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Par slov uvodem

Milé kolegyné a kolegové,

s vetSinou z vas jsme se uz vidéli a uz jste se o mikrobioté néco
dozvedéli (aspon doufam, snad nejsem prilis optimisticky). Avsak
vzhledem k tomu, Zze néktefi z vas jsou ve vasem rocniku novi a kromé
toho - repetitio mater studiorum — predkladam vam opét i tuto cast
své prezentace (od té doby mirné upravenou — doufam, ze k lepsimu).
Ve druhé casti se vénuji nékterym specifickym otazkam, jako je
rezistence k antibiotikim, virova terapie a podobné.

Byl bych rad, kdybyste si z mé prezentace odnesli — kromé doufejme
novych poznatkl a podnétl — hlavni myslenku, Ze jsme soucasti
prirody a zatimco ona se bez nas obejde, my bez ni ne. Proto nema
cenu s ni bojovat, spis se snazit s ni zZit, a to co v nejvétsi shodé. Ona
nam to v dobrém oplati a bude nam vSem podstatné Iépe.

Preji vam mnoho Stésti!

Martin Krsek



Jaka je hlavni uloha mikrobti na Zemi?

- degradace

- kolobéh zivin

- fotosyntéza

- interakce s rostlinami a zivocichy

- udrzovat zivot na Zemi



Mikrobi a nase télo

- pocet mikrobti/g
homogenizované tkané

- pocet mikrobti/cm?
povrchu klize

Kaze — 1012, usta — 1019, zazivaci trakt - 1014



Kolik bunek ma nase teélo?

How big is a human cell?

cell type vol?:::,r:(?lems} BNID

sperm cell 30 109891, 109892
red blood cell 100 107600
lymphocyte 130 111439
neutrophil 300 108241

beta cell 1,000 109227
enterocyte 1,400 111216
fibroblast 2,000 108244

Hela, cervix 3,000 103725, 105879
hair cell (ear) 4,000 108242
osteoblast 4,000 108088
alveolar macrophage 5,000 103566
cardiomyocyte 15,000 108243
megakaryocyte 30,000 110129

fat cell 600,000 107668

oocyte 4,000,000 101664



Kolik bunéek ma nase teélo?

5 miliard (10°) — 200 miliénu triliona (1028) ?

Primérna vaha - 70 triliona bunék (1012)

Primérny objem — 15 triliont bunék (1012)

Snad tedy 37.2 triliont bunék (10%?) ?



Celkovy pomeér lidskych a bakterialnich bunék je

1:1-10

Co tedy vlastné jsme?!



Prevladajici bakteridlni druhy na rtiznych castech téla

dospélého ¢loveka

KdzZe a sliznice kazdého ¢lovéka jsou
brzy po narozeni kolonizovany
rozmanitou mikroflorou.

Lidské télo, které obsahuje kolem
1013 bunék, bézné hosti kolem 1014
bunék bakterii. Tyto bakterie tvori
normalni mikrofléru téla.

Normal Flora - Medical
Microbiology - NCBI Bookshelf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/book
s/NBK7617/

Table 3. Predominant bacteria at various anatomical locations in adults.

|Anatnmica|L-:-catiu:-n |F‘rE|:|-:-rr1inant bacteria

|5kin |5l:a|:|hv|ncncci and corynebacteria

sparse, Gram-positive cocci and Gram-negative
rods

Conjunctiva

|Dra| cavity |

| teath |5|:rE|:I|:DEDCEir lactobacilli

| mucous membranes |5treptncu:-cci and lactic acid bacteria

|U|:||Jer respiratory tract |

nares (nasal staphylococci and corynebacteria

membranes)

streptococci, neisseria, Gram-negative rods and
coCci

pharynx (throat)

|Lu:-wer respiratory tract |n0ne

|Gas|:r0in|:25tina| tract |

| stomach |Heﬂ'r'r:|:rbar:i'er pylori [up to 50%)

| small intestine ||EIC|:iEEr enterics, enterococci, bifidobacteria

colon bacteroides, lactics, enterics, enterococci,
clostridia, methanogens

|Urogenita| tract |

| anterior urethra |5|:|E|r5rer staphylococci, corynebacteria, enterics

vagina lactic acid bacteria during child-bearing years;
otherwise mixed
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Vyznam normalni mikrobioty

Normalni fléra ovliviuje anatomii, fyziologii, citlivost k patogeniim
a morbiditu hostitele.

Normalni mikrobiota je relativné stabilni, urcité rody osidluji
rizné oblasti téla béhem urcitych obdobi zivota ¢lovéka.

Tri vyvojové zmény u lidi: odstaveni, prorezavani zubu, pocatek
a konec funkce vajecnik

Ackoliv vétsSina predstaviteli mikrobioty osidlujici klizi, nehty, oci,
orofarynx, genitalie a gastrointestinalni trakt je u zdravych jedinct
neskodnd, u imunokompromitovanych hostitelii mohou c¢asto
zpusobit nemoci.



Vyznam normalni mikrobioty

Germ-free (axenicka) zvirata (intestinal atonia)

- alimentarni lamina propria nevyvinuta, malo nebo zadny
immunoglobulin v séru nebo sekretech, redukovana intestinalni
motilita, intenzita obnovy intestinalnich epitelovych bunek zhruba
polovicni ve srovnani s normalnimi zviraty

- Ziji déle, ale

Zvirata osetrena streptomycinem po infekci streptomycin-rezistentni

bakterii Salmonella:

- 10° bunék x méné nez 10 k ustanoveni gastrointestinalni infekce

- fermentacni produkty (acetic and butyric acids) produkované
normalni mikroflorou inhibuiji rust bakterii Salmonella



Mikrobiota kuze
dospély ¢lovék — 2 m? kliZze - neustaly kontakt s vnéjsSim prostiedim

rizné oblasti klze = geografické oblasti Zemé
pousté predlokti, studené lesy vlasu, tropické lesy podpazi

- mastné, upocené (hlava, krk, trup) — produkce kozniho mazu
Propionbacterium

- vlhké oblasti — Corynebacterium

- suché oblasti (nejvétsi diverzita) — Staphylococcus

velké rozdily v mikroflofe — vyznam pro obranu

razné mikrobialni komunity i v riznych vrstvach kaze



Mikrobiota kuze

-vetsSina bakterii se soustreduje do potnich zlaz

- G+ koky - Staphylococcus epidermidis
sekrece antimikrobialnich latek - obrana
ale i zivot ohrozujici infekce v nemocnicich
- katetry a chirurgické zakroky
- Micrococcus sp.
- corynebacteria — napt. Propionibacterium acnes — nepatogenni (?)
z lipid na kzi déla SCFA — opét obrana
— ale dostane-li se do vlasového folikulu, pord nebo koznich
Z1az, mUze zpusobit zanét nebo akné

- i mikromycety — Malassezia
nejvic hub na nohach



Mikrobiota kuze a imunita

P. acnes — kmeny na zdravé kuzi produkuji maji geny pro thiopeptidy
inhibujici G+ druhy (v kulture inhibuji Staphylococcus epidermis)
P. acnes zpusobujici akné je neprodukuji

S. epidermis — sekrece lipoteichoové kyseliny — prevence uvolnéni
zanétlivych cytokinl z bunék kuze

Pridani S.epidermis na kuzi sterilnich mysi podpofrilo imunitu (T-bunky)
RUzni mikrobi ovliviiuji rozdilné ¢asti imunitniho systému

Néekteri mikrobi produkuji antimikrobialni latky, jini naopak indukuiji
uvolfiovani cytokinu spojenych s nemocemi

Kozni probiotika? Navrat k ,,prfirozenému® stavu?



Normalni mikrobiota oka

Historicky:

- malé pocty Staphylococcus epidermidis a urcité koryneformni
bakterie (Propionibacterium acnes)

- mrkani stira spojivky

- lakrimalni sekrece (slzy) - bactericidni latky v€etné lysozymu

- Neisseria gonorrhoeae a Chlamydia trachomatis zrejme
schopné specifické vazby na epitel spojivek
(Ophthalmo-Septonex, AgNO,)

Dnes: - bohata mikrobiota véetné virQ
Spojivka i rohovka —cca 12 mirné odlisSnych bakteridlnich rodu
Tretinu z nich nelze klasifikovat/priradit



Normalni mikrobiota respirac¢niho traktu

horni cesty dychaci (nasopharynx), predevsim nares (nosni dirky)
silné kolonizované

- Staphylococcus epidermidis a corynebacteria

- 20% populace - Staphylococcus aureus (MRSA)

- zdrave dutiny sterilni

- pharynx - streptococci a ruzné Gram-negativni cocci;
nékdy i pathogeni (Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Haemophilus influenzae and Neisseria meningitidis)

dolni cesty dychaci (trachea, bronchi, a plicni tkan) témér bez mikrobu
- 0 3 fady méné nez v Ustech a 6-9 radl nez v zaziv. traktu (surfaktanty)
- Cistici efekt rasinkového epitelu, ¢innost makrofagu, kaslani, kychani
- ostravky mikrob( — Streptococcus, Prevotella, Veillonella
- poskozeny epitel - H. influenzae nebo S. pneumoniae sestupuijici

z nasopharynxu



Normalni mikrobiota urogenitalniho traktu

Moc - sterilni, mikroorganismy maji problém se sem dostat a udrzet

se zde

anterior urethra - Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis,
alpha-hemolytic streptococci, nékteré enterické bacteria (e.g. E. coli,
Proteus) a corynebacteria (kontaminanty)



Normalni mikrobiota urogenitalniho traktu
vagina

- ruzny mikrobiom v zavislosti na rase, véku

- velice individualni

- kolonizovana po porodu - corynebacteria, staphylococci,
streptococci, E. coli, a bakterie mlécného kvaseni —,,Doderlein's
bacillus" (Lactobacillus acidophilus).

Béhem reprodukcniho zivota vaginalni epitel obsahuje glycogen.
Prevlada zde ,Doderlein's Bacillus®, ktery je schopen ho metabolizovat
na kyselinu mlécnou — ta spolu s dalsimi produkty metabolismu
inhibuje kolonizaci jinymi bakteriemi a reguluje mnozstvi bakterii
mlécného kvaseni; vysledné nizké pH vaginalniho epitelu zabranuje
ustanoveni se jinych bakterii stejne jako potencialné patogennich
kvasinek Candida albicans.



Normalni mikrobiota urogenitalniho traktu

- u VvétSina zen dominuje jeden ze 4 kmenu Lactobacillus
- nékdy ale dominuji jiné anaerobni bakterie — ale i ty produkuiji
kyselinu mlécnou

- dominance Lactobacillus
- 80% asijskych zen a 90% bilych (pH 4,4 a 4,2)
- 60% hispanskych a ¢ernych (pH 5,0 a 4,7)

- mozné spojeni i s predCasnym porodem

- v pruméru 10% predcasnych porodu

- v oblasti dominované cernym a hispanskym obyvatelstvem
jde 0 20%

rychlé zmény mikrobiomu (i 24 hodin)



Matersky mikrobiom

vagina — Lactobacillus
novorozenec — Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroides
placenta po porodu - E.coli, Bacteroides, Prevotella tannerae,
Neisseria lactamica
— druhové slozeni nejpodobnéjsi dutiné ustni
- metabolické drahy — metabolismus kofaktort a vitaminu
materské mléko — mikrobialni polévka
- Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Serratia spp.,
Corynebacterium spp.
- ale silné individualni
- matka predava mikroby z prostredi ditéti — tréning imunitniho
systému
béhem téhotenstvi a kojeni se méni matersky mikrobiom — vyznam
i pro zdravi matky



Matersky mikrobiom

Mastitidy - vymizeni Lactobacillus, dominance jednoho kmene
patogenni bakterie

Pridani laktobacilu do potravy — taz bakterie se ukazala v mléku
Po tritydenni kire vymizeni problému — lepsSi nez antibiotika?

Prsa i u nekojici zeny maji vlastni mikrofloru — vyznam pro rakovinu?



Normalni mikrobiota ustni dutiny

- 1676 — Anthonie van Leewenhoek — ,,animacules”
- 1890 — W.D.Miller — The microorganisms of the Human Mouth
- 2016 — Jakubovics — struktura dentalniho plaku

Expanded Human Oral Microbiome Database (eHOMD)

- November 22, 2017

- 772 prokaryotic species (70% kultivovatelnych)

- 16SrDNA — 6 kmenu: Firmicutes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes a Spirochaetes
=96%



Mikrobiota ustni dutiny

- spolecny vyvoj s nami po miliony let
- vyuziti ohné, zemédélstvi, zpracované potraviny (cukr),
antimikrobialni terapie

- zavislé na véku:
- po narozeni - Streptococcus salivarius (98%)
- prorezavani zubl S. mutans (lactic acid) a S. sanguis
- Bacteroides a Spirochetes kolem puberty



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Tri habitaty

- sliznice tvari, dasnée, tvrdé patro — Firmicutes, Streptococcus sp.

- hrdlo, mandle, hrbet jazyka, sliny — Veillonella spp., Neisseria spp.,
Leptotrichia spp.

- dentalni plak — Capnocytophaga spp., Actinomyces spp.,
Rothia spp. a Corynebacterium spp.

Usta — teplo, vlhko, Ziviny — sliny, crevikularni tekutina dasni

- proteiny, glykoproteiny

- immunoglobulin A, lactoferin, lactoperoxidase, lysozyme,
statherin, histatin

- vysledkem je vyvazena mikrobiota

- tyto latky spolu s ostatnimi (i mikrobialni) vytvari film
umoznujici mikrobtm jejich uchyceni a zaroven chrani
zuby proti ataku kyselin



Tvorba biofilmu - obecne

1 min 1 hr 1 day 1 wk 1 yr
I tinme

l I
Macromolecular film . . X
“[Bacterial invasion and colonization
| Bacterial growth and extracellular polysaccharide matrix
| Ciliates, flageliates, diatoms

—
-

Biological Proceases

Physical/Chemical Processes

Macromolecutar film

The formation of a biofilm occurs as a successional process. The first step is the
Dhysical conditioning of the surface with the deposition of substances that attract
PaCteria and permit their adherence and growth. Next, populations invade, attach-
Ing to the surface and colonizing it. These bacteria initially form a monolayer. As
they reproduce to form a thicker layer, new bacteria invade to establish a commu-
nity with multiple populations. These bacterial populations excrete extracellular
Polysaccharides that forrn a matrix within which the bicfilm'’s bacterial populations
at}ihere. Eucaryotic microorganisms, including algae and protozoa, then invade the
biofiim, continuing the successional process to form a compiex biofilm community
that is highly resistant to outside disturbance. (Source: Lawrence et al. 1995)




Normalni mikrobiota ustni dutiny
Tvorba zubniho plaku
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Condido 5 pecied

nejprve fyzikdlni proces — pokryti povrcht filmem z rozpusténych latek

poté (minuty) — reverzibilni prichyceni — ireverzibilni

ordlni bakterie — rizné adheziny — interakce s molekulami a receptory
na ostatnich bakteriich

Streptococcus spp., Actinomycetes spp., Veillonella spp.,

Porphyromonas spp., Fusobacterium spp., Spirochetes spp., Candida spt



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Biofilm

- koadheze pozdéjsich kolonizatorl na jiz prichycené predeslé
- zvysena diverzita a biomasa biofilmu
- vyznam bakteridlnich polymeru (glukany, fruktany, heteropolymery)
- matrix — ziviny, voda, enzymy

- gradient —pH, O,, Ziviny
- regulace exprese genl — odliSna od stejnych planktonickych mikrobt
- usnadnény horizontalni transfer genu
- quorum sensing peptidy zvysily frekvenci transformace u S. mutans
10-600x
zvysena rezistence k antimikrobialnim latkam



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Viry
- patogenni — priusnice, vzteklina, hepatitida, HIV, respiracni infekce
- vetSina ale bakteriofagy — lyticke, lyzogenni - .......

Houby

- detekovano 85 rodu

- Candida spp., Cladosporium spp., Aureobasidium spp., Fusarium spp.,
Saccharomycetales spp., Aspergillus spp. a Cryptococcus spp.

- C. albicans — jeji pfitomnost umozni rust anaerobU v aerobnich podm.

Archea
- minoritni soucast
- metanogeni — zvlasté u osob s periodontitidou



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Bakterie

- objev ultramalych bakterii (nejen ustni dutina)
- redukovany genom, absence mnoha biosyntetickych a
metabolickych drah vcetné elektronového transportniho retézce

- obligatni symbionti?



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Dentalni plak

(4

- bakterie Zijici vedle sebe vyuzivaji ruzné ziviny, produkuji ruzné
latky: synergismus, indukce odezvy v cilovych bunkach a kompetice

Low pH

GDEdhEBiGn- Eg:sfcr S -+ H*H*
S e - oS0 &
nM boli " gl
e:::ané;e 0“% - GSPh‘“—_:At_z Bacteriocins
o r"‘:g‘zs_Mlz &
Synergism Signaling Antagonism

- stejnd latka — rGzna funkce — dle situace, koncentrace

- H,0, —inhibice, ale v subletalnich koncentracich signalni funkce
- podobné organické kyseliny, bakteriociny — antagonismus,
synergismus

bakteriociny — kompetence bunek, uvolnéni DNA



Uloha normalni mikrobioty tstni dutiny
pouha pritomnost inhibuje kolonizaci potencialnimi patogeny GIT

metabolismus nitratli a kardiovaskuldrni nemoci

% prijatych nitratd se vrati do dutiny ustni (sliny...)

mikrobiota premeéni nitraty na nitrity — ty do krve a preména na NO
NO — zasadni pro zdravi cév — pruznost, ohebnost — snizeni tlaku
ale i erekce, uvolnéni svalstva v travici soustavé — posun potravy
pouziti antibakterialni ustni vody vyrazné snizilo prijem nitritd,
zruSilo ucinek nitritd na snizovani krevniho tlaku

ale i souvislost se systemickymi chorobami:

metastatic infections of heart, brain, spleen, pancreas, liver,
and bone, artherosclerosis, cardiovascular diseases, stroke,
respiratory diseases, meningitis, pneumonia, diabetes



Uloha normalni mikrobioty tstni dutiny

Negativni ucinky mikrobioty v dutiné ustni

- zubni kaz, gingivitida, periodontitis

- UK —46% 15tiletych déti — kazy v trvalych zubech
- 45% dospélych - perionditida

Zubni kaz — rozpusténi struktury zubd kyselinami z cukru, snizeni
pufrovaci kapacity slin a tim pH v Ustech — zmeéna ustni mikrobioty ve
prospéch acidofilnich druht — Streptococcus mutans a laktobacily —
dalsi produkce kyselin — Bifidobacterium spp., Propionibacterium spp.,
Scardovia spp.

Jiné bakterie naopak zvysuji pH (mocovina, arginin —amoniak)

Stejni obligatni anaerobi jsou obohaceni i v zanétlivych a nadorovych
tkanich



Uloha normalni mikrobioty Gstni dutiny

Gingivitida

- 90% dospelych

- dentalni plak — primarni kolonizatori — G+ aerobové a fak. anaerobové
(streptokoci a Actinomyces spp.)

- zraly (mature) plak — G- anaerobové — Fusobacterium spp.,
Treponema spp., Synergistetes spp.

- pravidelné Cisténi zubu — plak ,,nedozraje”

- zanedbana hygiena — endotoxiny a jiné enzymy do dasni — drazdéni

a zanéty — ztrata spojeni dasnée a zubu — periodontalni kapsa —

kolonizace anaeroby — reakce hostitele (tvorba proteaz) jesté zhorsi

situaci — uvolnéni zub

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia,

Anaeroglobus geminatus, Eubacterium saphenum, Filifactor alocis,

Porphyromonas endodontalis, Prevotella denticola a dalsi



Uloha normalni mikrobioty Gstni dutiny

Zdrava usta — vetsina bakterii v symbidze s hostitelem
Nemoc — zvyseny vyskyt kariogennich a periodontopatickych bakterii
- naruseni rovnovahy — dysbioticky stav
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Fig. 5 (a) Causes of dysbiosis; (b) A model of dysbiosis (adapted from Marsh??)



Zubni plak a dentalni nemoci

Oral cavity

Risk factors absent B B Risk factors irasent I

gp{;;zrrﬂteins Nitrate Polysaccharides Sucrose

Urea Isothiocyanate Carbohydrates

Acid-producing & acid-
tolerating microbiota

Fig. 6 A contemporary model of host-microbe interactions in the pathogenesis of caries
(adapted from de Soet & Zaura and Takahashi)*’*'



Zubni plak a dentalni nemoci

Nespecificka plakova hypotéza (19. st.) — dentdlni infekce zplsobeny
nespecifickym narustem vsech bakterii — odstranit maximum

Specificka plakova hypotéza — nemoci zplsobené par druhy, jejich
odstranéni vyresi problém

Ekologicka plakova hypotéza (1980) — vyrazné zmény v prostredi plaku
zmeéni vztahy mezi bakteriemi — obohaceni nékterych druhd.

Prevence nemoci nejen inhibici patogenu, ale i zménou podminek
prostredi.



Normalni mikrobiota ustni dutiny

Zubni ndhrady — vice aerob, kvasinek a laktobacill
Na nahradeé — Candida albicans
Pod nahradou — kyselejsi prostredi, méné slin — opét C. albicans

Zubni kazy - vakcinace, geneticky modifikovany S. mutans
— S. mutants muUze byt nahrazen jinymi bakteriemi- S. pneumoniae

- benefity mikrobu - vitaminy, indukce nizké hladiny protilatek,
antagonismus proti nepuvodnim druhtim (mastné kys., peroxidy, bacteriociny)

- zaroven ale i nemoci: abscesy, zubni kazy, gingivitis, periodontalni
nemoci, ale i abscesy alveolarnich kosti, plic, mozku, koncetin
(Bacteroides melaninogenicus)



Mikrobiota ustni dutiny a Cisténi zubu

cisténi zubU uz nékolik tisic let pred Kristem
ale pravidelné pouzivani kartacku a pasty az po 2. svetové valce
reklamy — sterilni dutina ustni?!

rizné techniky Cisténi zub(
manualni x elektricky kartacek
vybeér pasty



Normalni mikrobiota gastrointestinalniho traktu

porod - bakterie vstupuiji s prvni potravou — zalezi tedy na ni:
kojené déti - bifidobacteria (90%), Enterobacteriaceae a enterococci
umela vyziva - bifidobacteria neprevladaji
prechod na kravské mléko nebo pevnou stravu - bifidobakterie plus
enterické bakterie, bacteroides, enterococci, lactobacilli a clostridia

- rUstovy faktor podporuijici rist bifidobakterii
bifidobakterie brani kolonizaci neplvodnimi nebo patogennimi druhy
dikazy ,tissue tropism® a specifické adherence

gram-pozitivni bakterie - polysacharidy kapsuli nebo teichoové
kyseliny bunécné stény se vazi na specifické receptory bunék epitelu

gram-negativni bakterie - specifické fimbrie se vazi na glycoproteiny
povrchu bunék epitelu



Normalni mikrobiota gastrointestinalniho traktu

vek, dieta, kulturni podminky, uzivani antibiotik, ...
ezophagus — zadné bakterie
zaludek— pH - acid-tolerantni lactobacilli

- Helicobacter pylori — zaludecni viedy, rakovina

zaludku a dvanacterniku
- urease —urea—ammonium
- mozna i pozitivni funkce
- ochrana proti détskym prdjmim a problémum
iicnu (paleni zahy a vaznéjsi dusledky)

stomach acid (pH 1-2)



Normalni mikrobiota gastrointestinalniho traktu — pok

- tenké strevo — vysoka prutokova rychlost - lactobacilli a
Enterococcus faecalis - 10° - 10/

- vzdalenéjsi ¢asti (103/ml) — dalsi druhy - E. coli a pfibuzné bakterie
plus Bacteroides

- traveni - prevazne lidské enzymy, mikrobi — mozna kompetice
o esencialni ziviny

- tlusté strevo (colon) — mikrobi jako v exkrementech - 10*/ml - 1013

- bakterie — kolem 35-50% obsahu tlustého streva — vice jak 1 kg

- koliformni, enterokoci, klostridia a laktobacilli

- predominantni anaerobni Bacteroides a anaerobni bakterie
mlécného kvaseni Bifidobacterium spp. (Bifidobacterium bifidum)

- vyznamné mnozstvi anaerobnich methanogen(



Normalni mikrobiota gastrointestinalniho traktu — pok

Uloha bakterii v Gl traktu

- produkce vitaminU

- prispivaji k vyzivé a traveni (polysacharidy — acetate, butyrate a
propionate — zdroj uhliku a energie pro bunky sliznice tl. streva)

- ochrana proti infekci cizorodymi mikroby

- stimulace vyvoje a aktivity imunologickych tkani

- produkce karcinogennich metabolitl (colon cancer)
- zmény ve slozeni Gl flory (Spatna vyziva, antibiotika)
- posun populaci a kolonizace cizorodymi bakteriemi

- gastrointestinalni nemoci
/

--------
absorbed



Viry a nas mikrobiom

vétSina zndmych viru jsou patogeni — jen tak jsme se o nich dozvédéli
ale mnoho viru nas infikuje bez priznaku nemoci

molekularni metody — mnoho dalsich virti objeveno

puvodné 2 humanni polyomaviry — dnes 13 — infikuji nas béhem
détstvi a pak Cekaji

Kochovy postulaty — problém u viru

vétsSina viru neni ani zcela patogenni ani neskodna — dle situace



Viry a nas mikrobiom

Benefity virli

infekce v détstvi stimuluje vyvoj imunitniho systému — ochrana proti
pozdejsi infekci a prehnané reakci — alergie

komensalni vir muze poskytnout ochranu proti patogennimu viru
pegivirus C (pribuzny hepatitidé C, Zika viru, horecka dengue)
zmirnuje dusledky HIV — % miliardy lidi je infikovano

viry preferuji rychle se délici bunky — rakovinné — spontanni regrese

kolem 8% naseho genomu jsou retroviralni DNA sekvence
nékteré jejich funkce jsou esencialni pro preziti hostitele a jeho vyvoj



Mykobiom

2015 —jen 269 z 6000 vysledkl pro mikrobiom zmiriovalo houby
mykobiom — jen 55 vysledku

oralni mykobiom u HIV pacientu

vyraznéjsi priznaky hepatitidy B koreluji s mnozstvim druht

Candida spp. a Saccharomyces spp.

nadmerna pritomnost Candida tropicalis zhorsuje priznaky
inflamatory bowel disease

nenarusena mikrobialni komunita — houby neskodné, nebo i prospesné
PO naruseni — mozné problémy



Mykobiom

dutina ustni — nejen Candida spp. a Saccharomyces spp.

20 dobrovolnikd — 101 druht hub, kazdy mél 9-23 druh(
Cladosporium spp. (astma), Aureobasidium spp. (transplantace),
Aspergillus spp. (devastujici infekce), Fusarium spp. (obtizné infekce),
Cryptococcus spp. (meningitida u HIV)

jinde na téle Malassezia spp. — kozni nemoci
plice — Aspergillus spp. u zdravych lidi, Candida spp. u nemocnych
(cysticka fibréza, kardiovaskularni nemoci,...)

inflamatory bowel disease — jiny mykobiom nez u zdravych lidi
obezita — vice zastupcu Ascomycota, celkove ale snizena diverzita
Mucor spp. — u stihlych lidi (korelace s obezitou)



Mame vsichni stejné mikroby ?

- rozdily: zazivaci trakt, vagina (druhova i metabolicka rozmanitost)

- podobnost: mikrofldra ust a kiize — zmény v Case, ale méné
variabilni u ruznych jedincu



Ustanoveni lidského mikrobiomu

plod v déloze neni sterilni

mikrofléra vaginy se méni béhem téhotenstvi (80% Lactobacillus sp.)
novorozenec — Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroides
mikrobiom placenty- nepatogenni komensalni microbiota kmene
Firmicutes, Tenericutes, Proteobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteria
(E.coli, Prevotella tannerae, Neisseria lactamica) — podobné ustni
mikroflore

dalsi kolonizace béhem porodu, poté pri kojeni (mléko neni sterilni),
z kUze matky

mléko: Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Serratia spp.,
Corynebacterium spp.

zalezi na prostredi matky (priprava...)

také zkoumani prostredi — vSe usty

kolem druhého roku zivota je dosazeno urcité rovnovahy



Human Microbiome Project

zahajen 2008 — pétilety projekt - rozpocet $115 million

(Human Genome Project — zahajen 1990, dokoncen 2003)
vzorky flory ustni dutiny, klize, vaginy, zazivaciho traktu a dychaci
soustavy 300 zdravych jedincU

vyznam zmeén lidského mikrobiomu pro zdravi a nemoc
ALE — co bylo prvni?1?1?1?]
zahajeno mnoho dalSich (specializovanych) studii mikrobiomu:
- American Gut Project, MetaHIT, MyMicrobes, Human Longevity,
Earth Microbiome project, Human Food Project

dramatickeé rozdily mezi jedinci co se tyka druhového slozeni
ALE posuzovano podle funkce - velmi podobné

mikrobiom kazdého jedince je v Case celkem stabilni

hlavni problém v interpretaci vysledkl — verejné databaze
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Vyznam lidského mikrobiomu

dor. 2015 — publikovano kolem 19 000 ¢lanku (5,000 v r. 2015)
vetsina ale popisnych — identifikace

zUstava otazkou jejich role ?

jak spolupracuji mezi sebou a s lidskym hostitelem?

lidsky mikrobiom: také viry, archaea, houby, jednobunécna
eukaryota...

lidsky genom -20 000-25 000 protein kddujicich gen

lidsky mikrobiogenom - 2-20 miliént protein kédujicich gent
vsichni mikrobi kontinualné vylucuji (excrete/secrete) malé a velké
molekuly a castice obsahujici RNA, DNA, proteiny - komunikace
se sousedy a hostitelem — mnoho z téchto molekul a ¢astic muze
proniknout sténou zazivaciho traktu do krevniho obéhu
metagenom mikrobiomu — rychlejsi zmény nez lidsky genome

- rychla odezva
mikrobiom = sofistikovany organ (nebo soubor orgdnt)



Vyznam lidského mikrobiomu

naruseni mikrobiomu spojovano s mnoha nemocemi:
- inflamatory bowel disease (ulcerative colitis and Crohn's

disease), diabetes, obezita
mikrobi ovliviuji signalni cesty které se ucastni komunikace mezi
zazivacim traktem a mozkem (nervové, endokrinni a imunitni

signaly)




Manipulace lidského mikrobiomu

Clostridium difficile - faecal transplant (stool bank - OpenBiome)

4. stoleti — Cinska lékarska literatura — fekalni transplant pfri
otravach z potravy a silnych prujmech

beduini — velbloudi trus pri bakterialni dysentérii

ale napfed MUSIME POZNAT mikrobiom, teprve pak miZeme
pomyslet na cilenou manipulaci



Clostridium difficile

C.difficile

- anaerobic gram-positive spore-forming bacteria
- transmitted by fecal-oral route

- colonizes the large intestine

- release of exotoxins (TcdA, TcdB) causes colitis
- typically after recent antibiotic exposure (penicillins,
cephalosporins, clindamycin, fluoroquinolones)

Presentation:
Abdominal pain
Fevers
Diarrhea, can be bloody
Dehydration



Clostridium difficile — pokr.

Diagnosis:
Stool testing for toxin
Sigmoidoscopy

Oral antibiotics to treat CDI
Metronidazole, Vancomycin = ~70-75% effective
Fidaxomicin for Vancomycin failure - 90% effective



Clostridium difficile — pokr.
NS




Fekalni transplant

Donor contraindication:

Donors should not:

Have had any antibiotic exposure in the past six months

Be immunocompromised

Have had any tattooing or body piercing in past six months

Have any history of incarceration

Have recently traveled to endemic areas

Have any chronic Gl disorders, such as inflammatory bowel disease



Fekalni transplant — pokr.

Donor screened for:

hepatitis A, B, C

HIV

syphilis

C.difficile

Giardia,

E.coli, Salmonella, Shigella, H.pylori, Campylobacter infections



Fekalni transplant — pokr.

Recipient

Before procedure:

- stop any antibiotic therapy two days before the procedure

- aliquid diet followed by laxative preparation the night before
scheduled procedure



Fekalni transplant — pokr.

- Fresh stool collection

- less than 6 hours prior to procedure

- volume 20 ml to 30ml mix 250 ml of sterile
0.9% normal saline with stool in a blender




Fekalni transplant - pokr.

Healthy colon

FECAL TRANSPEANT THERAPY
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Fekalni transplant — pokr.

Risk of aspiration if not delivered deep into upper small intestine
Risk of acquiring infection from donors — rare

Risk of complications from sedation and endoscopy — bleeding,
perforation, transmission of other infections: 1/1000-1/10,000



Table 2. Companies developing microbiome therapies*.

Company Programs and Status

Rebiotix [111] Developing a new kind of biological drug designed to reverse pathogenic processes
responsible for disease through the transplantation of live human-derived microbes
v ° into a sick person’s intestinal tract. Rebiotix focus is new solutions for challenging
S p O I ec n Ost I gastrointestinal diseases. The company has completed the Phase 2 open-label clinical trial
to assess the safety of RBX2660 (microbiota suspension) for the treatment of recurrent
e s »# Clostridium difficile infection
Vyv Ij ej I C I Enterome [119] Development of novel drugs and diagnostics to support personalized therapies in
microbiome-related diseases such as Inflammatory Bowel Diseases (IBD), metabolic
° . /4 diseases, and related disorders. Three programs at the validation phase: IBD 120 Ulcerativi
m I k ro b I o m ove colitis-relapse prediction; MET 220 Bariatric surgery-outcome prediction; MET 230
Stratified nutrition test. One program at discovery phase: IBD 110 Crohn's disease-activity
monitoring

terapie

Second Genome [120] Development of microbiome modulators, which are bioactive therapeutics that benefit
human health by altering the composition and activities of the microbial communities in
the body to regulate host pathways. Second Genome's focus is on microbiome modulators
(small molecules, peptides and bacteria) that impact infection, immunity and metabolic
disease. The company is currently pursuing three preclinical programs and additional
discovery efforts

4D Pharma [121] Developing biotherapeutics using live bacteria, as opposed to traditional drugs based
on chemically synthesized small molecules and antibodies. 4D Pharma has two ongoing
programs. Thetanix: for treatment of paediatric Crohn’s disease. Blautix: for treatment of
Irritable Bowel Syndrome (IBS)

Seres Health [122] Developing Ecobiotic® therapeutics (combinations of a small number of selected discrete
organisms) to treat a range of important medical conditions based on the microbiome
biology at their core. SER-109 therapeutic for recurrent C difficile is in Phase 3 trials. Pre-
clinical pipeline includes SER-262 for primary C. difficile and SER-155 for drug-resistant
bacteria. Therapeutics for inflammatory and metabolic diseases are in discovery phase

Microbiome therapeutics [123] Development of microbiome modulators- products designed to alter bacterial populations
and their environment in the gastrointestinal tract to prevent and treat serious health
conditions. The company initial research and products are focused on metabolic conditions
including prediabetes, diabetes and obesity. The lead microbiome modulator, NM505 is
in clinical development to assess its efficacy and safety as a reformation of metformin,
the most widely prescribed drug for the treatment of type 2 diabetes. NM504 is in clinical
development as a prescription for treatment of prediabetes and diabetes




Probiotika

Probiotika jsou mono- nebo smésné kultury zivych mikroorganismd,
po aplikaci v pfiméreném mnozstvi prospésné ovlivnuji zdravi hostitele.

Tab. 1 - Nejcastéji pouzivana
probiotika

Lactobacily

L. acidophilus

L. rhamnosus GG

L. casei Shirota

L. delbrusckii subsp. bulggancus

L. reutern

[. brevis

L. cellobiosus

[. curvatus

L. fermentum

L. plantarum 299y
Grampozitivni koky

[ actococous lactis subsp. cremonis

Streptococcus salivanus subsp. thermophilus

Enterococcus faecium

S. diacetylactis

5. intermedius

E. coli (sérotyp O83:K24:H1)
Bifidobaktérie

B. bifidum

B. adolescentis

B. animalis

B. infantis

B. longum

B. thermophilum
Kvasinky

Saccharomyces boulardli

charakteristiky probiotik

Prospésnost pro zdravi

» schopnost kolonizace adherence

« antagonisticky vliv na patogenni floru

» schopnost tvorby antimikrobiginich
substanci

» schopnost imunomodulace

» méfitelnd a klinicky dokumentovatelna

uziteénost pro zdravi piijemce

Mikrobiologické bezpetnostni pozadavky

» moznost pfesného taxonomického zarazeni

* huménni ptvod

» netoxické a nepatogenni

» geneticky stabilni

» schopnost prezivat a byt metabolicky
aktivni v trévicim Ustroji piilemce

* potenciondlné rezistentni proti
antimikrobialnim substancim pltvodni
mikrofldry pilemce

» rezistentni proti Zaludeéni kysaling
a Zlucowym kyselindm

Primyslové parametry

» stabilita Zadanych viastnosti b&hem wroby,
transportu a skladovani

» piiznivé organolepticke viastnosti

Tab. 3 - Mechanismy mozného
pusobeni probiotik

e stabilizace strevni flory kompetici
s patogennimi mikroorganismy o vazebna
mista na receptorech a o ziviny

¢ produkee mastnych kyselin s kratkymi
retézci (zvlasté kyselina maselna)

* pokles pH stievniho obsahu

e 7vySeni rozpustnosti mineralnich latek

* omezeni Zzp&tne resomce Zlucowch kyselin

e stabilizace strevni sliznicni bariéry, Uprava
strevni permeakbility

» produkce antimikrobialnich substanci

» modifikace toxint a toxinovych receptort

¢ stimulace imunitni odpovédi na pato-
geny (zvwysena produkce sekretniho
IgA, laG, lgM, protizanétlivé pusobicich
cytokint IL-10, TGF-f; snizena produkce
prozanétlivych cytokint TNF-a,
interferonu-vy stejné jako mediatord
zanetu — napf. matrixmetaloproteinaz)

https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/probiotika-a-jejich-klinicke-uziti-452403



How Probiotics Work

Competition for Nutrients __ Blocking of Adhesion Sites

B 0
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= probiotic
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4 <z = intestinal
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Probiotika (resistence puvodni mikrofléry) — 100 let — Mutaflor



Prebiotika — pokr.

prebiotika (1995) — nestravitelné slozky stravy

selektivné stimuluje rast a aktivitu urcitych bakterii, které maji
pozitivni uCinek na lidské zdravi (bifidobakterie a dalsi)

komplexni uhlovodiky — celuldza, hemiceluldza, lignin, pektin

ale i inulin, oligosacharidy, oligofruktdza, galaktooligosacharidy

a laktuloza

odolavaji kyselinam v zaludku, hydrolyze lidskymi enzymy

dostanou se az do tlustého streva — substrat pro fermentaci mikroby

podobné oligosacharidy z mléka (kojeni), glykogen ve vaginé
proteiny, AK, urcité lipidy

traveni v tlustém streve komplexni proces nutricnich interakci mezi
raznymi bakterialnimi druhy



Prebiotika — pokr.

urychluji pasaz traveniny zazivacim traktem

snizuji pravdépodobnost osidleni parazity

docCasné vazi slozky potravy lipidy, cukry, zlucové kyseliny, kationty,
toxicke latky

zvysuji pocit plnosti, jsou prevenci zacpy

snizuji glykemickou krivku (redukce a prevence hyperglykémie

a hyperinzulinémie, tj. diabetu Il. typu)

podporuji rist probiotik a tim pozitivné ovliviuji zdravi hostitele
je podporena tvorba strevni ochranné mukozy

podle néktery studii timto dochazi ke stimulaci imunitniho systému
proti nadorim



Prebiotika — pokr.

napr. komplexni polysacharidy fermentovany rody Bacteroides,
Bifidobacterium spp., Clostridium spp.,...
glvkolytické bakterie (Lactobacillus, Escherichia, Enterococcus)
rostou na jednodussich cukrech
hlavni produkt fermentace - jednoduché mastné kyseliny (SCFAs)
- butyrat — primarni zdroj energie pro bunky epitelu streva
- propionat — syntéza cholesterolu v jatrech
- acetat — hepaticka lipogenese a ATP ve svalech

- snizuji pH — antagonismus proti patogenum (antimikrobialni
aktivita)



Prebiotika — pokr.

- i ne-karbohydratové slouceniny dnes povazovany za prebiotika
- polyfenoly, mineraly, vitaminy — moduluji mikrobiotu
- napr. resveratrol (Cervené vino) — vice Bacteroides,
Bifidobacterium

- 95% polyfenoll dorazi do tlustého streva
- Ca doplnky - moduluji mikrobiotu u obéznich mysi
- riboflavin, cystein — nové prebiotikum?
- striktné anaerobni bakterie (Faecalibacterium prausnitzii,
Roseburia) mUze ochranit proti kysliku — zvl. v mukdzni
vrstve sliznice (kyslik z krve)



Prebiotika — pokr.
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Figure 1. 5Schematic representation of the function of vitamins as
redox mediators carrying reduction equivalents that are liberated
during the glycolysis of carbohydrates via NADH to oxygen. Glucose is
an example of a carbohydrate electron donor. The electrons reduce
the mediators and finally oxidize electron acceptors from the
epithelium, such as oxygen or nitrate. The flagellated box represents
a bacterium, such as F. prausnitzii. In the presence of redox mediators,
the anaerobic bacteria can reduce the oxygenated Enwmnment using
their metabolism and thus reduce oxidative stress.®®”°

Steinert 2016
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Zpracovani nestravené
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mikrobiom ovlivhuje
fyziologii hostitele, ...



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

mikrobi v potravinach — moznosti:

- potrava a mikrobi v ni nezpusobi zddné vyrazné zmeény

- potrava je probioticka - ...

- potrava obsahuje patogeny — dysbioza
vyvoj mikrobiomu ovlivhén zplsobem porodu, vyzivou, genetikou
transfer mikrobu z matky na dité kojenim (Bacteroides,
Bifidobacterium)

komenzalové (Bifidobacterium) — prevence kolonizace patogeny —
- Listeria, Campylobacter,...

po Case se tento ekologicky systém stane sekundarnim imunitnim
systémem
se snizenim diverzity mikrobialni komunita se snizi i stabilita
systému — systém je citlivéjsi k invazivnim druhim (patogeni)
snizeni diverzity spojeno se ,zapadni dietou”



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

- probiotické organismy stejné Cetné jako patogenni
- vyvinuly se spolu s clovekem v mnoha potravinach
- jejich pozitivni vliv
- sekundarni metabolity stimulujici rozvoj jinych uzitecnych
organismuU — kompetice s patogeny



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

Bifidobacterium spp.

vyznamna komensalni LAB

3-6% mikroflory dospélého clovéka — pozdéji snizovani
pritomnost této bakterie a dalsich LAB zabranuje infekci
Clostridium spp.

stimuluje imunitni bunky hostitele

zabranuje negativnim karcinogennim skodam na DNA
zabranuje a léci akutni prajmy u déti

|éCi intoleranci laktozy



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

Campylobacter spp.

- C. jejuni — G- - prijmy, gastroenteritidy

- kontaminant dribeZe a migrujicich ptakd

- nepasterizované mléko, hovézi dobytek, veprové (parky), voda

Clostridium spp.
- G+ sporogenni, toxigenni bakterie
- drldbez, hovézi i veprové maso, konzervované potraviny
- C. perfringens — kontaminuje dobytek i maso
- ze vzorku 50 zdravych zvirat bylo 76% hovéziho dobytku,
44% prasat a 80% kurat kontaminovano —znacna cast
dokonce enterotoxin produkujicimi kmeny
- vzorky masa dopadly jesté hur (kolem 90%)
- enterotoxiny jsou vazny problém clostridiové kontaminace



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

Escherichia spp.
zadouci mikrob, ale nekdy také patogen
zmeéna z pritele na patogena — horizontalni transfer gent
- diarrheagenické kmeny — enteropatogenni, enterotoxigenni,
enteroinvazivni, enterohemorhagicky, enteroagresivni a
difGzné adherentni
- extraintestinalni kmeny — uropatogenni kmeny a kmeny
zpUsobujici neonatalni meningitidu
- v rozvinutych zemich zavazné jen enteroinvazivni a
enterohemorhagické kmeny
- 0157:H7 — prezije v mnoha hostitelich i prostredich — pH2, desikace
- LAB a Enterococcus faecalis — snizili cfu ve vykalech zvirat o 2-4 rady



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

Listeria spp.

- L. monocytogenes — G+ tycCka fakultativné anaerobni

- gastroenteritidy u zdravych jedincu, meningitidy u imonokompr.,
potraty

- mortalita — 20-30%

- nachazi se a preziva v mnoha prostredich — rezistentni biofilm

- da se omezit pomoci LAB, kvasinek a dalsich bakterii (zména pH,
antimikrobialni enzymy, kompetice, bakteriociny)

Staphylococcus
- @G-, f. anaerobni, MRSA — 1961
- enterotoxiny — otravy potravou — nemoc behem 2-8 hodin



Mikrobiom a mikrobi v potravinach

LAB — bakterie mlécného kvaseni - Firmicutes

usta, vagina, zazivaci trakt, mukozni povrchy

také beézné v prostredi - rozSireni pomohl i ¢clovék — domestikace
zvirat

kromé kys. mlécné i rada sekundarnich (antimikrob.) metabolitt
bakteriociny, antimikrobialni org. kyseliny

zabranuji kolonizaci patogeny

prirozené konzervanty

inhibice S. enteritidis (i kompetici o laktulézu a Ca) - v mléc. vyr.
pritomné i v materském mléce — i imunokompetentni bunky



Mikrobiom a individualni dieta

s potravou patogeni, toxiny (grilovani, rezidua herbicidu,...)
modifikace mikrobiomem - degradace, nebo také ne...

potrava s vysokym podilem saturovanych tukt, mlécnych produktu
- mikrobi produkujici H,S — zanéty, poskozeni DNA bunék epitelu
vegetarianska strava — produkce SCFAs

maso — esencialni mikroziviny, AK, proteiny
- ale mozna kontaminace nezadoucimi mikroby (stazeni z prodeje)
- rychla kontaminace — Campylobacter jejuni, Salmonella spp.,
E.coli, Listeria spp.
- prevence - LAB



Mikrobiom a individualni dieta

Vegetariani

vétsi zastoupeni rodu Bacteroides, Prevotella

kromé vldkniny a karbohydratu i zadouci fenoly (i v kdvé a viné)
obé latky redukuji invazi mikrobu a projevy zanétl

nékdy ale i opacny trend — méné Bacteroides a Bifidobacterium

ceredlie maji kladny vliv i v dieté omnivort — prebiotika

Omnivori

dieta slozena se zeleniny a masa nejlepsi pro lidské zdravi
ale tzv. zapadni dieta tento prinos snizuje

stredozemni dieta (méné masa a vice ovoce, zeleniny, ryb a
mlécnych vyrobku)



Mikrobiota a obezita

2014 — 1,9 mld lidi s nadvahou, z toho 600 mil obéznich (2016-650)
od r.1975 se obezita ztrojnasobila
2016 -39% - nadvaha, 13% obezita
vetsSina lidi zije v zemich, kde nadvaha a obezita zabiji vice lidi nez
podvyziva
2016 - 41 miliénu déti do 5 let — nadvaha, nebo obezita

- pres 340 milionu ve véku 15-19

obezité se da zabranit (prevence)



Mikrobiota a obezita

- od pocatku tohoto stoleti je mikrobiota zazivaciho traktu (gut
microbiota — GM) povazZovana za vyznamny faktor patogeneze
metabolickych nemoci a obezity (metabolické drahy, jejich vliv
na imunitni systém a odezvy na impulzy z prostredi — strava,....)

- GM se vyznamne podili na traveni a absorpci zivin i na celkové
energetické bilanci

- slozeni GM ovlivhovano dietou, zivotnim stylem a prostredim



Mikrobiota a obezita

GM obéznich jedincl vykazuje zvlastni metabolismus uhlovodiki
a tukd

GM je schopen travit lidskymi enzymy nestravitelné polysacharidy
vysledkem je energie, SCFAs — ty zase ovlivauji metabolismus
glukdzy, cholesterolu a tukt v riznych tkanich

zapadni dieta (moc tuk(l) redukuje Bacteroides a zvySuje Firmicutes
Prevotellaceae (produkce H) a archea hojné u obéznich jedincl
- transfer H mezi bakteriemi a archeemi muze zvysit prijem
energie v GIT (Methanobrevibacter smithii)

GM aktivuje zluCové kyseliny a zucastni se jejich regulace a metabol.
zlucové kyseliny pomahaji absorpci lipidQ



Mikrobiota a obezita

cca 40% genl GM je spolecnych pro vSechny jedince
udrzovani energetické homeostaze vyzaduje prisnou regulaci
mnozstvi zkonzumované a prijaté energie

obezita spojena se zmeénou stylu zivota, potravou bohatou na
kalorie, ale i zménou GM

germ-free mysi nevykazuji obezitu spojenou s dietou bohatou
na tuky - intestinalni SCFAs redukovany, kalorie ztraceny moci
a vykaly - ucinnost vyuziti energie ze zkonzumované potravy

normalni mysi - konjugovana linolenova kyselina zrychluje
jejich metabolismus (prebiotikum — odbouravani tuku)
Lactobacillus rhamnosus ji produkuje a pomaha udrzet vahu
mysi i na dieté s vysokym podilem tuk

podobné pusobi E. coli, naopak (zvysSeni vahy) Lbc. reuteri




Mikrobiota a obezita

obezita je spojovana i se zvysenym rizikem rakoviny — déloha,
prsu, délozni Cipek, vajecniku, tlustého streva, konecniku, jicen,
ledvin, slinivky, prostaty, hematologické problémy
zvySend mortalita pacientU trpicich rakovinou
vyznam prevence obezity/rakoviny
bakterie u gravidnich mysi v mezenterické lymfé — do plodu?
vyznam zpusobu porodu
- vaginalni porod — mikroflora zazivaciho traktu — Lactobacillus,
Prevotella, Sneathia
- cisarsky rez — Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionbacterium — kozni mikroflora
vyznam vyzivy
- kojené déti —dominance Bacteroidetes
- uméla vyziva — dominance Firmicutes, Verrucomicrobia




Mikrobiota a obezita

- vyskyt obezity koresponduje s ,vyskytem® polotovaru
- negativni dopad konzervacnich prostredkt a emulgatoru

- prebiotika - podpora rustu prospésnych bakterii
- zpomaleni ukladani tukt indukci produkce SCFAs
- modifikuji produkci hormont ovliviujicich apetit
- modifikuji produkci enzymu ovliviaujicich lipogenezi
- mohou snizit ukladani tuku dekonjugaci Zluéovych kyselin,
které jsou méné ucinné v absorpci tukl z potravy

- antibioticka eradikace Helicobacter pylori — zvyseni obezity



Mikrobiota a obezita

Obezita je pravdepodobné spojena s:
- zvysenym vyskytem bakterii kmene Firmicutes, Actinobacteria
- snizenou cetnosti kmene Bacteroidetes, Verrucomicrobia

a bakterie Faecalibacterium prausnitzii

- prenos obezity fekalni transplantaci pri lécbé C. difficile

- obézni jedinci méli bohatou mikrofloru (snizena metabol. aktivita)



Mikrobiota a individualni dieta

s potravou patogeni, toxiny (grilovani, rezidua herbicidu,...)
modifikace mikrobiomem - degradace, nebo také ne...

potrava s vysokym podilem saturovanych tukt, mlécnych produktu
- mikrobi produkujici H,S — zanéty, poskozeni DNA bunék epitelu
vegetarianska strava — produkce SCFAs

maso — esencialni mikroziviny, AK, proteiny
- ale mozna kontaminace nezadoucimi mikroby (stazeni z prodeje)
- rychla kontaminace — Campylobacter jejuni, Salmonella spp.,
E.coli, Listeria
- prevence - LAB



Mikrobiota a individualni dieta

Vegetariani

vétsi zastoupeni rodu Bacteroides, Prevotella

kromé vldkniny a karbohydratu i zadouci fenoly (i v kdvé a viné)
obé latky redukuji invazi mikrobu a projevy zanétl

nékdy ale i opacny trend — méné Bacteroides a Bifidobacterium

ceredlie maji kladny vliv i v dieté omnivort — prebiotika

Omnivori

dieta slozena ze zeleniny a masa nejlepsi pro lidské zdravi
ale tzv. zapadni dieta tento prinos snizuje

stredozemni dieta (méné masa a vice ovoce, zeleniny, ryb a
mlécnych vyrobku)



Antibiotika a rezistence k antibiotikum

Co jsou to antibiotika?

Proc jsou produkovany?



Antibiotika a rezistence k antibiotikum

Opravdu jen zabijeni?!

Jde to prirozeném prostredi?
- Vyredéni
- Absorpce
- Otazka dostatecné koncentrace

Tak k cemu je vlastné mikrobi produkuiji?!

Nejprve par slov k rezistenci



Antibiotika a rezistence k antibiotikum

Beta-laktamové antibiotikum a bunka
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Figure 1| Intrinsic mechanisms of resistance. The figure shows an overview of
intrinsic resistance mechanisms. The example shown is of f-lactam antibiotics targeting
a penicillin-binding protein (PBP). Antibiotic A can enter the cell via a membrane-spanning
porin protein, reach its target and inhibit peptidoglycan synthesis. Antibiotic B can also
enter the cell via a porin, but unlike Antibiotic A, it is efficiently removed by efflux.
Antibiotic C cannot cross the outer membrane and so is unable to access the target PBP.




Rezistence k antibiotikum — zmeéna cilového mista

b Target site mutation
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Rezistence k antibiotikum — interakce s antibiotikem

b Inactivation by hydrolysis
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Rezistence k antibiotikum — efflux

MarR family  AraC family TetR family AcrA AcrB efflux
repressor transcription repressor adaptor pump
factor
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Rezistence k antibiotikiim a my

rocné 25 tis. lidi v Evropeé zemre na infekce multirezistentnimi
kmeny bakterii
ve vyvoji malo novych antibiotik

anthropocentricky pohled na svét (objev penicilinu = rezistence)
B-Lactams - enzymaticka inaktivace stépenim B —laktamazami
puvod téchto enzymu — pred 2 miliardami let

mikrobi i v nedotCenych prostredich maji mnoho genu rezistence
antibiotika se vyvinula jako dalsi zpUsob vnitro- a mezidruhové
komunikace v ruznych ekosystémech

komunikace subklinickymi koncentracemi antibiotik

vysledkem je adaptativni fenotypova a genotypova odezva mikrobu
i ostatnich ¢lenu komunity



Rezistence k antibiotikiim a my

pre-antibioticka doba — diverzifikace v prirozenych ekosystémech
(v€etné vyvoje rezistence) predevsim duplikacemi a mutacemi
s malym prispénim horizontalniho prenosu genu

poslednich 70 let - obrovska produkce a vyuzivani antibiotik
klinicka a veterinarni medicina, zemeédelstvi, zahradnictvi, akvakultury

nejdulezitéjSim zpusobem prenosu genu rezistence k antibiotikim
se v soucasné dobeé stal horizontalnim prenosem genu (predevsim
mobilnimi genetickymi elementy) z ¢asto velmi taxonomicky
vzdalenych bakterii

jak by byly geny rezistence udrzovany v prostredi, jestlize by jedinou
jejich funkci byla ochrana proti letalni koncentraci antibiotik?!




Rezistence k antibiotikim a my

vice nez 60% Enterobacteriaceae z nenarusenych sladkovodnich
prostredi mélo geny rezistence k mnoha antibiotikiim

nékteré pldni bakterie mohou vyuzivat antibiotika jako jediny
zdroj C

urcité kmeny fluorescentnich pseudomonad kolonizujici
eutroficka prostredi (rhizosféra) jsou schopné potladit rust
pUdnich patogenl — produkce phenazines, phloroglucinols,
pyoluteorin, pyrrolnitrin, cyclic lipopeptides a hydrogen cyanide
koncentrace antibiotik v oligotrofnich prostredich prilis nizka
(neni letalni) — spiSe signalni nebo regulacni role

molekuly ,quorum-sensing” — iniciace souhrnu metabolickych
zmeén v komunité — diferenciace, syntéza sekundarnich metabolit(
nizkd koncentrace antibiotik — reguluje specificky soubor gen(

v cilovych bakteriich, zvysujici se koncentrace spousti stresovou
odezvu a jesté vyssi koncentrace je uz letalni



Rezistence k antibiotikim a my

alergie a astma — vysledek omezené expozice environmentalnim
antigenim v modernim svété (Strachan, 1989)

lidi vystaveni environmentalnim bakteriim syntetizujicim mnozstvi
metabolitu véetné QS molekul a antibiotik se mozna vyvinulo v
klicovy faktor nezbytny pro radny vyvoj imunitniho systému

pozitivni vliv subinhibitornich koncentraci antibiotik (snizena mortalita
a morbidita, redukované subklinické nemoci, zlepseni zdravi a vyssi
ucinnost konverze stravy u zvirat)

antibiotika mohou mit signalni funkci stimulujici horizontalni transfer
genu v mikrobidlnich ekosystémech ovliviiujici genetickou variabilitu
mikrobioty vSeobecné

nemame zadné znalosti o environmentalnich koncentracich antibiotik
nic nevime o ucinku subinhibitornich koncentraci antibiotik na archea..



Fagova terapie

- testovano na zapadeé ve 20. a 30. letech minulého stoleti

- pozdéji predevsim v byvalém Sovétském svazu



Fagova terapie vs. antibiotika

Bacteriophages Antibiotics

Very specific towards bacterial species

Phage-resistant bacteria remain susceptible to
other phages

Antibiotics target both pathogenic bacteria and normal human microbiota.
This sometimes results in dysbiosis and serious secondary infections (e.g.
yeast)

Antibiotics do not concentrate at the site of infection and are metabolized
and eliminated from the body

Multiple side effects, including intestinal disorders, allergies, and secondary
infections

There is a number of bacterial strains resistant to all known antibiotics




Fagova terapie- pokr.

Problémy:

- Antibiotika ve vétsiné pripadu ucinna a zaroven levna
— Cili malé uplatnéni pro viry

Uzké spectrum hostitele

- Bylo by potreba vice fagl k pokryti pravdépodobného
zdroje infekce

- Nékteré studie naznacuji, ze fagy je treba uzit v rannych
stadiich infekce

- Bakteriofagy rychle odstranény z krve a mohou vyprovokovat

imunitni odezvu

Jejich pouziti pro systémové infekce je problematické

Testy z let 1930-1940 ukazaly 40-80% ucinnost

Uéinnost je zavisla na pH, teploté, neutralizace fagg,

rezistenci k fagum, ...



Fagova terapie — pokr.

Problémy

- Obtiznost schvaleni jako léCiva — riziko pouziti samo se replikujici
entity schopné vyvoje/zmény

- Zatim chybi regulaéni smérnice/instrukce pro pouziti fagu
pro klinické pouziti

- Starch z VIRU



Fagova terapie — pokr.

1970s — Pakistan- pokusy sponzorované WHO s bakteriofagy (SSSR)
pro boj s cholerou

V porovnani s antibiotiky je ucinnost nizsi

Ale — fagova terapie muze selektivné snizit pocty vibrii bez ovlivnéni
ostatni intestinalni mikroflory a bez toxického vlivu na pacienta

Vhodny nastroj studia

Cisek, A. A., Dgbrowska, I., Gregorczyk, K. P., & Wyzewski, Z. (2016).
Phage Therapy in Bacterial Infections Treatment: One Hundred Years
After the Discovery of Bacteriophages. Current microbiology, 74(2), 277-283.



Fagova terapie — pokr.

In December 2001, three Georgian lumberjacks from the village of Lia were exposed toa strontium-90 source from two Soviet-era
radiothermal generators they found neartheir village. In addition to systemic effects, two of them developed severe local radiation
injuries which subsequently became infected with Staphylococcus aureus. After hospitalization in Thilisi, Georgia, the patients were
treated with various medications, including antibiotics and topical ointments; however, wound healing was only moderately successful,
and their S. aureus infection could not be eliminated. Approximately 1 month after hospitalization, treatment with PhagoBioDerm

(a wound-healing preparation consisting of a biodegradable polymer impregnated with ciprofloxacin and bacteriophages) was initiated.
Purulent drainage stopped within2—7 days. Clinical improvement was associated with rapid (7 days) elimination of the aetiologic agent,
a strain of S. aureus resistant to many antibiotics (including ciprofloxacin), but susceptible to the bacteriophages contained in the
PhagoBioDermpreparation

Figure 1 The use of PhagoBioDerm for wound healing in patient 1-DM. The pictures show (from left to right) the purulent lesion on day 23
of hospitalization, application of PhagoBioDerm on day 29 of hospitalization, and wound healing afier 23 days.

@ 2005 Blackwell Publishing Ltd « Clinical and Experimental Dermalology, 20, 23-26



Fagova terapie — pokr.

Srpen 2006 the United States Food and Drug Administration povolily

LPM-102 (smés 6 fagu) jako potravinarsky doplnék k usmrceni
Listeria monocytogenes

LPM-102 — povoleno k oSetreni masnych vyrobku k primé konzumaci

Rijen 2006 — LPM-102 povoleno k pouZiti na syry k eliminaci
Listeria monocytogenes



Par slov zaverem

Mikrobiom a zdravi

prenatalni vyvoj

zpusob porodu

vyziva béhem prvnich mésicu (kojeni...)
nasledna vyziva

Setrné pouzivani antibiotik

hygiena

zZivotni styl



Nejsme nic vyjimecného

Jsme soucasti prirody



