1/den (0-1-0)

28./ Zendocrine: 2/den (1-0-1)







Klinické aspekty ,,modulace” mikrobioty i bez znalosti slozeni
mikrobiomu

zaméfit se vzdy na informace souvisejici s genezi a integritou mikrobioty (anamnéza strevni
mikrobioty)

zachovat enteralni prisun zivin, pokud je to alespon parcidlné mozné
zachovat dostatecny pfisun vlakniny

individualizovat probiotickou a synbiotickou intervenci (+postbiotickou)
dodrzovat zasady racionalni antibiotické terapie =
revidovat chronickou medikaci - cave: PPl a dalsi medikace

soubéh pohybového rezimu a intenzivni individualizované nutri¢ni péce - e
udrzet stfevni eubidézu a ovlivnit pfiznivé i mikrobiotu ,prechodnych zén”

patrat po dysbidze, kterd muze zhorsovat alergicka, autoimunitni onemocnéni &i intolerance
zabranit abuzu navykovych latek




Stanovisko Ceské mikrobiomové spole¢nosti 24.1.2021

o Stav poznani ve véci souvislosti slozeni mikrobiomu/mikrobioty s jednotlivymi chorobami nebo chorobnymi stavy neni na
takové arovni, aby umoznoval zodpovédné urcit jakoukoli terapii.

o Neexistuje zddna pfima souvislost typu virus-chfipka. Problematika je pfrilis komplexni a dosud nedostatecné
poznana.

o V kazdém pripadé je vhodné a dulezité o svou strevni mikrobiotu pecovat a podporovat ji zdravou stravou s mnozstvim
vlakniny, pfirozenymi probiotiky typu Zivych jogurtl, kysanych vyrobkd a kvasené zeleniny a dostate¢nym pohybem a
pobytem na Cerstvém vzduchu. To je dudlezité pro kazdého zdravého ¢lovéka, nemocni lidé by méli vzdy své stravovani
konzultovat s |ékafem. Ocekavat ale zlepseni konkrétniho zdravotniho problému na zdkladé komeréni analyzy mikrobiomu
a predepsani probiotik ,na miru” mize byt ¢asto vyhazovanim penéz. Doporucujeme takovou ,investici” velmi peclivé
zvazit
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,Rekni mi, co ji§, a ja ti feknu jaky jsi

Physiologie du godt, 1825

Aptte’ e ol N
I Nl AN

/:://atn’(lw—nb— (dﬂn‘\b e V, ”Af/_)qm wll aombli Patimat
dowwe it Vorvatlecs b 5 oot by .
11vons il Vackes sous low | Movamadior A Podinr Bppd N7 255

Jean Anthelme Brillat-Savarin (1755 - 1826)




Rekni mi, jakou mas stolici, a ja ti feknu...

Prof MUDr Vladimir Vondracek, DrSc
1895-1978

...ktery se ptal pacienta pfi vizité na jeho stolici a skoro pohorsené se divil, Ze si ji vzdy neprohlédne...

Ces a slov Psychiat 2011; 107(2): 121-128




MISCEAT

FMT u pacientl s IBS - D a IBS - M: randomizovand, dvojité zaslepend studie

s prekfizenym designem s vyuzitim smésné mikrobioty ziskané od zdravych darcu

 Pavel Kohout, Jifi Vejmelka, Sandra Summerova, Natélie Friedova, Jakub Hurych, Lenka
Kramna, Lucie Vodoldnova, Ondrej Cinek

* Interni klinika 3. LF UK a FTN & Ustav Iékafské mikrobiologie 2. LF UK a FNM
» podporeno grantem MZ CR 19-01-00127

* longitudinélni charakter

e aktivni substance a ,placebo” obsahuji stejnou smés bakterii

* bude provedena analyza mikrobiomu v¢. bakteriomu, viromu a single-cell parazitt
* podani formou klyzmatu - celkem 4x

Podpoteno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. NV19-01-00127. Vegkera prava podle pfedpist na ochranu dusevniho vlastnictvi jsou vyhrazena.




[ Zaver }

Analyza mikrobiomu = prinasi nové informace

Vyznam analyz mikrobiomu pro vyzkum, zejména je-li v ramci
klinické studie hodnocen i jidelniCek, pohybovy rezim a dalSi faktory

Komercni analyzy mikrobiomu nemaiji t.€. diagnosticky vyznam

Vsechna onemocnéni pochazeji ze strev (Hippokratés)
= perspektivy analyz (strevni) mikrobioty + metabolomu

Stale neni definovan ,,zdravy“ mikrobiom, ale jsou k dispozici obecna doporuceni, jak mikrobiotu
priznivé podporit - strava s dostateCnym obsahem vlakniny, adekvatni pohybovy rezim,
psychohygiena...
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_,Photo-sonic restoration hypothesis”

o muzeme snizenim svételného a zvukového smogu opravit globalni mikrobiotu a stabilizovat tak ekosystém?

(Robinson JM et al. Front. Ecol. Evol. 2021)
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