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ABSTRAKT

Praca sa zameriava na zistenie vplyvu vybranych typov potravin na zmeny kompozicie
¢revného mikrobiému. Zlozenie stravy hréa déleziti lohu pri kontrole ¢revnych mikrobialnych
populacii, vratane prevencie a liecbe urcitych ochoreni. S cielom vyhodnotit’ vplyv dennej
konzumadcie ovocno-zeleninového smoothie na l'udsky ¢revny mikrobiom boli porovnané
zmeny Vv ¢revnom mikrobidme na zaciatku a po 14 dioch intervencie. Experimentalnej Casti sa
zuCastnilo 10 muzov a 10 zien vo veku 35-45 rokov, ktori boli rovnomerne rozdeleni
do 2 skupin. Prva skupina ucastnikov konzumovala kombinaciu zlozenu z pomarancu, susene;j
kurkumy a zazvoru. Druha skupina konzumovala kombinaciu zlozenti z jablka, mrkvy
a citronovej stavy. Na zistenie rozdielov v ¢revnom mikrobidome bola vyuzita izoldcia DNA
zo vzoriek stolice a nasledne kvantitativna PCR metoda. Po 14-diiovej konzumacii ovocno-
zeleninového smoothie boli pozorované urcité zmeny kmeniov Firmicutes, Bacteroidetes
a rodov Lactobacillus, Bifidobacterium. Po statistickom vyhodnoteni dosiahnutych vysledkov
neboli rozdiely preukazatel'né na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).

KEUCOVE SLOVA

Crevny mikrobiom, vyZiva, kompozicia, kvantitativna PCR analyza

ABSTRACT

The master's thesis focuses on determining the influence of selected types of food on changes
in the intestinal microbiome composition. Dietary composition plays an important role in
controlling intestinal microbial populations, including the prevention and treatment of certain
diseases. In order to evaluate the effect of daily consumption of fruit-vegetable smoothie on the
human intestinal microbiome, changes in the intestinal microbiome at the beginning and after
14 days of intervention were compared. The experimental part was attended by 10 men and
10 women aged 35-45 years, who were evenly divided into 2 groups. The first group of
participants consumed a combination of orange, dried turmeric and ginger. The second group
consumed a combination of apple, carrot and lemon juice. DNA isolation from stool samples
followed by a quantitative PCR method was used to detect differences in the intestinal
microbiome. After 14 days of consumption of the fruit-vegetable smoothie, specific changes
in the phylum Firmicutes, Bacteroidetes and the genus Lactobacillus, Bifidobacterium were
observed. After statistical evaluation of the obtained results, the differences were not detectable
at a statistically significant level (p-value > 0.05).
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1 UVOD

Ludské ¢revo je domovom desiatok bilionov mikroorganizmov, vratane baktérii, virusov,
prvokov a hub, ktoré sa sthrnne nazyvaju c¢revny mikrobiom. Kmene Firmicutes
a Bacteroidetes spolu s rodmi Lactobacillus a Bifidobacterium predstavuju az 90 % celkovej
pocetnosti 'udského ¢revného mikrobiému. Vyskum ¢revného mikrobiomu sa na celom svete
rychlo roziruje a prina$a nové pohlady na ochorenia I'udi i zvierat. Crevny mikrobiom je
potenciadlnym terapeutickym nastrojom pre fyziologické poruchy, pretoze jeho zmena moze
formovat’ imunitny systém, chranit pred patogénnymi mikroorganizmami a regulovat
metabolizmus. Vzhl'adom na jeho vyznam pre zdravie je udrzanie rovnovahy zloZenia
mikrobiomu rozhodujuce, ale ovplyviiuje ju cely rad faktorov vratane veku, genetiky,
prostredia a stravovania. Jednotlivei maju navySe svoju vlastni odlisni kombinaciu
prevazujucich a deficitnych druhov baktérii. Tento interindividudlny rozdiel v zloZeni
mikrobialnej komunity mdze nakoniec prispiet’ k rozdielom v metabolizme zloziek stravy
a zdravotnom stave [1].

Zdrava vyziva formuje zloZenie crevného mikrobidému, a tym ovplyviuje interakcie hostitel-
mikrob, ako aj homeostazu a chorobné procesy. Kazda zlozka potravy moéze inak modulovat
¢revny mikrobiom, vd’aka jeho vysokej variabilite [1].

Ovocie a zelenina si ziskavaji Coraz vacSiu pozornost, kvoli svojim potencidlnym
priaznivym ucinkom, ktoré sa lisia v zavislosti od ich Strukturalnych a fyzikalno-chemickych
vlastnosti. Rastlinné zlozky st dolezitymi potravinami kazdodennej stravy a su bohaté
na vlakninu. Okrem toho sa za posledné desatrocie ukdzalo, Ze konzumadcia rastlin ma
podstatny vplyv na ¢revny mikrobiém a Ze strava bohata na rastlinnti zlozku méze vyvolat
expanziu Crevnych baktérii, ktoré su prospeSné pre l'udsku fyziologiu a celkové zdravie.
Vlastnosti rastlin podporujice zdravie presahujii ramec poskytovania zakladnych mikro-
a makrozivin a st multimodalne, pretoze tiez obsahuju fytochemikalie, ktoré funguji ako
antioxidanty, fytoestrogény a protizdpalové latky. Analyza mikrobidmu zo vzoriek stolice moze
poskytnut’ nové dokazy o porozumeni vztahu medzi prijmom ovocia, zeleniny a ¢revnym
mikrobiomom [2].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Crevny mikrobiém

Ludsky gastrointestinalny trakt obsahuje bohaté a rozmanité mikrobialne spolocenstvo, ktoré
zhromazd'uje viac ako 100 bilidbnov mikroorganizmov. Hustota bakteridlnych buniek v hrubom
¢reve bola odhadnutd na 10! az 102 na mililiter, o robi hrubé &revo jednym z najhustejsie
osidlenych mikrobialnych biotopov znamych na Zemi. Crevny mikrobiom kéduje viac ako 3
miliény génov produkujtcich tisice metabolitov, zatial’ co 'udsky gendm pozostava z priblizne
23 000 génov. Vedci sa uz roky zaujimaju o Crevny mikrobiém, ale jednym z hlavnych
problémov vo vyskume je schopnost’ kultivovat’ tieto mikroorganizmy. V poslednych rokoch
nové technoldgie umoznili vyskumnikom fylogeneticky identifikovat’ a kvantifikovat’ zlozky
¢revného mikrobiomu analyzou nukleovych kyselin (DNA a RNA) priamo extrahovanych
zo stolice. Vicsina tychto technik je zalozena na extrakcii DNA a amplifikacii 16S rRNA. 16S
rRNA sekvenovanie sa stalo najuzito¢nejSou technikou na zvyraznenie diverzity a hojnosti
mikrobiomu. Génové sekvencie 16S rRNA sa mézu vyuzit s polymerdazovou retazovou
reakciou a metagenomickym sekvenovanim na charakteriziciu mikrobidlnych kmenov.
Metagenomické sekvenovanie celej mikrobidlnej DNA v komplexnej komunite ma vyhodu
v hodnoteni genetického potencialu mikrobialnej populacie [3, 4].

2.1.1 ZloZenie ¢érevného mikrobiomu

Crevny mikrobiom sa skladd zniekolkych druhov mikroorganizmov, vratane baktérii,
kvasiniek a virusov. Taxonomicky st delené do kmenov, tried, radov, ¢el'adi, rodov a druhov.
Zastupenych je iba niekol'’ko kmenov, ktoré predstavuju viac ako 160 druhov. Dominantnymi
¢revnymi kmenmi s Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria
a Verrucomicrobia, pricom kmene Firmicutes a Bacteroidetes predstavujii 90 % c¢revného
mikrobiomu. Kmen Firmicutes sa sklada z viac ako 200 réznych rodov ako st Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium, Enterococcus a Ruminicoccus. Cudsky ¢revny mikrobiom sa meni
taxonomicky a funkéne v kazdej Casti gastrointestinalneho traktu a podliecha zmenam u toho
istého jedinca v doésledku pdrodu, veku a faktorov prostredia, ako je napriklad pouZitie
antibiotik. Tak isto sa meni aj medzi jednotlivcami, najcastejSie vplyvom indexu telesnej
hmotnosti a vonkaj$imi faktormi, ako je zivotny §tyl, cviCenie, etnicita a stravovanie [3, 4].



Tenké ¢revo

Firmicutes
Streptococcus
Lactobacillus
Coprococcus
Megasphaera
Brevibacillus
Veillonella
Gemella

Bacteroidetes
Porphyromonas
Prevotella

Actinobacteria
Atopobium

Zaludok
Firmicutes

Streptococcus
Gemella

Bacteroidetes
Porphyromonas
Prevotella

Actinobacteria
Rothia
Atopobium

Fusobacteria
Fusobacterium

Proteobacteria
Helicobacter

=

Fusobacteria
Leptotrichia
Fusobacterium

Proteobacteria
Neisseria
Haemophilus

Hrubé ¢revo

Bacteroidetes (<40%) Proteobacteria(<2%) Actinobacteria (<10%)
Bifidobacterium

Firmicutes (<50%)
Clostridium Anaerostipes Bacteroides Escherichia

Eubacterium  Faecalibacterium  Parabacteroides Enterobacter Atopobium
Ruminococcus  Lachnospira Porphyromonas Citrobacter Collinsella
Roseburia Subdoligranulum  Prevotella Desulfovibrio Adlercreutzia
Butyrivibrio Lachnospira Alistipes Bilophila Slackia
Coprococcus  Lactobacillus Eggerthella
Dorea Enterococcus Fusobacteria (<2%) Verrucomicrobia (<3%)

Blautia Streptococcus Fusobacterium Akkermansia

Obrazok 1: Hlavné bakterialne kmene a rody vyskytujuce sa v roznych Castiach
gastrointestinalneho traktu [5]

2.1.2 Funkcie ¢revného mikrobiomu

Pretoze Crevny mikrobiom kdéduje podstatne vacsi pocet génov ako jeho Tl'udsky hostitel,
vyplyva z toho, Ze je schopny vykonavat rozne metabolické funkcie, ktoré I'udia nie st schopni
vykonavat alebo st schopni robit’ iba v obmedzenom mnozstve. Crevné baktérie su schopné
produkovat’ rézne vitaminy, syntetizovat’ vSetky esencialne a neesencidlne aminokyseliny,
uskutoc¢novat’ biotransformaciu zl¢e a bojovat’ proti patogénnom [6].

Systémovy ucinok mikrobiomu je sprostredkovany mikrobidlnymi metabolitmi, ako su
mastné kyseliny s kratkym retazcom (SCFA) a plyny sirovodik, amoniak, vodik, metan, oxid
uhol'naty a oxid uhli¢ity. SCFA st produkované baktériami traviacimi vldkninu. SCFA, ktoré
obsahuju hlavne acetat, propionat a butyrat, sa vyrabaju za anaerébnych podmienok v hrubom
¢reve fermentaciou vlakniny z potravy. SCFA aktivuji receptory spojené s G proteinmi,
ktoré s pritomné na viacerych typoch buniek, vratane crevnych epitelovych buniek,
makrofadgov, dendritickych buniek a mastocytov. V dosledku toho maji SCFA viacnasobné
ucinky na hostitel'a, vratane posobenia ako zdroj energie, podpora homeostdzy glukozy
a energie, reguldcia imunitnych reakcii a zapalu, regulacia hormoénov kontrolujucich apetit,
supresia tumor supresorovych génov, regulacia centralneho a periférneho nervového
systému [7].

Butyrat je hlavnym zdrojom energie pre l'udské kolonocyty, moze indukovat’ apoptdzu
buniek rakoviny hrubého ¢reva a moze aktivovat’ crevnu glukoneogenézu, o ma priaznivy
vplyv na homeostazu glukdzy a energie. Butyrdt je nevyhnutny na to, aby epitelové bunky



konzumovali vel'ké mnozstvo kyslika prostrednictvom B-oxidacie, ¢im sa vytvara stav hypoxie,
ktory udrzuje rovnovahu kyslika v ¢reve, ¢im brani dysbioze ¢revného mikrobiomu [8].

Propionat sa prenaSa do pecene, kde reguluje glukoneogenézu a signaliziciu sytosti
prostrednictvom interakcie s érevnymi receptormi mastnych kyselin [8].

Acetat, najhojnejSia SCFA, je esencidlny metabolit pre rast d’alSich baktérii, dostava sa
do periférnych tkaniv, kde sa vyuziva v metabolizme cholesterolu a lipogenéze. Kontrolované
Studie ukazuju, ze vyssia produkcia SCFA koreluje s nizSou obezitou vyvolanou stravou a SO
znizenou inzulinovou rezistenciou [8].

2.1.2.1 Imunitny systém

Vzéajomny vztah medzi hostitel'om a mikrobidomom zahfna aj interakciu medzi mikrobiomom
a imunitnym systémom. Mukdzny povrch v traviacom trakte predstavuje hlavné rozhranie
medzi imunitnym systémom a mikroorganizmami. Schopnost’ rozlisit' komenzalne baktérie
od patogénov sa povazuje za hnaciu silu vyvoja imunity. V désledku toho si imunitny systém
a mikrobiém vyvinuli az vzajomny vzt'ah, navzdjom sa reguluju a spolupracuju na vzajomne;j
podpore. Preukézalo sa, Ze 70-80 % imunitnych buniek tela sa nachadza v creve. U l'udi sa
¢revny mikrobiom podobny dospelému formuje do jedného az dvoch rokov od narodenia.
Rozne bakterialne druhy v ¢revnom mikrobiome dokazu selektivne riadit’ imunitny systém
a vytvarat cytokiny. Bacteroides fragilis aniektoré druhy Clostridia riadia protizapalova
reakciu [9].

Crevna stena udava primarne rozhranie medzi &érevnym mikrobiémom a prostredim
hostitel’a, vytvara ¢revnu bariéru. Izoluje, ale zaroven umoznuje Ziaduce interakcie. Tvoria ju
epitelové bunky ¢reva, mikroorgaznimy na povrchu a hlien, ktory produkuji. Po imunologicke;j
stranke ju tvoria cytokiny, protilatky a antimikrobidlne latky produkované epitelovymi
a imunitnymi bunkami. Epitelové bunky rozpoznavajii mikrobidlne produkty prostrednictvom
imunitnych receptorov znamych ako receptory rozpoznavajuce vzory (PRR). Aktivacia PRR
umoziuje nastavenie epitelovej aktivity na zdklade signdlov z mikrobiému, ¢o upravuje
antimikrobialnu odpoved’ na eliminaciu patogénnych baktérii [10].

NajdolezitejSou molekulou zapojenou do interakcie imunitného systému a mikrobiéomu je
imunoglobulin A (IgA). IgA mdze vytvarat’ d’alSiu bariéru, ktora by zabranovala potencidlne
Skodlivym interakcidm s imunitnym systémom. IgA podporuje vytvorenie vyvazeného
mikrobiému regulovanim jeho zlozenia, kontrolou mikrobidlnej génovej expresie, zvySovanim
diverzity a vzajomného pdsobenia medzi mikrobiomom a hostitelom. Mikrobiom zase
ovplyvnuje jeho produkciu pomocou plazmatickych buniek [11].

2.1.2.2 Crevno-mozgovi os

Oznacuje neurologické a biochemické spojenie medzi ¢revnym nervovym systémom
a centralnym nervovym systémom. Crevny mikrobiom ma vplyv na imunitny systém, nervovy
systém, spravanie, toleranciu stresu, naladu, Gizkost’ a depresie [12].

Vedci z Alabamskej univerzity v roku 2018 nasli v mozgu l'udi baktérie kmenov Firmicutes,
Proteobacteria a Bacteroidetes, ktoré sa vyskytuju v crevach [13].

Mozog komunikuje s ¢revom dvomi odliSnymi autondmnymi vetvami nervového systému,
HPA os (hypothalamus-hypofyza-nadoblicky) a os sympatického nervového systému



a nadobliciek, ktord reguluje lymfaticky systém creva. Dolezité je pochopenie tychto
obojstrannych regulacnych mechanizmov. Prvé priznaky zhorSenej funkcie mozgu mézu byt
rozpoznatel'né aj pri traveni, naruSenou sekréciou pankreatickych enzymov, slabou aktivitou
zI¢niku, celkovym narusenim rovnovahy a funkciou criev. Komunikdcia medzi mozgom
a ¢revom moze tvorit’ tzv. za¢arovany kruh [12, 14].

Nepretrzité zapalové ochorenie alebo nerovnovéha ¢reva moze spdsobit’ zhorSenie spojeni
medzi enterocytmi na povrchu ¢reva a sposobit’ priepustnost’ Criev. Podobne narusena funkcia
mozgu alebo stresova hyperaktivita sympatického nervového systému podkopavaju funkciu
bludivého nervu. To zhorSuje funkciu imunitného systému a znizuje krvny obeh v creve, ¢o
zase zvysSuje rast Skodlivych hub a baktérii v Creve. Mozu poskodit’ povrchové tkanivo
Creva, zhors$it’ priepustnost’ Criev a vyvolat’ syndrom priepustného ¢reva. Nepretrzity zapal
systému nizSieho stupnia mdze tiez zhorSovat priepustnost’ ¢riev. To vedie k produkcii
cytokinov v Creve. Vdaka priepustnosti ¢riev st prenasSajice latky schopné preniknut’
do krvného obehu a do mozgu cez hematoencefalicka bariéru. Zapal spdsobuje priepustnost’
hematoencefalickej bariéry, ktora nasledne aktivuje mozgové bunky spojivového tkaniva, tiez
zname ako bunky mikroglie. Vysledkom je chronicky zépalovy stav mozgu, ktory zhorSuje
funkciu mozgu a méze sposobit’ uzkost’ a depresiu [14, 15].

2.2 Faktory ovplyviiujuice ¢revny mikrobiom

Existuje niekol’ko vnutornych a vonkajSich faktorov, ktoré mdézu mat vplyv na zloZenie
¢revného mikrobiomu a nakoniec ovplyvnit’ nase zdravie.

IgA hlien AMP MiRNA

N /

nesSpecifické Specifické
faktory faktory

N

A hostitelské faktory vek spoésob pérodu strava antibiotika

\E -

¢revny mikrobiom |,

/T\

B probiotika prebiotika FMT

Obrazok 2: Faktory ovplyviujice ¢revny mikrobiom a spdsoby jeho modulacie
( (A) faktory ovplyviiujuce ¢revny mikrobiom, (B) sposoby modulécie ¢revného mikrobiomu;
AMP - antimikrobialne peptidy; IgA - imunoglobulin A; miRNA - microRNA; FMT - transplantacia
fekalneho mikrobiému) [16]
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2.2.1 Nespecifické faktory

Hostitel’ si vybera svoj vlastny ¢revny mikrobiém produkovanim niekol’kych molekularnych
signalov, ktoré riadia Struktiru povrchov kolonizovanych mikrobmi, a tak ovplyviuje jeho
zlozenie. Tieto molekuly su produkované Crevnymi epitelovymi bunkami (IEC) a zahfnaju
hlien, antimikrobialne peptidy (AMP) a IgA, ktoré mdzu podporovat’ rast niektorych
mikrobialnych druhov a inhibovat’ rast inych [16].

Hlien v hrubom ¢reve udrzuje mikroby d’aleko od IEC. VonkajSia vrstva v hrubom ¢reve
obsahuje rozpustné mucinové O-glykany, ktoré poskytuju zdroj zivin a vdzbové miesto
pre ¢revny mikrobiém. Hlien a mucinové O-glykany hraju kl'dicovu rolu pre formovani
¢revného mikrobiomu apri vybere najvhodnejSicho mikrobialneho druhu pre zdravie
hostitel’a [16].

Aj ked’ v tenkom creve nie je dostatok hlienu, AMP maju ddleziti ulohu pri formovani
¢revného mikrobiomu. Crevny mikrobiom indukuje produkciu AMP Panethovymi bunkami
pomocou mechanizmu sprostredkovaného PRR. PRR su aktivované ré6znymi mikrobidlnymi
zlozkami, ako su biciky a lipopolysacharidy, v systéme ktory sa nazyva molekularny model
spojeny s mikrobom (MAMP). PRR-MAMP je vyznamny pri podpore funkcie hlienovej
bariéry a pri indukcii produkcie IgA, mucinovych glykoproteinov a AMP. AMP su vylu¢ované
pomocou IEC ako prva obranna linia tela proti narusitel'om a tieto proteiny maju Siroky ucinok,
ktory priamo ni¢i baktérie, virusy, kvasinky, huby a dokonca aj rakovinové bunky. Sekre¢ny
IgA je dominantnym izotypom protilatok v slizni¢nych sekrétoch a hra zasadnu tilohu v obrane
proti patogénnym mikroorganizmom. Dokonca aj v nepritomnosti infekcie, telo produkuje
priblizne 4 gramy IgA denne, viac ako vSetky ostatné kombinacie izotypov protilatok. Vel'ka
Cast’ z tohto IgA sa vylu€uje do ¢revného limena, kde sa viaze na povrch Specifickych baktérii
Vv ¢revnom mikrobiome [16, 17].

2.2.2 Specifické faktory

Dalsim hostitel'skym faktorom st miRNA, ¢o st malé nekodujiice RNA, ktoré maju dizku 18
az 23 nukleotidov. MiRNA sa generujt v jadre a potom sa transportuju do cytoplazmy, aby sa
dosiahlo uml¢anie génov hybridizaciou s 3 netranslatovanou oblastou cielového génu
a podporou mRNA degradédcie alebo inhibicie translacie. ZvySujuce sa dokazy ukazuju,
ze miRNA existuju extracelularne a cirkuluju v telesnych tekutindch. MiRNA st potencidlne
markery c¢revnej malignity a maju schopnost’ ovplyvnit' zloZenie Erevného mikrobiomu.
Niektoré miRNA st schopné vstapit’ do crevnych bakteridlnych buniek, regulovat’ ich rast,
génovi expresiu a tym ovplyvilovat regulaciu érevného mikrobiomu. Crevny mikrobiéom moze
byt formovany podavanim fekalnych miRNA. Mikrobialny profil prijemcu je po transplantacii
fekalnej RNA podobny profilu darcu, ¢o naznacuje liecbu chordb spojenych s ¢revnym
mikrobiomom pomocou syntetickej Specifickej miRNA [16, 18].
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2.3 Faktory ovplyviiujice homeostazu ¢revného mikrobiomu

2.3.1 Sposob porodu

Napriek moznym niektorym bakteridlnym expozicidm pred pdrodom je plod stale relativne
sterilny, az kym nenarazi na prostredie mimo svojej matky. Pérod predstavuje prilezitost
na vystavenie Sirokému spektru mikrobov v Zivotnom prostredi, vratane materského
mikrobiomu. Jednym z najdélezitejSich spustacov rozvoja imunitného systému je vystavenie
mikrobidlnym zlozkdm bezprostredne po narodeni. Prechod dietata cez pdrodny kanal
pri vaginalnom porode, a teda aj pri kontakte s vykalmi matky a vaginalnym mikrobiémom,
ovplyviiuje pri narodeni zlozenie ¢revného mikrobiému dietata. Dieta narodené vagindlne
ziskava bakterialne spolocenstva pripominajuce vaginalny a fekalny mikrobiom svojej matky.
Prvymi kolonizadtormi dojcenského ¢reva pri vagindlnom pdrode su fakultativne anaerébne
baktérie, ako su rody Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus a Enterobacter,
nasledované anaerobmi, ako su napriklad Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium. P6érod
cisarskym rezom je spojeny so zmenenou koloniziciou c¢reva dojata pri narodeni,
pravdepodobne preto, Ze dieta nie je vystavené materskému mikrobiému ako pri vaginalnom
porode. Deti narodené cisarskym rezom maji bakteridlne spolocenstva podobné tym, ktoré sa
nachddzaju na povrchu pokozky anemocni¢nom prostredi (napr. zdravotnicky personal,
nemocniéné povrchy, ini novorodenci). Crevny mikrobiém u dojéiat narodenych cisarskym
rezom je menej rozmanity, pokial’ ide o bakterialne rody, je charakterizovany nepritomnost'ou
rodov Bifidobacterium, Bacteroides a zvySenou pritomnostou Clostridium difficile. Zvysujaci
sa po¢et dokazov naznacuje, ze deti narodené cisarskym rezom maju zvysené riziko alergii a st
spojené s va¢§im rizikom vzniku obezity a cukrovky ako deti narodené vaginalne [19].

V prierezovej §tadii na vzorke 8900 ¢inskych deti vo veku 3 az 6 rokov sa 67,3 % narodilo
cisarskym rezom a ztoho 15,7 % bolo obéznych. Cisarsky porod bol vyznamne spojeny
s rizikom nadvahy a rizikom obezity u predskolskych deti [20].

Podobna $tadia na malej vzorke deti v predskolskom veku z Brazilie tiez ukazala, Ze miera
prevalencie nadvahy a obezity bola 15,6 %, respektive 12,9 %, v pripade 672 predskolskych
deti, ktoré sa narodili cisarskym rezom [21].

Niektoré stadie nepodporuju pri¢innt stvislost’ medzi cisarskym rezom a detskou obezitou.
Dolezitym faktorom v suvislosti s pérodom cisarskym rezom a detskou obezitou bola vaha
matiek pred porodom, ktoru treba v tychto $tadiach zohladnit' v budtcnosti. Dalsimi faktormi,
ktoré by mohli ovplyvnit vysledky s vzorka populacie a pohlavie diet'at’a [22, 23].

2.3.2 Dojcenska vyZziva

Dojcenskd vyziva je d’al§im dolezitym faktorom na vytvorenie bakteridlnej komunity v Creve,
pretoze materské mlieko, nie je sterilné. Cudské materské mlieko sa povazuje za zdroj
komenzalnych a potencidlnych probiotickych baktérii, ktoré ovplyviiuji vyvoj Erevného
mikrobidomu dojciat. LCudské materské mlieko obsahuje viac ako 700 druhov baktérii
a v priemere obsahuje 10° bakterialnych buniek/ml. V 'udskom mlieku prevladaju streptokoky
a stafylokoky, ktoré dominuji v koZznom mikrobiome, preto mlieko moze obsahovat’ aj niektoré
kozné baktérie. Baktérie pritomné v materskom mlieku, ako aj baktérie na matkinej pokozke,
patria medzi prvé mikroby, ktoré vstupuju do tela diet'at’a, a mohli by hrat’ délezita ulohu v jeho
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zdravi. Materské mlieko je tieZ bohatym zdrojom IgA protilatok proti roznym patogénom
a niektoré¢ dojcenské vyzivy obsahujuce probiotika priaznivo ovplyvilujii imunitny systém
dojciat a ¢revny mikrobiom. Vo vzorkach kolostra prevladaju Weissella, Leuconostoc,
Staphylococcus, Streptococcus a Lactococcus , zatial' ¢o v mlieku odobratom po 1 a 6
mesiacoch vyznamne vzrastli Veillonella, Leptotrichia a Prevotella. Stadie naznacuju,
ze prenos mikrobiomu matiek na ich deti ovplyviiuje rast a vyvoj dojciat. Mlieko od obéznych
matiek obsahuje odlisné, menej rozmanité baktérie a ma viac prozapalové vlastnosti ako mlieko
od matiek s normalnou hmotnostou. Okrem toho materské mlieko matiek, ktoré rodili
cisarskym rezom, obsahovalo baktérie odlisSné od vzoriek mlieka od matiek, ktoré rodili
vaginalnym porodom [24].

2.3.3 Genetika

Pocet Specifickych baktérii v crevnom mikrobiome je Ciastocne ovplyvneny genetickym
zloZenim hostitel’a spdsobmi, ktoré ovplyviluji metabolizmus hostitel'a a v kone¢nom désledku
mozu ovplyvnit zdravie. Clenovia rodiny maju viac podobnych mikrobiotickych komunit
ako neprepojeni jednotlivci a ¢revny mikrobiom je podobnejsi u jednovajeénych dvojéiat
ako u dvojvaje¢nych. Bakteridlna ¢el'ad” Christensenellaceae patri medzi vysoko dedi¢né
a vyskytuje sa CastejSie u 'udi s niz§im indexom telesnej hmotnosti (BMI). Navyse pri Stadii
na mysiach, kde bola tato cel'ad’ fekalne transplantovand, po 21 dnoch vazili menej, ako mysi
bez transplantacie. Nie su eSte bohuzial’ dostatocné informacie tykajiiceho sa celého gendému,

ktoré by stanovovali $pecifické gény a drahy uréujuce zloZenie ¢revného mikrobiéomu [24, 25].

2.3.4 Pohlavie

Rozdielne stravovacie reakcie zistené u Zien v porovnani s muzmi v niekol’kych Studiach, spolu
so skuto€nost’ou, Ze prevalencia niektorych imunitnych chor6ob sa 1i§i medzi pohlaviami, zvysili
zaujem o Stadium pohlavi ako nezadvislého imunomodulacného faktora v mikrobidémovych
stdiach. Zenské wdastni¢ky zaznamenali vicSie posuny v hojnosti rodu Bifidobacterium
po uziti inulinu v porovnani s muzmi. Prevalencia infekcii je vysokd u muZov, ale Zeny su
zvy€ajne nachylnej$ie na rozvoj autoimunitnych ochoreni, ako je cukrovka typu 1 alebo
reumatoidna artritida. Potencidlne faktory, ktoré mozu hrat’ dolezitu rolu v rozdieloch, zahfnaja
nielen genetiku a skuto¢nost’, Ze chromozém X obsahuje vyssi pocet génov podiel’ajucich sa
na imunite hostitel'a, ale aj rozdiely v doésledku hladin hormoénov a profilu crevného
mikrobiomu. Najmid hormonalne zmeny, ku ktorym dochadza pocas menstruaéného cyklu,
ovplyviiuji reakciu na stravu odliSnym sposobom, zatial’ ¢o puberta a menopauza su Stadia
zivota charakterizované podstatnymi hormondlnymi zmenami, ktoré modzu suvisiet
s mikrobiomom. Jednou z Zivotne dolezitych funkcii ¢revného mikrobidmu je regulacia hladin
steroidnych horménov po menopauze, najméd hladin estrogénu, pomocou B-glukuronidazy
a B-glukoziddzovych enzymov. Studie na postmenopauzalnych Zenich preukazali vyssiu
hladinu kmena Firmicutes a nizsiu hladinu Actinobacteria, Roseburia a Prevotella v porovnani
s premenopauzalnymi Zzenami. Niektoré baktérie preukdzali negativhu suvislost medzi
hladinami sexualnych hormonov, ako je Prevotella a estradiol [26].
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235 Vek

Crevny mikrobiém v prvych rokoch Zivota je pomerne dynamicky, zmeny sa menia v zavislosti
od zivotného Stylu. Kolonizacia ¢riev sa zacina pred narodenim materskym mikrobiomom,
ktory zase zavisi od stravy matky, vaginalneho zdravia a vystaveniu antibiotikam alebo liekom.
Crevny mikrobiém sa stiva stabilnejsi a podobny profilu dospelych vo veku okolo 2,5 roka.
Crevny mikrobiém zdravych dospelych Pudi sa vyznaduje vysokou stabilitou aZ do dosiahnutia
vysSieho veku, zivotného Stadia charakterizovaného poklesom bakterialnej diverzity, vysSou
hladinou prozapalovych baktérii, ako s Fusobacterium, Streptococcus, Staphylococcus,
Enterobacteria a nizSou hladinou imunoregulaénych baktérii, ako su vyrobcovia butyratu.
Zmena crevného mikrobiomu v tomto Stadiu zivota suvisi s fyziologickymi zmenami,
suvisiacimi s vekom, ako je strata imunitnej funk¢nosti, znizena pohyblivost’ Criev alebo strata
zubov [26].

2.3.6 Geografické faktory

Geografické faktory zahriaji genetické a kultarne faktory réznych populécii na celom svete
a predstavuju jeden z hlavnych faktorov zodpovednych za rozdiely v mikrobidlnej diverzite
medzi dedinskymi a mestskymi populdciami. Jednym z najddlezitejSich zisteni je nizSia
bakteridlna diverzita a strata bakteridlnych taxdnov, ktoré sa podielaji na spracovavani
vlakniny, v mestskych populaciach, vratane americkej a eurdpskej skupiny l'udi, ale aj africkych
populacii so zépadnejSim Zivotnym Stylom, ako je napriklad africkd populdcia Bantu.
Metagenomické stadie odhalili odlisny bakteridlny profil u populacie 'udi Bantu v porovnani
S populaciou lovcov a zberacom BaAka (Pygmejovia), ¢o dokazuje zmena obzivy. BaAka
konzumuju vysoké mnozstvo vlakniny a listov, ¢o pravdepodobne ovplyviiuje aj obohatenie
o fibrolytické bakterialne taxony, ako su Prevotella alebo Treponema, ktoré sa nachadzajt v ich
¢revnom mikrobiome. Na druhej strane vyssie hladiny Feacalibacterium a Lactobacillus
U populacie Bantu mdézu odrazat’” vyssiu dostupnost’ stravitelnych cukrov. Napriek tymto
rozdielom bol ¢revny mikrobidom oboch populacii podobnejsi ako mikrobiom zapadnych
obyvatel'ov [26].

Utinok stravy na érevny mikrobiém je zrejmy aj z pozorovania, Ze gény pre porfyrandzu
a agarazu su Specifické pre japonsky ¢revny mikrobiom a chybaju v zapadnej populécii. Enzym
porfyranaza rozklada polysacharid pritomny v morskych riasach zvanych nori. Mikrobiém
obyvatelov Japonska, ktori morské riasy konzumuji pravidelne, sa v priebehu vyvoja
prispoOsobil, aby dokazal vyuzit’ tento zdroj potravy. Pravdepodobne k tomu doslo pri jedeni
morskych rias spolu s baktériami, ktoré Ziju na riase. Tieto morské baktérie pri priechode
hrubym ¢revom preniesli svoj geneticky materidl na rezidentné baktérie a doslo k novej funkcie
hrubého ¢reva u Japoncov [27].

Podobnost’ v zlozeni ¢revného mikrobiomu (dominancia Bacteroidetes a Firmicutes) bola
pozorovand medzi l'ud'mi, domacim dobytkom a Simpanzmi Zijucimi na rovnakom
geografickom mieste [27].

Tradi¢na kultara Inuitov je zaloZena na love a zhromazd’ovani potravy z prostredia. Arktické
prostredie formovalo tradi¢nu inuitskl stravu, ktord zahfiia mnoho suchozemskych a morskych
cicavcov, ako je karibu, pizmon, tuleni, velryba, a tato strava sa konzumovala stovky, ak nie
tisice rokov. Méso sa ¢asto konzumuje surové, prilezitostne mrazené, suSené alebo varené.
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Konzumovali tiez niekol’ko druhov rastlin a bobul’ (Cucoriedky, Cernice, brusnice), ale vicSina
(75 %) kalorii pochadzala zo ZivociSneho tuku. S rastucim pristupom k dovazanym potravindm
v supermarketoch, populédcia Inuitov v stcasnosti zaziva prechod na zapadnejSiu stravu.
K tomuto prechodu prispieva aj globalne otepl'ovanie a zmena migracnych modelov koristi.
Nastali u nich velké zmeny zivotného S§tylu za poslednych sto rokov, posun smerom
k spracovanym potravinam z obchodov a odklon od tradi¢nych potravin, ¢o vedie k nizSiemu
prijmu mikrozivin. Tento posun by mohol mat’ vplyv na ¢revny mikrobiom Inuitov a mat
potencialne zdravotné nasledky [28, 29].

Inuiti maji jedine¢ny subor zdravotnych rizik, z ktorych mnohé moézu modulovat
mikrobiom. Pri porovnavani ¢revného mikrobiomu Inuitov a Montreal¢anov, vysledky ukazali
podobné hodnoty z hladiska zlozenia a rozmanitosti, pravdepodobne kvoli zvySujicej sa
prevalencii zdpadnej stravy na severe. Zlozenie a rozmanitost’ crevného mikrobiomu nebola
vyznamne ovplyvnend vekom, pohlavim alebo BMI, hoci Inuiti mali v priemere vysSie

BMI [28, 29].

2.3.7 Lieky

Rastlice dokazy naznacuju, Ze mnoho neantibiotickych liekov ma vplyv na ¢revny mikrobiom,
vratane lickov pouzivanych na lie¢bu cukrovky 2. typu. Metformin sa bezne pouziva na pomoc
pri kontrole hyperglykémie, zvySuje inzulinovu citlivost’ buniek, oneskoruje absorpciu glukozy
pocas travenia po jedle a ma mnoho d’alsich Gginkov. Studie zistili, Ze podavanie metforminu
meni zlozenie mikrobidému. Zmeneny ¢revny mikrobiém médze byt pri¢inou vedl'ajSicho ucinku
lieku v traviacom systéme a pravdepodobne ovplyvni antidiabeticka ucinnost’ lieku [24].

V roku 2019 vedci zistili z 271 lickov inkubovanych s ¢érevnymi mikrobmi sa
176 metabolizovalo do takej miery, ze hladina lieku klesla o viac ako 20 % [30].

Stadia z roku 2018 skiimala viac ako 1000 predavanych liekov proti 40 kmetiom I'udskych
¢revnych baktérii. Zistilo sa, ze 24 % tychto liekov mala antibiotické ucinky, hoci ziaden z nich
sa nepredaval ako antibiotikum [31].

Antibiotikd maju zdsadny vplyv na Crevny mikrobiém, jedno uZitie antibiotik mdze
ovplyvnit’ az 30 % celkového ¢revného mikrobiomu a rozhodit’ rovnovahu na 6 mesiacov az
2 roky. Avsak antibiotika st nevyhnutné na patogénne baktérie v ¢revach ako su Salmonella,
Shigella, Campylobacter, Yersinia. V zavislosti od bakterialnej rovnovahy jedinca moze uzitie
antibiotik spdsobit’ nachylnost’ na hnacky, infekciu Clostridium difficile, ale aj nadmerny rast
d’alsich skodlivych baktérii. Taktiez netreba zabudat na rezistenciu [32].

Sirokospektralne antibiotikd znizuju bakterialnu diverzitu, zvysuju pocetnost’ niektorych
baktérii, ktoré mozu byt’ pouzité oportinnymi patogénmi a zniZuju pocet prospesnych baktérii.
Pouzivanie Sirokospektralnych antibiotik, ako je klindamycin, u doj¢iat a malych deti ma
najdlhSie trvajiice G¢inky na zloZenie ¢revného mikrobiomu. V¢asna expozicia antibiotikami
u novorodencov vedie k mikrobidlnej dysbidze, ktora modze byt predispozicnym faktorom
zapalového ochorenia Criev [24].
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2.3.8 Infekcie

Crevny mikrobiom ovplyviiuje virusové a bakterialne infekcie, ale zaroveti, to plati aj naopak.
Stadia skumajuca u¢inok enteropatogénnej infekcie Citrobacter rodentium na mikrobiom
umysi, zistila, ze urCité bakteridlne skupiny v ¢reve sa menia v reakcii na infekciu
Citrobacter rodentium, vratane zniZenia relativneho mnozstva Lactobacillus. Stadia u Pudi
s Clostridium difficile a asymptomatickymi nosi¢mi zistila, ze obe skupiny mali znizent
mikrobialnu bohatost’ a diverzitu v porovnani so zdravymi jedincami. Infekcia C. difficile je
typickym dosledkom t'azkej dysbidzy v ¢revnom mikrobidome a lieci sa dlhodobym podavanim
antibiotik. Pri odolavajtcich pripadoch infekcie touto baktériou sa pristupuje k fekalnej
transplantacii. Transplantacia C¢revného mikrobiomu od zdravych darcov infikovanym
pacientom zvySuje mikrobidlnu bohatost’ a diverzitu. V stcasnosti sa klinicky uplatiuje
s vysokym percentom uspesnosti liecby [24, 33].

2.3.9 Fyzicka aktivita

Pri pohl'ade na frekvenciu cvicenia, od ziadneho po denné, existuje korelacia medzi frekvenciou
cvicenia a zvySenim vynimoc¢ne zdravého druhu Faecalibacterium prausnitzii a druhov z rodov
Oscillospira, Lachnospira a Coprococcus, ktoré vysoko podporuju zdravie [34].

V studii porovnavajucej elitnych rugbyovych hracov oproti kontrolnej skupine maju hraci
vacsiu diverzitu a vyssi vyskyt 40 roznych bakteridlnych taxénov, ako sedavd kontrolnd
skupina. Sportovci mali tieZ mensie mnozZstvo druhov Bacteroides a Lactobacillus. Pozorované
rozdiely v mikrobiome s pravdepodobne sposobené zvySenym prijmom bielkovin
u Sportovcov [35].

Zenam vo veku 18-40 rokov s BMI medzi 20-25 v roku 2016 boli analyzované rozdiely
vo fekalnom mikrobidome. Aktivna skupina bola definovana ako Uc¢ast’ na najmenej troch
hodinéch cvicenia tyzdenne. Tieto urovne mierneho cvicenia oproti sedavej kontrolnej skupine
ukdzali vyznamné zvySenie niektorych taxonov, ktoré zahfnaju bifidobaktérie a eSte vyraznejsie
zvySenie A. muciniphila, F. prausnitzii a Roseburia hominis. F. prausnitzii a R. hominis st
znami producenti butyratu, zatial' ¢o A. muciniphila sa spaja snizkym indexom telesnej
hmotnosti a so zlepSenym metabolickym zdravim [36].

ZvySenie vykonu moZe suvisiet’ s benefitmi SCFA, konkrétne butyratu. V stadii zdravych
mladych dospelych I'udi vo veku 18-35 rokov, vedci zistili vyznamnu korelaciu medzi VO2
max a fekalnym butyratom. Producenti butyratu su predovsetkym z radu Clostridiales, medzi
ktoré patria mnohé kl'ucové taxony, ako napriklad druh F. prausnitzii a rody Roseburia,
Coprococcus a Ruminococcus [37].
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2.3.10 Spanok, stres a Zivotné prostredie

Spanok sluzi k znovunastoleniu rovnovahy v nervovom systéme tela a obzvlast’ upokojujaci
ucinok na reakciu sympatickej nervovej sustavy ,,atok alebo utek®. Ak ¢lovek nemé dostatok
spanku, reakcia ,,atok alebo tutek* sa aktivuje a spusti nadmerné vylu¢ovanie kortizolu. Kortizol
kultivuje patogénne bakteridlne kmene a zabraiuje uzitocnému vstrebavaniu vsetkych zivin
Z potravy a spoOsobuje gastrointestindlne problémy. Nedostatok spanku vedie k zmendm
v zloZeni ¢revného mikrobiému a jeho diverzita podporuje zdravsi spanok. Studia z roku 2019
preukazala, Ze bohatost’ kmenov Bacteroidetes a Firmicutes pozitivne korelovala s t¢innostou
spanku, zatial' ¢o iba Bacteroidetes negativne korelovala s trvanim bdelosti behom spanku.
Tieto dva kmene sa predtym spdjali s kvalitou spanku u l'udi a existuje stale viac dokazov,
ze Clenovia tychto kmeniov mo6zu modulovat’ cirkadianny rytmus a prijem potravy, pricom
obidva tieto faktory ovplyviuju kvalitu spanku. Narusenie prirodzeného cirkadianneho rytmu
vedie k mikrobialnej dysbidze v ¢reve, ktora moéze mat’ zdravotné nasledky vratane obezity,
metabolického syndromu ¢i zapalového ochorenia ¢riev [38, 39].

Slovo stres ma nejednoznacny vyznam, pretoze sa pouziva v roznych zivotnych situdciach
a modze mat’ pozitivny alebo negativny vyznam. Stres ovplyviluje nielen mozog, ale okrem
iného aj imunitny systém a gastrointestinalny trakt prostrednictvom érevno-mozgovej osy.
Crevny mikrobiom sa podiela na celej rade stresovych stavov, vratane tuzkosti, depresie
a syndromu drazdivého creva, hoci je to do znacnej miery zaloZené na Studiach na zvieratach
alebo korelacnej analyze v populédciach pacientov. Chronicky stres spdsobuje nielen trvaly
zapal v tele, ale negativne vplyva aj na zdravie Criev, kde uvol'ilovanim horménov suvisiacich
so stresom dochadza k zmene povrchu éreva a moze viest’ K dysbioze [40].

Taktiez toxiny, zahffiajuce pesticidy, fajéenie a mnoho dalSich ovplyviuji zlozenie
a optimalnu funkciu mikrobiomu s negativnymi Uc¢inkami na zdravie cloveka. Expozicia
environmentalnych toxinov pocas perinatalneho obdobia a raného detstva moZe mat’ kriticky
vplyv na vyvoj €revného mikrobidomu a suvisiace fyziologické funkcie hostitela zavislé
od mikrobiomu, ako je napriklad vyvoj imunitného systému. Je potrebné vyhodnotit’ vplyv
dlhodobej expozicie nizkych davok environmentalnych toxinov na ¢revny mikrobiom [41].
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2.4 Vplyv stravy na ¢revny mikrobiom

Strava zohrava obrovsku ulohu pri modulacii ¢revného mikrobiému, ktory ma obrovsky vplyv
na zdravie a dizku Zivota. ZloZenie mikrobiému ovplyviiuja rozne makronutrienty a uprava
stravy, kratkodobé aj dlhodobé zmeny v strave mézu mat’ vplyv na mikrobidlne profily.
Mnozstvo, druh a rovnovaha hlavnych potravinovych makronutrientov (sacharidov, bielkovin
a tukov) ma velky vplyv na mikrobiom hrubého ¢reva. Bakterialne kmene ¢reva sa rychlo
menia pri kazdej Gprave stravy. Stidie na mysiach zistili, ¢ po zmene stravy sa moZe
mikrobiom zmenit’ cez noc. Podobné zmeny sa vyskytuju aj u I'udi, ale presny ¢asovy rozsah
nie je v sucasnosti znamy [32].

2.4.1 Bielkoviny

Bielkoviny v potrave su jednou z najdolezitejsich zivin pre zrazanie krvi, rovnovahu tekutin,
produkciu horménov a enzymov, zrak a opravu buniek. Crevny mikrobiém sa podiel'a
na metabolizme bielkovin, zohrdva déleziti ulohu vo vztahu medzi vyuZivanim Zivin
areakciou hostitel'a. Bielkoviny je mozné hydrolyzovat' protedzami a peptiddzami, aby sa
Vv ¢reve vytvorili aminokyseliny, peptidy a tripeptidy. Tieto traviace produkty su vyuzivané
ur¢itymi mikrobmi alebo absorbované do enterocytov v tenkom Creve. Je mozné, Ze vymena
aminokyselin medzi mikrobiomom a hostitelom je v oboch smeroch. Mikrobiém uéinkuje
ako nevyhnutna stcast’ recyklacie bielkovin a dusika v tenkom ¢reve. Okrem toho nestravené
aminokyseliny obvykle nie st absorbované kolonocytmi, ale fermentuji sa do mnohych
bakteridlnych metabolitov alebo kone¢nych produktov, ako su SCFA, hydrogénsiran
a amoniak. Spolocenstva ¢revného mikrobidomu su ovplyviiované zlozkami bielkovin v potrave,
konkrétne ich zdrojmi a koncentraciami v strave. Uginky bielkovin na érevnym mikrobiom boli
prvykrat popisané v roku 1977. Kultiva¢na Studia preukazala nizSie pocty Bifidobacterium
adolescentis a zvySené pocty Bacteroides a Clostridia, u subjektov konzumujucich prevazne
hovéddzie médso, v porovnani sjedincami konzumujicimi bezmdsiti stravu. Koncentracia
bielkovin v strave je navySe dolezitym faktorom pre zdravie hostitel'a. Ak bielkoviny v strave
presahuju poziadavky, moze dojst’ k naruseniu homeostazy ¢revného mikrobiomu, ¢o moze
mat’ za nasledok c¢revné poruchy, plytvanie zdrojmi dusika a znelistenie Zivotného
prostredia [42, 43].

24.1.1 Zdroje bielkovin

v v

Zdroje bielkovin maja hlavne rastlinny alebo Zivo¢isny pévod, pricom kazdy typ ma jedinecnu
straviteI'nost’ a rozne degrada¢né vzorce v zavislosti od pouzitych mikrobov. Bakteridlne rody
v hrubom creve sa podiel’aji na metabolizme bielkovin predovSetkym vratane potencidlne
patogénnych Bacteroides, Coliform a Clostridium. Inhibicia tychto potencialnych patogénov je
Casto spojend s obnovenim rovnovahy mikroekosystému, znizenim uvol'lovania enterotoxinov
a nepriaznivych mikrobidlnych metabolitov. Bielkoviny pochadzajuce z rastlin, napriklad
Z0 soje a araSidov, sa bezne pouzivaju pre l'udi a zvieratd. Maji vSak nizku stravite'nost’
dusikatych latok vd’aka antinutricnym faktorom, ako su glycin a B-konglycinin v sgji. Diéta
obohatena o 20 % araSidovych bielkovin zmenila diverzitu ¢revného mikrobiomu zvySenim
rodu Bifidobacterium a znizenim vyskytu Enterobacteria a Clotridium perfringensa
u potkanov. S6ja moze menit’ zlozenie crevného mikrobidomu so zvysenym vyskytom rodov
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Escherichia a Propionibacterium. Naopak bielkoviny v strave pochadzajice zo zvierat sa daju
l'ahko stravit’ baktériami v hrubom ¢reve s mensim vyskytom hnaciek vyvolanych vyzivou [43].

Vicsina studii uvadza pozitivnu korelaciu medzi spotrebou bielkovin a celkovou diverzitou
mikrobiomu. Konzumacia srvatkového a hrachového bielkovinového koncentratu zvySuje
pocet rodov Bifidobacterium, Lactobacillus, zatial' ¢o srvatkovy koncentrat navySe zniZuje
patogénne baktérie Bacteroides fragilis a Clostridium perfringens. Hrachovy protein zvysuje
hladiny SCFA v ¢reve. Naopak, bolo zaznamenané zvySenie poCtu anaerébnych baktérii
odolnych voci zI¢i, ako su Bacteroides, Alistipes a Bilophila, pri zvySenej spotrebe zivociSnych
bielkovin. Jedna Studia zistila, Ze subjekty so stravou s vysokym obsahom bielkovin a nizkym
obsahom sacharidov zniZzili mnozstvo Roseburia a Eubacterium rectale a zaroven znizili obsah
butyratu v stolici [42].

Pacienti so zapalovym ochorenim ¢riev (IBD) mali v stolici niz§i pocet rodu Roseburia
a inych baktérii produkujicich butyrat, ako zdravi jedinci. Zdravi jedinci maji napriek tomu
v ¢revach desatkrat hojnejsie zastipenie Eubacterium rectale. Tieto ¢revné bakterialne zmeny
mézu byt zodpovedné za vysledky stadie, Zze vysoky celkovy prijem bielkovin, najma
zivodisnych, je spojeny s Vyznamne vys$im rizikom IBD [42].

Niekol’ko mikrobidlnych rodov, ktoré su podporované prijmom cerveného mésa boli
spojené so zvySenymi hladinami trimetylamin-N-oxidu (TMAO), ktory zvysuje riziko
kardiovaskularnych chorob [42].

Fermentacia bielkovin vedie k roznorodému metabolickému profilu. Hlavna cesta
fermentacie aminokyselin v ¢reve je deaminacia, ktora vedie k produkcii SCFA a amoniaku.
Asi 30 % substratu sa prevadza na acetat, propionat, butyrat a mastné kyseliny s rozvetvenym
retazcom. Dekarboxylacia aminokyselin a peptidov vedie k tvorbe velkého mnozstva aminov.
Klostridie, bifidobaktérie a bakteroidy s spojené s produkciou aminov, moznymi prekurzormi
tvorby nitrozaminu, ktory je karcinogénny. Fermentaciou aromatickych aminokyselin vznikaji
fenoly, indoly, kresoly, ktoré st spojené s prozapalovym a karcinogénnym t¢inkom [42, 44].

2.4.2 Tuky

Crevny mikrobiém reguluje mnoho metabolickych procesov v hostitel'ovi, vratane energetickej
homeostazy, metabolizmu glukézy a lipidov. Metabolizmus lipidov zahfiia biosyntézu
a degradaciu lipidov, ako st mastné kyseliny, triglyceridy a cholesterol. VoI'né mastné kyseliny
sa vytvaraji z lipidovych prekurzorov posobenim lipdz. Mastné kyseliny moézu mat
antibakteridlnu aktivitu alebo moézu byt pouZit¢ ako metabolické substraty crevnymi
baktériami, a tym ovplyviovat profil ¢revného mikrobiomu a produkciu mikrobidlnych
metabolitov. To moze ovplyvnit’ fyzioldgiu a zdravie hostitel'a. Obezita suvisi s dysregulaciou
lipidového metabolizmu, ¢o mdze mat za nasledok abnormalne hladiny lipidov v krvi,
ektopické ukladanie lipidov a stivisiace metabolické ochorenia, ako je nealkoholické ochorenie
pecene [45].

Ukézalo sa, Ze ¢revny mikrobiom sa 1i§i medzi mySami kfmenymi stravou s vysokym alebo
nizkym obsahom tuku a medzi stravou, ktora obsahuje rovnaké mnozstvo tuku, ale z roznych
zdrojov. Porovnanie mys$i pri réznych diétach (strava s nizkym obsahom tukov a diéty
s vysokym obsahom nasytenych tukov, omega-6 PUFA alebo omega-3 PUFA) ukazalo,
ze diéty s obsahom nasytenych tukov alebo omega-6 PUFA vyvolali prirastok hmotnosti,
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ale iba nasytené tuky zvysovali inzulinovu rezistenciu, permeabilitu hrubého éreva a zapal
tukového tkaniva. U mysi kfmenych izokalorickou stravou bohatou na omega-3 PUFA sa
zvysila diverzita a hojnost” A. muciniphila. Nielen zdroje tukov s vel’kymi rozdielmi v zlozeni
lipidov, ale aj podobné zdroje tukov, mozu viest’ k rozdielnemu zloZeniu a funkcii érevného
mikrobiomu. Mechanizmy, ktorymi mastné kyseliny v strave ovplyviiuju ¢revni mikrofloru,
nie su dobre definované. Aj ked’ sa vicSina spotrebovanych mastnych kyselin vstrebava
V tenkom cCreve, menSina prejde gastrointestinalnym traktom, a preto moze priamo modulovat’
zlozenie hrubého c¢reva a ¢revného mikrobidomu. Mastné kyseliny maju Siroké spektrum
antibakterialnej aktivity, vratane lyzy a solubilizicie bakteridlnych bunkovych membran
a inhibicie produkcie ATP. Antibakteridlne posobenie mastnych kyselin ovplyviiuje dizka
uhlikového retazca, nasytenie a poloha dvojitej vizby. Vplyv mastnych kyselin na ¢revny
mikrobiom sa vSak neobmedzuje iba na antibiotické pdsobenie. Aj ked crevné anaerdby
nemoOzu produkovat’ energiu beta-oxidaciou, baktérie mézu metabolizovat’ mastné kyseliny
inymi cestami [45].

Mnozstvo tuku v strave vyvolava u l'udi zvySené cirkulujuce hladiny lipopolysacharidov
pochadzajucich z baktérii, pravdepodobne v dosledku zvySenej priepustnosti ¢reva. Strava
s vysokym obsahom tuku oproti nizkemu obsahu vldkniny, znizuje koncentraciu SCFA
v stolici, vratane butyratu a bifidobaktérii. Niekol'ko S$tudii na l'udoch drziacich stravu
s vysokym obsahom tuku preukazalo zvySené zastiipenie kmena Bacteroidetes. Strava bohata
na nasytené tuky zvysila podiel F. prausnitzii. Vplyv tuku z potravy na ¢revny mikrobiom méze
byt nepriamo sprostredkovany zI¢ovymi kyselinami. Strava s vysokym obsahom tukov navyse
vedie k zvySeniu sekrécie zl¢e a naslednému vysSiemu mnozstvu ZI€ovych kyselin v hrubom
¢reve. Hydroldzy ZI€ovych soli m6zu z primarnych zl¢ovych kyselin odstiepit’ zvysky glycinu
a taurinu a konvertovat’ ich na niekol’ko sekundarnych Zlcovych kyselin. Sekundarne Zl¢ové
kyseliny, ktoré st produkované dehydroxylaciou primarnych ZI¢ovych kyselin pomocou
mikrobiomu, st potencidlne karcinogény a podielajii sa na ochoreniach traviacej ststavy.
Mikrobialne gény kodujice produkciu sekundarnej Zlcovej kyseliny a fekalnu sekundarnu
koncentraciu ZI¢ovej kyseliny sa nenachadzali u Afroameri¢anov v porovnani s povodnymi
AfriCanmi v takom velkom mnoZstve, €o tieZ ukazuje nizSie riziko rakoviny hrubého creva
a konec¢nika [42, 46].

Pri spojeni fekalneho mikrobiomu s metabolizmom lipidov u T'udi, sa taxonémia a funkéné
profily baktérii medzi obéznymi a Stihlymi subjektmi liSili, ale vysledky roznych $tadii su
nekonzistentné, ciastoCne kvoli zlozitej povahe obezity, ale tiez preto, Ze na analyzu
mikrobiému boli pouZité rozne metddy. Mnoho Stadii skiimalo suvislost medzi ¢revnym
mikrobiomom a dyslipidémiou. Pri profilovani metagenomickych udajov od obéznych
jedincov zistili, Ze znizené celkové bohatstvo mikrobidlnych génov bolo spojené so zvySenim
celkového cholesterolu v sére a triglyceridov v sére u obéznych pacientov. Energeticky
obmedzena intervencia v strave zvysila bohatost’ mikrobialnych génov a znizila hladinu lipidov
Vv sére. Podobny vyskum ukazal vysSie triglyceridy a nizSie hladiny HDL u jedincov s nizkym
poctom mikrobiadlnych génov ako u 0sdb s vysokym poctom mikrobialnych génov [45].
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2.4.3 Sacharidy

Sacharidy su pravdepodobne najviac Studovanou zlozkou potravy pre svoju schopnost
modifikovat’ ¢revny mikrobiéom. Sacharidy st hlavnym zdrojom uhlika a energie
pre mikroorganizmy v mikrobiome. Spolo¢ne maju obrovska schopnost’ hydrolyzovat’ velké
mnozstvo tychto zivin, najma komplexnych polysacharidov. Existuje priamy dokaz, ze zmena
mnozstva alebo typu sacharidov v obdobi az Styroch tyzdilov ma vyrazny vplyv na zlozenie
mikrobiomu a jeho metabolickych produktov u dospelych. Vyskytuju sa v dvoch forméach,
stravitel'nej a nestravitel'nej. Stravitené sacharidy sa enzymaticky degraduji v tenkom creve
a zahfnaju Skroby a jednoduché cukry, ako je glukdza, fruktdza, sachardza a laktdza. Cudia
S vysokym prijmom jednoduchych cukrov vo forme ovocia mali zvySeny vyskyt bifidobaktériii
a nizky pocet bakteroidov. Suplementécia laktdzy zvySovala fekalnu koncentraciu SCFA aj ked’
sa povazuje za potencialne gastrointestinalne drazdidlo [42, 44, 46].

Na rozdiel od stravitelnych sacharidov, nestravitelné¢ sacharidy mozeme rozdelit
na fermentovatel'nu a nefermentovatel'nt vlakninu. Fermentovatel'na vladknina, ako je pektin,
B-glukédn, B-fruktan, inulin, oligosacharidy a niektoré rezistentné Skroby, su fermentované
¢revny mikrobiomom a produkuji uzito¢né latky [47].

Vplyv vysokosacharidovych diét na metabolizmus hostitel'a zavisi od glykemického indexu
a glykemickej zataze. Cim vyssi je glykemicky index a zataZ v strave, tym viac sa zvySuje
riziko metabolickych portch, ako je cukrovka 2. typu a kardiovaskularne ochorenia [47].

V §tudii porovnavajucej Crevny mikrobidom eurdpskych deti s mikrobiomom africkych
vidieckych deti v Burkina Faso mali vidiecke deti konzumujtce agrarnu stravu nizsie hladiny
Bacteroides, hojnejsie zastipenie Prevotella a Xylanibacter, vyssie mikrobialne bohatstvo,
biodiverzitu a zvySené hladiny SCFA v porovnani s mestskymi detmi v Taliansku.
Je pozoruhodné, ze v Crevnych traktoch deti z Burkina Faso sa nachadza ovela mensie
mnozstvo potencialne patogénnych baktérii, ako st Escherichia, Salmonella, Shigella
a Klebsiella, nez v Eurdpe. V neskorSich s§tadiach sa udeti v urbanizovanych oblastiach
Burkina Faso nasiel ¢revny mikrobiém prisposobeny zédpadnej strave, ¢o naznacuje, Ze rozdiely
v ¢revnom mikrobiome neboli sposobené rozdielnou rasou. Tento vzorec bol tieZ
identifikovany v inej medzikultirnej §tadii, v ktorej porovnavali ¢revny mikrobiom obyvatel'ov
Amazonie vo Venezuele, na vidieku v Malawi a metropolitnych oblastiach USA, ¢o ukazuje,
Ze strava bohata na sacharidy ma vplyv na zloZenie mikrobidému v porovnani so zdpadnou
stravou bohatou na tuky a zivocisne bielkoviny. Posledné §tudie o mechanizmoch, ktorymi
mono- a disacharidy ovplyviuji ¢revny mikrobiom, dospeli k zaveru, ze maju tendenciu
zvySovat’ pocet Bifidobacterium a znizovat' pocet Bacteroides. Strava l'udi s niekolkymi
polyolmi, vratane maltitolu, laktitolu a izomaltu, viedla k zvysenému relativnemu mnozstvu
Bifidobacterium a zniZzeniu Bacteroides. V inej §tadii malo pridanie laktéozy k potrave
za nasledok rovnaké bakterialne posuny a zaroven znizenie rodu Clostridium. Dal§i vyskum
uviedol, Ze suplementécia laktdzy tiez zvySuje fekalne koncentracie prospesnych SCFA, pritom
sa predpoklada, ze laktdza potencialne drazdi ¢revo [47].
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2.4.3.1 Vidknina

Vlaknina je neoddelitelnou sucastou zdravej vyzivy, ma preventivne aj terapeutické ucinky
pri poruchach hrubého c¢reva ainych ochoreniach, vratane kardiovaskularnych chorob,
cukrovky 2. typu, obezity aniektorych foriem rakoviny. Vyrazné posuny V bakterialnej
diverzite a produkcii mikrobialnych koneénych fermenta¢nych produktov boli preukazané
uz za 24 hodin u l'udi, ktori presli z bohatej stravy na vldkninu (> 30 g/defl) na mésovu stravu,
ktora je v podstate bez vlakniny. Prierezové stadie 'udskych populacii na celom svete ukazuju,
ze Vacsi prijem vlakniny v potrave je spojeny so zvysenou diverzitou ¢revného mikrobiomu.
Nedostato¢ny prijem vlakniny moéze prispiet’ k dysbidoze mikrobiomu, ¢o vedie k pouzitiu
¢revnych mucinov ¢revnym mikrobiémom a naslednej dysfunkcii ¢revnej bariéry. Vldknina sa
moze pouzit’ ako hlavny zdroj energie pre obligatne anaerobne baktérie, ktorych fermentacna
aktivita vedie k tvorbe SCFA, predovsetkym acetatu, propionatu a butyratu. Tieto biologicky
aktivne organické kyseliny maji znaény vplyv na rézne fyziologické procesy [46, 48].

Vldknina mé v gastrointestindlnom trakte mnozstvo ucinkov, vratane reguldcie chuti
do jedla, stimulacie intestinalnej peristaltiky, poskytovaniu energie pre bunky epitelu hrubého
¢reva, kontroly pH hrubého creva a podpory produkcie hlienu. VIdknina mé vysSiu hodnotu
nasytenia ako stravite'né komplexné sacharidy. V tenkom ¢reve moZe rozpustna vlaknina tlmit’
postprandidlne glykemické a inzulinomické reakcie, ktoré stivisia so znizenim rychlosti navratu
hladu a naslednym prijmom energie. Okrem toho, va¢§ina rozpustnej vlakniny generuje vysoko
viskdzny ¢revny obsah s gélovymi vlastnostami, ktoré mézu spomalit’ vyprazdiiovanie zaludka
a absorpciu v ¢reve. Nerozpustna vlaknina sa moze viazat’ s vodou a znizovat’ ¢revny tranzitny
¢as. Nerozpustna vldknina tiez stimuluje motilitu ¢riev a ma objemovy efekt vo vykaloch, ¢im
zmieriiuje zapchu. ZvySeny objem stolice moZze zriedit’ nebezpe¢né mikrobidlne metabolické
produkty a ul'ah¢it’ ich odstranenie z hrubého ¢reva [2].

Vldknina ma vyznamny vplyv na zloZenie a diverzitu ¢revného mikrobiomu. Spravidla su to
Clostridiaceae, Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Prevotella a Bifidobacterium spp., ktoré
sa povazuju za prospesné pre l'udské zdravie, zatial’ ¢o Escherichia coli a Enterococcus spp. st
potencialne patogény, v zavislosti od podmienok. Vldkniny z roéznych zdrojov maji
preukazatené ucinky na Crevny mikrobiom. Napriklad jablény pektin zvySil populaciu
Clostridiales a znizil po¢etnost’ Bacteroides spp. v ¢revach potkanov, zatial’ ¢o citrusovy pektin
zvySoval podetnost’ Bacteroidetes. Dalej inulin, vlaknina z brokolice, zemiakov a rezistentny
zemiakovy Skrob signifikantne zvysili mnozstvo Bacteroides, Prevotella a Porphyromonas.
Inulin a zemiakovy Skrob maja bifidogénne a butyrogénne ucinky, stbezne zvySuju
Bifidobacterium spp. a obsah butyratu. Selektivna stimulacia ¢revnych Bifidobacteria a baktérii
produkujicich butyrat prostrednictvom fermentovatelnej vlakniny st povaZzované za prospesné
pre zdravie hostitel’a [2].

Zlozky ¢revného mikrobidému maju Specializované enzymy schopné Stiepit’ glykozidové
vézby vlakniny, ¢im sa ziskaju oligosacharidy a monosacharidy. Rozklad komplexnych vldknin
(xylany, pektiny) na fermentovate'né monosacharidy vyzaduje synergicku aktivitu roznych
glykozidaz. Fermentacia vlakniny mikrobidomom hrubého ¢reva za anaerdébnych podmienok
vedie Kk produkcii SCFA. Clenovia kmenov Bacteroidetes a Firmicutes sa Specializuji
na vyuzitie komplexnych sacharidov a st hlavnymi producentmi SCFA. Tvorba SCFA
si vyzaduje ucast’ roznych bakteridlnych rodov a druhov prostrednictvom cross-feeding
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mechanizmu. Mechanizmom cross-feeding moze byt’ vyuzitie kone¢nych metabolitov z daného
mikroorganizmu inym mikroorganizmom. Napriklad Bacteroides thetaiotaomicron produkuje
propionat a acetat, ktoré pouziva Eubacterium halli na vyrobu butyratu [2].

Ovocie a zelenina st bohaté na fermetovatel'nti vlakninu s prebiotickou aktivitou. Cudské
druhy Bacteroides st schopné odburavat’ r6znu rastlinnti vlakninu a komplexné polysacharidy,
vratane pektinu a xylanov z ovocia a zeleniny. V porovnani s obilninami méa vlaknina z ovocia
a zeleniny podstatne vyssi podiel rozpustnej vldkniny, ktord vykazuje lepSiu
fermentovatel'nost, konzistenciu a chut, ako nerozpustnd vladknina. Okrem toho mdze byt
rozpustna vlaknina spojena s antioxidaénymi zluceninami (karotenoidy, polyfenoly, vitamin
C), ktoré podporuju zdravie a majui protizapalové, protinddorové a antiaterosklerdzne ucinky.
Vlaknina z ovocia a zeleniny obsahuje hlavne polysacharidy bunkovej steny, ich zlozenie
a Struktura sa medzi r6znymi rastlinnymi druhmi a tkanivami znac¢ne 1i8i. Chemicka Struktira
vlakniny je rozhodujuca pre regulaciu baktérii. Napriklad stimulaciu F. prausnitzii je mozné
dosiahnut’ skér vysoko metoxylovanymi citrusovymi pektinmi ako nizko metoxylovanymi
pektinmi [2, 49].

2.4.4 Prebiotika

Prebiotika su nestraviteI'né oligosacharidy, ktoré stimuluju rast alebo aktivitu urcitej baktérie
alebo skupiny baktérii v mikrobiome. Prebiotikd maju vel'a pozitivnych ucinkov na l'udské
zdravie prostrednictvom stimulacie prospesnych mikrobov, vratane zlepSenia imunity hostitel’a,
funkcie Crevnej bariéry asucasného znizovania potencidlne patogénnych baktérii.
Predpokladany mechanizmus ucinku prebiotik je spdsobeny prevazne nepriamymi G¢inkami.
To zahfna pdsobenie ako zdroj paliva pre selektivne kvasenie rezidentnymi zdraviu
prospeSnymi mikroorganizmami gastrointestinalneho traktu, ktoré st potrebné na ochranu proti
patogénom alebo na zlepSenie funkcie ¢revnej bariéry, organizovanie imunitnych odpovedi
a ovplyviiovanie funkcii mozgu. Medzi najznadmejSie prebiotika patria galaktooligosacharidy
(GOS), fruktooligosacharidy (FOS), inulin. Vyskytuji sa prirodzene v roznych potravinach
vratane Spargle, cesnaku, paradajok a bananov. Mozu sa tiez vyskytovat’ v materskom mlieku,
ako substrat pre Bifidobacterium. Ukazalo sa, Ze prebiotika stimuluji bifidogénne G¢inky
materského mlieka, znizuju vyskyt alergii a infekcii u dojciat do 2 rokov. Prvé preukéazatelné
ucinky konzumovanych prebiotik na ¢revny mikrobiom ¢loveka boli v roku 1995. V stadii sa
zvysil podiel Bifidobacterium v reakcii na konzumaciu 15 g denne oligofruktdzy alebo inulinu
pocas 15 dni, zatial’ ¢o populacie Bacteroides, Clostridia a Fusobacteria sa znizili v reakcii na
oligofruktozu a populacia grampozitivnych kokov sa znizila v reakcii na inulin. V inych
Stidiach zameranych hlavne na klasické prebiotikd (inulin, GOS, FOS) sa relativny vyskyt
¢revnych baktérii v kmeni Actinobacteria vyznamne zvysil po liecbe prebiotikami, k ¢omu
prispel hlavne kmen Bifidobacterium. Na turovni rodu vSetky Studie zistili zvySenie
Bifidobacterium a vécsina stadii tiez naznacila zvysSenie Lactobacillus. Populacie niektorych
¢revnych baktérii sa po uziti prebiotik znizili, pravdepodobne v dosledku kompetitivnej
inhibicie inych kolonizujicich druhov, ktoré prebiotikda prednostne fermentovali Vv Creve.
Prebiotika, ako je GOS, m6zu mat’ priamy antimikrobidlny G€¢inok tym, Ze sa drzia védzobnych
miest baktérii na povrchu enterocytov a tak blokuji adhéziu patogénnych baktérii na crevné
epitelové bunky. Konzumaciou prebiotik, ako je inulin, Sa moze zvysit pocetnost’ F. prausnitzii,
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ktora je hojnym protizapalovym ¢revnym druhom a zistil sa jej nedostatok u 'udi so zapalovym
ochorenim ¢riev [44, 50, 51].

zlepsuju imunitné funkcie
a reakcie

bifidogénny
ucinok

zlepsuju
vyrobu SCFA

Wuzvel zlepsuju
prospesné prebiotika wu
baktérie vyprazdnovanie

zlep3uju absorpciu

zlepsuju travenie izoflavénu, Ca a Mg

znizuju riziko rakoviny hrubého
¢reva a ochorenia ¢riev

Obrazok 3: Zdravotné benefity prebiotik [52]

2.45 Probiotika

Podl'a Svetovej zdravotnickej organizécie st probiotik4 definované ako ,,Zzivé mikroorganizmy,
ktoré pri podavani v primeranych mnozstvach poskytuji hostitel'ovi zdravotné vyhody*.
Viacsina probiotickych kmenov bola predstavitelmi rodov baktérii mlie¢neho kvasenia
Bifidobacterium, Lactobacillus, bezne sa v§ak pouZzivaju aj iné bakterialne a kvasinkové rody,
ako Escherichia a Saccharomyces. Probiotikd moézu pozostavat zjedného druhy alebo
z kombinacie niekol'kych druhov, bud’ ako kapsuly, prasky alebo ako sucast’ jedla. Preukazal
sa vo viacerych Stadiach ich vplyv na zlozenie a funkciu ¢revného mikrobiomu. Produkuju
antimikrobialne latky alebo metabolické zltceniny, ktoré potlacaji rast inych mikroorganizmov
alebo sutazia o receptory a vdzobné miesta s inymi Crevnymi mikrobmi na sliznici Creva.
Probiotické rody Lactobacillus zvysuju integritu ¢revnej bariéry, ¢o moze viest’ k udrziavaniu
imunitnej tolerancie, zniZenej translokacii baktérii cez c&revni sliznicu a zabraiuju
gastrointestindlnym infekciam ako je syndrom drazdivého Creva alebo zapalové ochorenie
criev. Probiotikd m6Zu navySe modulovat’ crevnll imunitu a zmenit’ citlivost’ ¢revného epitelu
a imunitnych buniek na mikroby v ¢reve. Okrem priameho ovplyvnenia zlozenia ¢revného
mikrobiomu, moéZu probiotikd tiez modulovat” globalnu metabolicki funkciu crevného
mikrobiému. Nové generacie probiotik, napriklad Bacteroides spp. a A. muciniphila, o ktorych
je zname, ze produkuji extracelularne vezikuly, moézu prispievat kich funkénosti
pri zmiernovani zapalu a posiliiovani integrity epitelu [53, 54].
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Obrazok 4: Probiotické mechanizmy v 'udskom traviacom trakte [55]

2.4.6 Polyfenoly

Polyfenoly su rastlinné sekundarne metabolity pritomné v mnohych castiach rastliny, vratane
kvetov, listov, duziny, stoniek a korefiov. Vyrabaji sa z primarnych metabolitov
a medziproduktov biosyntetickymi cestami. Polyfenoly sa delia na taniny s vysokou
molekulovou hmotnost'ou a polyfenoly s nizkou molekulovou hmotnostou. Taniny pozostavaji
z hydrolyzovateInych taninov (gallotaniny, ellagitaniny) a nehydrolyzovatel'nych
kondenzovanych taninov (proantokyanidiny). Polyfenoly s nizkou molekulovou hmotnostou
mozno rozdelit’ do niekol’kych podskupin, derivaty kyseliny fenolovej, flavonoidy, lignany,
stilbény a kurkuminy. Polyfenoly, vratane flavonoidov, moézu pdsobit’ ako antioxidanty,
pretoze vo svojich Struktirach obsahuji fenolové skupiny, ktoré poskytuju elektrony. Celkovy
prijem polyfenolov v potrave v tenkom ¢reve sa odhaduje na asi 10-15 %, preto sa velka
cast pozitych polyfenolov transportuje do hrubého creva, kde st Crevnymi baktériami
katabolizované na fenolové kyseliny. Polyfenoly maju na ¢revné baktérie ti€inky podporujlice
rast. Aj ked’ molekularne mechanizmy tychto prebiotickych u¢inkov nie st Uplne objasnené,
moZu byt Ciasto€ne spojené s ich selektivnou antimikrobidlnou aktivitou proti patogénnym
baktériam. Adhézia na crevny epitel a nasledna kolonizécia sa povazuju za dolezité kritéria,
aby probiotické baktérie uplatnili svoje fyziologické UCinky na l'udské zdravie. Jablkové
extrakty obsahujuce prokyanidin B2 a kyselinu chlorogénova zvySuji adhéziu k bunkam
¢revného epitelu in vitro. Quercetin a jeho glykozidy vykazuju najsilnejsiu aktivitu na zvySenie
bakterialnej adhézie [56].

Ovocie a zelenina patria k najbeznej$im zdrojom polyfenolov, ktoré maja in vitro rézne
fyziologické ucinky, vratane antioxidanych, imunomodula¢nych a antimikrobidlnych
ucinkov. Absorpcia polyfenolov v tenkom ¢reve je obmedzena a znaéné mnozstvo tychto
polyfenolov sa nachadza v hrubom ¢reve. Tam baktérie hrubého ¢reva metabolizuju polyfenoly
na mensie zlaCeniny, ktoré néasledne menia mnoZzstvo baktérii v ¢revnom mikrobidme.
Stravovacie intervencie s polyfenolovymi extraktmi a potravinami, vratane polyfenolov
Z dealkoholizovaného cCerveného vina, kakaovych flavanolov, quercetinu a hroznovych
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antokyanov, moduluju ¢revny mikrobiom zniZzenim hojnosti kmena Firmicutes a zvySenim
Bifidobacterium, Lactobacillus a Verrucomicrobia [49].

Kazdodenna konzumacia 400 ml ovocnej a zeleninovej stavy (kel, brokolica, jablko, citron)
pocas 3 tyzdnov viedla k zvySeniu diverzity mikrobiomu, hlavne mnozstvo Faecalibacterium.
Ucastnici uprednostiiovali stravu na zaklade mdsa amali &revné problémy ako zapcha
¢i hnacka. U dobrovol'nikov doslo na konci sledovaného obdobia k znizeniu telesnej hmotnosti
bez ohl'adu na pohlavie a k zlepSeniu ¢revnych problémov [57].

Pri 3 dnovej diéte zalozenej na konzumaécii iba ovocnych a zeleninovych Stiav, doSlo
k vyznamnému zniZeniu kmena Firmicutes a zvyseniu Bacteroidetes [49].

Vytazky z brusnic obsahujuce flavonoly, antokyany a proantokyanidiny zlepSuji
homeostazu glukozy a lipidov umysi kfmenych stravou s vysokym obsahom tukov
a sachar6zy. Iba polyméme proantokyanidiny maji tendenciu znizovat pomer
Firmicutes/Bacteroidetes a zvySovat’ relativny vyskyt A. muciniphila a Verrucomicrobia
u mysi na rovnakej diéte [56].

Fenolové extrakty ziskané z 6smich druhov bobulovin obsahujucich antokyany, flavanoly,
proantokyanidiny a ellagitaniny inhibuju mnozenie $kodlivych baktérii, ako st Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus, ale neovplyviujii rast
probiotickej baktérie Lactobacillus rhamnosus. Baktérie mlie¢neho kvasenia sa tiez mierne
znizuju posobenim ellagitaninu, zatial' ¢o sa vyrazne zvySuje rast bifidobaktérii. Kyselina
taninova z hroznovych semien a vyliskov vykazuje silné Gi¢inky podporujtice rast Lactobacillus
acidophilus [56].

Placebom kontrolovand intervencnd Studia uskutocnena na zdravych muZoch, ktori
konzumovali polyfenoly cerveného vina $tyri tyzdne, zaznamenala narast po¢tu Enterococcus,
Prevotella, Bacteroides a Bifidobacterium [58].

U zdravych dospelych l'udi konzumdacia manga bohatého na gallotanin znizila fekalny
endotoxin a zvysila fekdlne SCFA. Konzumadcia extraktu z granatového jablka pocas troch
tyzdiov znizila u obéznych jedincov plazmaticky lipopolysacharid viazuci protein, ukazovatel
metabolickej endotoxémie. Tato zmena bola spojena s modulaciou Faecalibacterium,
Odoribacter a Parvimonas. Extrakt z granatového jablka bohatého na ellagitanin moduloval
expresiu génov suvisiacich s kontrolou bunkového cyklu a apoptdzou, ktoré su pri rakovine
hrubého ¢reva dysregulované [58, 59].

2.4.6.1 Flavonoidy

Flavonoidy st bioaktivne latky, patriace do triedy polyfenolovych fytochemikalii
s antioxidacnymi a protizapalovymi vlastnostami. Ovocie, zelenina, orechy, strukoviny
a zeleny ¢aj su bohaté na flavonoidy. Profily polyfenolov a flavonoidov sa medzi jednotlivymi
potravinami znac¢ne liSia. Faktory pred zberom a po zbere (napr. genotyp rastlin, spracovanie,
skladovanie) dramaticky ovplyviiujii obsah flavonoidov v potravindch. Po konzumadcii st
flavonoidy extenzivne metabolizované ¢revnou mikroflorou a hostitel'skymi tkanivami. Tieto
metabolity st zmesi povodnych molektl anizSich fenolovych latok srdéznym stupiiom
hydroxylacie, glukuronidacie, sulfaticie a metylacie. Metabolizmus flavonoidov vykazuje
medzi jednotlivcami znacné rozdiely. Schopnost’ jedinca produkovat’ Specificky profil
metabolitu flavonoidov mé dosledky na imunitné funkcie. Flavonoidy a metabolity flavonoidov
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moézu formovat Crevny mikrobidém inhibiciou rastu roznych patogénov a zvySovanim
prospesnych rodov, ako st Bifidobacterium a Lactobacillus, ktoré mozu zlepsit' zdravie Criev
znizenim produkcie endotoxinov, zvySenim premeny primarnych na sekundarne ZzI€ové
kyseliny, udrziavanim ¢érevnej imunitnej homeostazy a podporou Vstrebavania Zzivin. Studie
vplyvu potravinovych flavonoidov uludi st pomerne zriedkavé a st zalozené hlavne
na jednotlivych druhoch flavonoidov. Potvrdzujice udaje zo §tadii u I'udi st obmedzené, ale
predbezné Studie s resveratrolom, kurkuminom, zelenym c¢ajom a cucoriedkami na liecbu
ulcer6znej kolitidy dopadli sI'ubne. Peroralny prijem quercetinu a rutinu vyznamne zvysil pocet
baktérii Eubacterium ramulus uludi. Konzumacia napoja s vysokym obsahom kakaa
s obsahom flavanolu pocas 4 tyzdilov vyznamne zvysila populaciu bifidobaktérii a laktobacilov
vo vykaloch a vyznamne znizila pocet klostridii [58, 59].

2.4.7 Vitaminy

Vitaminy su organické zluceniny, ktort sit nevyhnutné vo vel'mi malom mnoZzstve na podporu
normélnej fyziologickej funkcie. Casto plnia rézne tlohy v tele, jednou z najddlezitejsich je
uloha kofaktorov pre enzymy. Strava je primarnym zdrojom vitaminov, pretoze nase tela ich
nemoOzZu syntetizovat’ tak, aby vyhovovali naSim dennym potrebam, ale niektoré vitaminy,
najmd vitamin K a vitaminy skupiny B, st syntetizované ¢revnym mikrobiomom. Ludia
konzumuju jednotlivé alebo multivitaminové doplnky, ktoré poskytuji vel'mi vysoké davky
konkrétnych vitaminov. Nasledne mdéze minimdlna absorpcia tychto vitaminov v Erevach
modulovat’ hojnost’ a rozmanitost’ ¢revného mikrobiomu [60].

Vitamin A, vitamin rozpustnych v tukoch, bol oznaceny ako adjuvantna liecba infekénych
chor6b a mé potencidlny terapeuticky ucinok na deti s poruchou autistického spektra,
pravdepodobne zmenou c¢revného mikrobiomu. Rozmanitost ¢revného mikrobiomu sa
vyznamne liSila u deti s pretrvavajiicou hnackou, ktorych hladina vitaminu A sa vyrazne liSila.
Suplementécia vitaminom A u my$i zniZzovala umrtnost’ aj chorobnost’ spojent s infekénymi
gastrointestinalnymi ochoreniami. V pilotnej §tadii podavanie vitaminu A zlepS$ilo zdravotny
stav pravdepodobne kvoli vyznamnému zvySeniu populdcii Bacteroidetes, Bacteroidales
a zniZzeniu pomeru F/B u deti s poruchou autistického spektra. Dostato¢ny prijem vitaminu A
Vv doj¢enskom veku moze navyse ovplyvnit zdravie aj v neskorSom veku, podporovanim tvorby
zdravého mikrobidomu. Suplementidcia 50 000 IU vitaminu A u dojéiat v rannom
alebo neskorsom obdobi dojéenia zvysila pocetnost’ Bifidobacterium a Akkermansia,
ale neovplyvnila mnozstvo Proteobacteria [60].

Vitaminy skupiny B st suborom 6smich vo vode rozpustnych vitaminov nevyhnutnych pre
ro6zne metabolické procesy. Aj ked’ sa vitaminy skupiny B nachadzajii v mnohych potravinach,
I'ahko su znizované najmi alkoholom a varenim. Niektoré vitaminy B podporuju bakteridlnu
kolonizaciu, moduluji bakteridlnu virulenciu a zcastiiujii sa na patogénnych interakciach
s hostitelom. Predpoklada sa, ze vSetky Fusobacteria a viac ako 90 % Bacteroidetes st
producentmi vitaminu B12. Podobne méze byt vitamin B6 produkovany Bacteroidetes a je
vyuzivany hlavne ako kofaktor mnohych biologickych reakcii spojenych s imunitnou
odpovedou hostitel'a. Experimenty na zvieratdch a klinické $tudie na lI'udoch preukazali,
ze vitamin B6 podporuje rast Bacteroides [60].
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Vitamin C je najdolezitejSim vo vode rozpustnym antioxidantom v 'udskom tele. Na rozdiel
od inych vo vode rozpustnych vitaminov nemdéze byt vitamin C u l'udi syntetizovany, ale musi
byt ziskany z potravy absorpciou v ¢reve. Redoxny stav by mohol silne modulovat’ ¢revny
mikrobiéom. Prijem vitaminu C pozitivne koreloval s Firmicutes a negativne suvisel
s Bacteroidetes pri hodnoteni malej skupiny dospelych Pudi s cystickou fibrézou. Studia
na odstavenych prasiatkach potvrdila antioxida¢ni kapacitu vitaminu C pri zachytdvani
volnych radikalov a obnove ¢revného mikrobidomu, zvySovanim pocétu Lactobacillus,
Bifidobacterium a zniZzovanim poc¢tu E. coli [60].

Klinické Stidie zahfniajiice suplementdciu vitaminom D preukazali pozitivne zdravotné
vysledky, ktoré pomahaji 'ud'om udrziavat’ zdravie a predchddzat’ chronickym ochoreniam,
a nasledné zmeny v mikrobiome mézu byt vyznamnym mechanizmom. Vitamin D sa podiela
na procese syntézy neurotransmiterov, rovnovahe vapnika a chrdni nervové bunky svojimi
antioxida¢nymi uc¢inkami. V randomizovanej kontrolovanej $tudii, tyzdennd suplementicia
vitaminom D (50 000 IU) pocas 12 mesiacov, zvysila fekalne hladiny SCFA a hojnost’ rodov
produkujucich SCFA. Suplementacia vitaminu D3 ma taktiez pozitivny vplyv na crevny
mikrobiom u pacientov s cystickou fibrozou tym, ze zvySuje prospeSné baktérie rodu
Lactococcus a znizuje oportunne baktérie [60].

Vitamin E, ktory je zndmy pre svoje antioxida¢né uc¢inky sa bezne nachadza v mnohych
potravinarskych vyrobkoch. Chrani pred poskodenim mukozneho tkaniva chemoterapiou,
prirodné antioxidanty moézu regulovat’ zloZenie c¢revného mikrobidému zachytavanim
nadmernych volnych radikdlov a podporou bunkovych imunitnych interakcii. V stadii
uskuto¢nenej na tehotnych zenach v druhom trimestri sa ukézalo, Ze vys$si prijem vitaminu E
bol spojeny s poklesom Proteobacteria, Firmicutes a zvySenim poctu Bacteroidetes. Tento
vysledok bol viackrat preukdzany na mysich modeloch [60].

2.4.8 Mineraly a stopové prvky

Minerdly a stopové prvky st zdkladnymi mikroZivinami pre ludsky metabolizmus
a uskutociiuju aktivnu interakciu s ¢revnym mikrobiomom. V literatare je akutny nedostatok,
ktory skiima ulohu minerdlov a stopovych prvkov pri modulécii ¢revného mikrobiomu.
Suplementacia vapniku, horcika, fosforu, selénu a zinku vSak ukazala, Ze mézu existovat
nejaké malé ucinky, ktoré podporuju prospeSné crevné baktérie, medzi ktoré patria
Akkermansia, Bifidobacterium a Ruminococcus [60].

Epidemiologické udaje naznacuju, Ze vysoky prijem vapnika stvisi s nizSou prevalenciou
obezity. Vysoky prijem vapnika viedol k zmenam v ¢revnom mikrobiome v intervenénej $tudii
na zdravych l'ud’och, ktori prijimali 1000 mg denne pocas 6smich tyzdiov. Zvyseny pocet
Clostridium XVIII vo vzorkach stolice muzov nebol klasifikovany ako prospesny alebo
Skodlivy, pretoze je to nekultivovatelna baktéria. U modelu mys$i viedol zvySeny prijem
vapnika k zvySeniu poctu Bifidobacterium a pomeru Bacteroides/Prevotella [60].

Suplementacia Zeleza u dojciat s nedostatkom Zeleza moduluje Skodlivé a potencidlne
patogénne baktérie. Suplementacia jodu vedie k znizeniu hojnosti F. prausnitzii
a suplementécia selénu vedie k znizeniu hojnosti Dorea a Mucisprillum [60].
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2.49 Pridavné latky

Potravinarske pridavné latky su latky bezne pouzivané pri spracovani potravin na zvysenie
trvanlivosti, zlepSenie kvality a chuti zabalenych potravin. Pridavné latky sa tiez mézu pouzit’
ako stabilizatory, farbiva alebo plnidla a ich pritomnost’ je Casto oznaCovana pismenom E.
Vicsina potravinarskych pridavnych latok, ktoré st v stiCasnosti na trhu bola schvalena pred 50
rokmi po neprimeranych experimentoch in vitro ain vivo. Toto zastarané hodnotenie
bezpecnosti spolu so zvySenim objemu trhu s pridavnymi latkami v potravinach naznacuje
potrebu d’alSieho posudenia moznych skodlivych uc¢inkov tychto latok na I'udské zdravie, najméa
u 0sob s intestindlnymi, systémovymi poruchami alebo zvySenou ndchylnostou k patogénnym
stavom. Mnoho predklinickych §tudii v poslednej dobe dava do suvislosti zvysent a dlhodobu
konzumaciu pridavnych latok v potravinach s vyvojom a progresiou roznych foriem kolitidy,
kolorektalneho karcindmu a metabolického syndrému, ktory sa vyznacuje zvysenou adipozitou,
dysglykémiou a nizkym stupiiom ¢revného zapalu [61].

2.49.1 Umelé sladidla

Umelé sladidla st jednym z najbeZnejSie pouzZivanych potravinarskych pridavnych latok
na svete. Kvoli nizkym alebo dokonca Ziadnym kaléridm, nizkym ndkladom a schopnosti
produkovat’ vysSiu sladkost’ ako stolovy cukor sa umelé sladidla coraz viac zavadzaju
do potravin a napojov ako nahrady cukru. Medzi bezne pouzivané schvalené¢ umelé sladidla
na pouzitie v potravinach patri acesulfam draselny, aspartam, sacharin, sukral6za, cyklamat
a neotam. Konzumadcia umelych sladidiel méze znizit' rozmanitost ¢revného mikrobiomu
a zhor$it' metabolizmus glukdzy, ¢o vedie ku glukézovej intolerancii u hlodavcov. Mysi
kfmené sacharinom mali ¢revna dysbidzu so zvySenim Bacteroidetes a znizenim Lactobacillus
reuteri. U l'udi konzumacia sacharinu narusila homeostazu gluk6zy u niektorych, ale nie
u vSetkych wcastnikov. Prenatalna expozicia sukraldzou a acesulfamom draselnym zmenila
zloZenie mikrobidomu aj stvisiace metabolity mySich mlad’at, ¢o viedlo k naruSeniu ich
pecenovych detoxikacnych mechanizmov. Je vSak potrebné vykonat rozsiahle
a randomizované klinické skusky na 'ud’och, aby sa tplne objasnil vplyv umelych sladidiel
na l'udsky ¢revny mikrobiém a zdravie [42, 61, 62].

2.4.9.2 Emulgdtory

Emulgatory su povrchovo aktivne C¢inidla, ktoré sluzia ako hranica medzi dvoma
nemieSate'nymi kvapalinami, ako je olej/voda a umozZiuje ich mieSanie do stabilnych emulzii.
Mozu pomdct’ vylepsit’ textaru a chut’ jedla, zvysit' stabilitu produktu a prediZit’ trvanlivost.
Niektoré emulgatory st prirodzene pritomné v potravinach, ako je povrchovo aktivny protein
kazein a iné su syntetizované z prirodzene sa vyskytujucich zluCenin, ako je
karboxymetylceluloza (CMC) a polysorbat. V poslednych rokoch pribtudajuce stidie ukazuju,
ze potravinové emulgatory moézu pdsobit’ na Crevny mikrobiom, sposobit’ ¢revné zéapaly
a podporovat’ metabolicky syndrém [62].

Crevny mikrobiom méze fermentovat’ CMC na SCFA, ako je kyselina mlie¢na, kyselina
jantarova, kyselina mravcia ainé, ¢o moze suvisiet’ s vyvojom metabolického syndromu,
ale konkrétny vzt'ah nie je stale jasny. Jednym z mechanizmov, ako CMC spdsobuje zmeny
Vv zloZeni ¢revného mikrobidmu a schopnost’ vyvolat’ ¢revny zapal je, Ze CMC mdze priamo
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poskodit’ vrstvu hlienu, ¢o vedie k zmendm v &revnej sliznici a naslednému zapalu. Dalsim
potencialnym mechanizmom je, ze CMC indukuje zvySenie expresie bioaktivneho biCika,
¢o zase zvysuje schopnost’ baktérii preniknut’ cez hlien, a tym podporuje premnoZzenie crevnych
baktérii a meni funkéné vlastnosti ¢revného mikrobiomu [62].

Emulgatory CMC a polysorbat mézu priamo menit’ mikrobiém, zvySovat’ ich schopnost’
prenikat’ vrstvu hlienu, ovplyviiovat’ signdlne drahy bunkovej proliferacie, apoptdzy a viest
k ¢revnému zapalu a naruSeniu metabolickej homeostazy. Tieto zistenia st potvrdené
u hlodavcov a u 'udi je potrebné d’al$ie skimanie [62].

2.49.3 Konzervacné latky

Potravinarske konzervacné latky su syntetické alebo prirodné latky, ktoré¢ mozu zabranit
neziadicim zmendm potravin spdsobenych oxidaciou, aktivitou enzymov a rastom
mikroorganizmov. Syntetické potravinarske konzervanty ako su siri¢itany, benzoaty, sorbany
a dusitany, su Siroko pouzivané a vSeobecne sa povazuji za bezpecné pri konzumacii. Stale
existuju urCité nejasnosti aobavy, tykajuce sa zdravotnych ucinkov, nerozvazneho
a dlhodobého pouzivania. Celkovo by syntetické konzervanty mohli viest’ k zniZeniu ¢revnej
mikrobialnej diverzity, znizeniu Clostridiales azvySeniu Proteobacteria. V porovnani
so syntetickymi konzervantmi sposobuje prirodny konzervant nizin hlavne redukciu
grampozitivnych baktérii a mézu inhibovat’ ur¢ité patogénne baktérie v ¢revnom trakte [62].

2.4.9.4 Esencidlne oleje

Esencialne oleje su zlozité prirodné zmesi terpénov, terpenoidov, inych aromatickych
a alifatickych zloziek extrahovanych extrakciou organickymi rozpuStadlami alebo destilaciou
vodnou parou z tkaniv alebo sekrétov roznych Casti korenia a bylin. Esencialne oleje sa Casto
pouzivaji ako ochucovadla, ale tiez vykazuji Sirokospektrdlne antibakteridlne ucinky.
Pri skiimani 21 esencialnych olejov bolo zistené, Ze 18 z nich ma antimikrobialnu aktivitu proti
najmenej jednej z baktérii E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumonia, Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus. Niektoré esencialne oleje sa do potravin
pridavaji ako konzerva¢né latky alebo antioxidanty, napriklad tymianovy olej (tymol),
Skoricovy olej (cinnamaldehyd) a klin¢ekovy olej (eugenol). Zmes cinnnamaldehydu a tymolu
mala pozitivny vplyv na ¢revny mikrobiom monogastrickych zvierat, priCom sa efektivne
zamerala na Skodlivé baktérie, ako je E. coli a Salmonella, bez toho, aby ovplyvnila uzito¢né
baktérie v &reve. Dalsie oleje podporovali rast &revnych symbiotickych baktérii, ako napriklad
Bifidobacterium spp. a F. prausnitzii do istej miery a maji potencial ako adjuvantné lieky
na chemoterapiu pri rakovine hrubého ¢reva [62].

2.4.10 Alkoholické napoje

Skodlivé uginky alkoholu na zdravie si vseobecne zname. PoZivanie alkoholu suvisi
s niekol’kymi patologiami zapalového stavu, ako su ochorenia pecene, Criev a duSevné
ochorenia. Jednym z navrhovanych mechanizmov tykajicich sa prijmu alkoholu s rozvojom
zapalovych ochoreni je ¢revna dysbidza. Pre €revnu mikrofloru alkoholikov je skutocne
charakteristické bohaté zastiipenie Proteobacteria a nizka hladina Bacteroidetes v porovnani
so zdravymi jedincami. Dalsim typickym znakom u alkoholickych osob st zvysené hladiny
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plazmatického endotoxinu a prozapalovych cytokinov, ktoré odrazaju poskodenie ¢revnej
bariéry. Crevna permeabilita sprostredkovava interakcie medzi &revnym mikrobiémom
a imunitnymi bunkami podporou prozépalovych alebo protizapalovych reakcii. Alkoholici
s vysokou permeabilitou maju skutocne velké zniZenie celkového bakteridlneho objemu
a ¢el'ade Ruminococcaceae, ako aj vysSie hladiny Lachnospiraceae a Blautia v porovnani
s alkoholikmi s nizkou c¢revnou permeabilitou a zdravou kontrolnou skupinou. Skupina
alkoholikov zahfnala aktivnych ako aj abstinujucich alkoholikov (> 1 mesiac), ¢o naznacuje,
ze dysbidza je dlhodoba. Pocas abstinencie od alkoholu nastalo zvySenie rodov Lactobacillus
a Bifidobacterium, ¢o moze hrat’ dolezitti ilohu pri obnove ¢revnej permeability [26].

Vicsina stadii o konzumacii alkoholu sa uskutociiuje na l'ud’och, zatial ¢o dokazy
0 uc¢inkoch miernej konzumacie alkoholu na zdravie pochadzaju hlavne z epidemiologickych
studii. Mierna konzumécia alkoholu, nie je spojend so Skodlivymi U¢inkami na zdravie,
ale dokonca s neutralnymi alebo pozitivnymi G¢inkami na zdravie aj na ¢revny mikrobiom,
ako je to v pripade Cervené¢ho vina. V tychto pripadoch hra doleziti tlohu obsah d’al§ich
zloziek, ako napriklad polyfenoly alebo vldknina. Pivo pozostava z prebiotickej vlakniny
a obsahuje tiez bohaty profil polyfenolov (katechiny, fenolové kyseliny) a flavonoidov. Jedina
interven¢na Stadia skiimajica U¢inky piva na ¢revny mikrobidom zdravych dospelych osob
zistila, ze nealkoholické pivo zmenilo zlozenie mikrobiomu vo véc¢sej miere ako alkoholické
pivo. Najmi hladiny Bacteroidetes, Actinobacteria a niekol’kych bakterialnych rodov boli
vys§ie po uziti nealkoholického piva. Cervené vino je najviac obohatené o velké mnoZstvo
polyfenolov a je najStudovanejSim alkoholickym ndpojom u zdravych dospelych osob.
Observacna Studia s jednou ddvkou vodky neodhalila ziadne zmeny v hlavnych analyzovanych
bakteridlnych skupinadch, ani v indexoch diverzity nameranych 4 hodiny po konzumdcii,
¢o naznacuje, Ze jedna davka etanolu nie je dostato¢na na zmenu ¢revného mikrobiému [26].

2.5 Typy stravovania a ich vplyv na mikrobiém

2.5.1 Prerusované hladovanie

Prerusované hladovanie je spdsob stravovania, ktory strieda obdobia pdstu a jedenia. Tento
stravovaci navyk neurcCuje to, ktoré potraviny by sa mali jest’, ale kedy by sa mali. Bezné
spOsoby preruSovaného hladovania zahfnaju 16 az 20 hodinové posty a 4 aZ 8 hodinové okna
na jedenie. Je podstatné pocas postovania neprijimat’ Ziadne kalorie, povolené je len pit’ vodu,
¢iernu kavu alebo ¢ierny ¢aj. Z pohl'adu l'udskej evolucie sa I'udia vyvinuli, aby boli schopni
fungovat bez jedla dlhsi cas.

Pri poste v tele nastavaju procesy na bunkovej a molekularnej Grovni, kedy telo upravuje
hladiny horménov, bunky iniciuji doblezité opravné procesy a menia expresiu génov.
Hladovanie podporuje protizapalové cytokiny a bunkovu autofagiu, ktora podnecuje hojenie.
Hladiny l'udského rastového hormonu sa zvySujl az 5 nasobne, citlivost’ na inzulin sa zvySuje
a hladiny inzulinu dramaticky klesaji, ¢o mdze zabezpeCit' znizenie nadvahy a ochranu
pred cukrovkou 2. typu [63, 64, 65].

Post chrani ¢revo pred negativnymi G¢inkami stresu, ako je napriklad zapal. Post aktivuje
cAMP, ktory d’alej aktivuje gény, ktoré podporuju integritu a silu ¢revného epitelu. Kognitivne
prinosy postu zlepSuju naladu, odolnost’ voci stresu a ta chrani pred syndromom priepustného
Creva [66].
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Stadie na T'ud’och su vagsinou vykonavané pri ramadanskom poste, ktory trva od svitania
do zapadu slnka priblizne 12 hodin. Metaanalyza metabolického zdravia a biomarkerov ukazala
ur€ity prinos v hladinach LDL cholesterolu a gluk6zy nala¢no [67].

V stadii, ktora sledovala priamo spojenie ramadanskeho postu a vplyvu na mikrobiom,
naznacuje zvySené mnozstvo A. muciniphilia (faktor metabolického zdravia) na konci
ramadéanskeho pdstu (priblizne mesiac). Mnohé dalSie Studie preukazuju spétny ucinok
po navrate na obvyklu stravu, preto su potrebné dlhodobé¢ studie o mikrobidome a jeho zlepSenia
V populacii. Ramadansky post nie je vhodny na S$tudiu o vplyvu poOstovania na mikrobiom,
pretoze nie je vhodnym stravovacim navykom, kvoli cirkadiannemu rytmu [68].

V nedavnej $tadii na zdravych, mladych muzoch aplikovali prerusované hladovanie s 16
hodinovym postom po dobu 25 dni. Pdstovanie zvySilo diverzitu a bohatost’ ¢revného
mikrobidému na réznych urovniach. Aktivacia SIRT1 (sirtuin 1) a zvySena hladina HDL
cholesterolu pozitivne korelovali so zvySenim mikrobidlnej diverzity. Vysledky uvadzaji
aj zvySeny pocet baktérii Bacteroidia a Bacteroidetes, ktoré na zvieracich modeloch boli
priamo spojené s ubytkom hmotnosti. Nizke zastipenie kmena Bacteriodetes zvysilo rozvoj
zapalovych stavov vratane obezity, aterosklerdzy, neurodegenerativnych chordb a cukrovky.
Crevny mikrobiom ma cirkadianny rytmus a poméaha fungovat’ aj hostitel'skému cirkadiannemu
rytmu. V tomto smere bola ndjdend vyznamna pozitivna korelacia BMALI1 (transkripény
aktivatorovy protein, ktory tvori jadrovi zlozku cirkadiannych hodin) s Prevotella
a Bacteroidia, SIRT1 s Prevotellaceae, Bacteroidia a Dialisster. Na zaklade tejto Studie by
mohlo byt prerusované hladovanie bezpeénym lieCebnym prostriedkom na prevenciu
metabolickych chordb suvisiacich s dyslipidémiou a zvySenou funkciou pecene, zatial ¢o
reguluje cirkadianny rytmus spojeny s modulaciou ¢revného mikrobiomu [69].

2.5.2 Ketogénna strava

Ketogénna strava je nizkosacharidova strava s vysokym obsahom tuku a relativne zvySenym
podielom bielkovin. Ketogénna strava nebola vyvinuta ako prostriedok na chudnutie, ale v roku
1921 ju Russel Wilder zacal vyuZivat’ na liecbu epilepsie. Stravovanie pozostava zo 60-80 %
tukov, 20-30 % bielkovin a <10 % sacharidov. Vzhl'adom k jej popularite sa dnes vyuziva
na dosiahnutie roznych cielov od chudnutia az po lie¢bu neurologickych ochoreni [70].

Radikalnym znizenim prijmu sacharidov (zvycajne <50 g/deni) po niekol’kych dioch sa
zasoby glukézy stavaji nedostatoénymi pre oxidaciu tukov dodavanim oxalacetatu
v Krebsovom cykle, ale aj pre dodavanie glukézy do centralneho nervového systému (CNS).
CNS nemdze pouzivat vol'né mastné kyseliny ako zdroj vyZivy, pretoZe nie su schopné prejst’
cez hemoencefalickll bariéru apo 3 az 4 dioch je nuteny ndjst’ alternativny zdroj
energie, ktorym su ketony. Ketonové latky (aceton, acetoacetat, B-hydroxybutyrat) sa vyrabaja
vV peceni rozkladom tukov. Ketéza je fyziologicky mechanizmus, pri ktorom dosahuje
ketonémia maximalne hladiny 7-8 mmol/l (nejde vysSie, pretoze CNS ketony efektivne
vyuziva) a nedochadza k znizeniu pH krvi [71].

O vplyve ketogénnej stravy na ¢revny mikrobiom sa vie zatial’ vel'mi malo. V §tadii z roku
2018 sktimali suvislost’ ¢revného mikrobiomu a zachvatom u mysi. Zistilo sa, ze mysi
do styroch dni od zaciatku vyzivy mali vyznamné zmeny v ¢revnej bakterialnej taxondmii.
Baktérie A. muciniphila a Parabacteriodes sp. boli vyznamne zvySené, ¢o viedlo k znizenej
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produkecii y-glutamyl transpeptidazy ¢revnym mikrobidémom. Tento enzym katalyzuje prenos
funk¢énych skupin y-glutamylu z molekul ako je glutation na akceptor, ktorym moze byt
aminokyselina tvoriaca glutamat. V d’alSej $tadii na mysSiach doSlo k zniZeniu celkovej
diverzity mikrobiomu v dosledku nedostatok sacharidov v strave, ale mali niZ$ie riziko vzniku
Alzheimerovej choroby, vdaka zvySeniu A. muciniphila a Lactobacillus. Taktiez boli
zredukované prozapalové mikroby, ako su Desulfovibrio a Turicibacter. Pri studii vplyvu
na mikrobiom u autistickych mysi dospeli znova k zniZzeniu celkovej diverzity baktérii
a zlepSeniu pomeru Firmicutes ku Bacteroidetes. Znizeny pomer je bezny pri poruchach
autistického spektra a jeho zlepsenie dokazalo zosilnit’ behavioralne symptomy [72, 73].

Pri roztrasenej sklerdéze bolo opisané spojenie medzi mikrobiomom a ketogénnou stravou.
Spolo¢nym atribiitom sklerdzy je poskodenie a postihnutie ,,bio-fermenta¢nej funkcie hrubého
¢reva®“. Fermentacny proces, ktory umoziluje produkciu prospeSnych vedlajSich produktov
ako SFCA, je naruseny, takze dysbiotické baktérie hrubého ¢reva fermentujii potraviny
na nebezpecné zluceniny ovplyviiujuce organizmus. Ketogénna strava u pacientov Uplne
obnovila mikrobidlnu biofermentativnu hmotu a normalizovala koncentraciu mikrobiomu
v hrubom ¢reve [72].

Stadia zamerana na deti s epilepsiou, preukéazala u pacientov s epilepsiou pred zadatim
liecby nerovnovahu c¢revného mikrobiomu. Autori zistili vysSie mnozstvo patogénnych
proteobaktérii (Escherichia, Salmonella a Vibrio), ktoré sa vyznamne znizili po liecbe
ketogénnou stravou a zvySenim Bacterioidetes u zdravych jedincov aj u pacientov. Bacteroides
Spp. je tzko spojeny s travenim a metabolizmom Zivin s vysokym obsahom tuku a regulaciou
sekrécie interleukinov 6-17 v dendritickych bunkach, ¢o suvisi so zdchvatmi u epileptickych
pacientov. Ketogénna strava by mohla tieto priznaky zmiernit zmenami Vv diverzite
mikrobiomu [72, 73].

2.5.3 Veganska strava

Veganska strava sa V poslednych rokoch stava velmi popularnou uludi z etickych,
environmentalnych alebo zdravotnych dovodov. Veganska strava je zalozend vylucne
na rastlinnych potravinach, ¢o zvySuje riziko nedostatku niektorych zivin. Naopak ich strava je
bohata na vlakninu, polyfenoly, antioxidanty ainé mikronutrienty obsiahnuté v rastlinnej
strave. Vegani sa vyhybaju konzumécii akychkol'vek zivociSnych potravin, ako aj potravin
obsahujucich zlozky pochadzajlice zo zvierat (vCelie produkty, srvatka, zivoc¢iSny vitamin D3
ainé). Ak je spravne nastavend, vratane mineralov a vitaminov, méze viest' k zdravotnym
benefitom, ako je niz$i index telesnej hmotnosti hladiny cukru v krvi, riziko vysokého krvného
tlaku, riziko zlej funkcie obli¢iek a mnoho d’alsich [74, 75].

Stadie na vplyv mikrobiomu zvy&ajne porovnavaju rozdiely medzi veganskou, lakto-0vo-
vegetarianskou a vSezravou stravou. V roku 1987 najskor porovnavali vegansku stravu s lakto-
ovo-vegetarianskou a zmieSanou zapadnou stravou po dobu 20 dni u 12 muzov. Zistili,
ze fekalne laktobacily a enterokoky boli najnizSie vo veganske;j strave a koncentracie fekalnych
zlcovych kyselin boli tieZ nizke vo veganskej a lakto-ovo-vegetarianskej strave. Toto bola prva
Stadia, ktora preukazala odlisné zlozenie fekalnej flory vo veganskej strave [76].

V roku 2012 bola uskutoCnend rozsiahla Stidia, ktord zahfiiala 144 vegetarianov, 105
veganov a 249 vsezravcov ako kontrolu. Mikrobidlne pocty Bacteroides, Bifidobacterium,
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E. coli a Enterobacteriaceae boli vyznamne nizSie vo veganskej skupine ako u vSeZravcov.
Stadia d’alej naznagila, Ze vegani konzumuji viac sacharidov a vldkniny ako viezravci. PH
stolice bolo nizsie u veganov (pH =6,3+0,8) ako u vSezravcov (pH =6,9 +0,8). Kyslé
prostredie d’alej nebolo vhodné pre rast E. coli a Enterobacteriacea. To méze vysvetlovat,
preco je pocet baktérii E. coli a Enterobacteriacea nizky u veganov. Mnoho d’alSich $tudii sa
zameralo ¢revné mikrobidlne profily s pouzitim molekularnych technik, taktiez zaznamenali
rozdiely v pomeroch baktérii u veganov a vsezravcov, ¢o dokazuje vplyv na ¢revny mikrobiom
a jeho zmenu [76].

Rastlinnd strava sa javi ako prospesna pre l'udské zdravie tym, ze podporuje rozvoj
rozmanitejSieho ¢revného mikrobiomu alebo dokonca distribuciu réznych druhov. Zistila sa
pozitivna suvislost medzi alfa-diverzitou alebo miestnym mikrobidlny bohatstvom
pri dlhodobom prijme ovocia a zeleniny. Na zaklade vyskumu Martineza a kol. zabezpecilo
pridanie celozrnného ja¢meiia a hnedej ryZe zvySenie diverzity mikrobiomu. Vegani
a vegetariani maji vyznamne vysSie poéty urcitych Bacteroidetes v porovnani s vSezravcami.
Vlaknina najéastejsSie zvysuje baktérie mliecneho kvasenia, ako napr. Ruminococcus, E. rectale,
Roseburia a znizuje Clostridium a Enterococcus. Kratkodoby diétny zasah so zvySenym
prijmom vlakniny mal za nasledok mierne, ale signifikatné zniZenie diverzity. Vedci naznacuju,
ze toto znizenie by mohlo byt vysledkom rychlej zmeny stravovania, ktord mala za nasledok
docasné narusenie zloZenia mikrobiému. Polyfenoly, vyskytujuce sa v rastlinnej strave, zvySuju
rody Bifidobacterium a Lactobacillus, ktoré poskytuju antipatogénne a protizapalové
ucinky [77].

Stadia so Siestimi obéznymi Pud’mi s cukrovkou 2. typu a/alebo hypertenziou na veganskej
strave po dobu 1 mesiaca zaznamenala v ¢revnom mikrobiome zniZzeny pomer Firmicutes
ku Bacteroidetes. To naznaCuje, ze veganska strava vedie k znizeniu pathobiontov
(zanormalnych okolnosti neSkodny mikroorganizmus, ale pri dysbiéze méze podporovat
rozvoj zapalovych alebo inych ochoreni) ako je Enterobacteriaceae. Sposobilo to zniZenie
zapalového markeru, fekalneho lipokalinu-2, ktory stvisi stoleranciou glukdzy
a metabolizmom lipidov [77].

Veganska strava znizuje riziko kardiovaskuldrnych chorob ovplyviiovanim ¢Erevného
mikrobiomu. Mechanizmus spociva v tom, Ze metabolizmus ¢revného mikrobiomu premiena
L-karnitin, ktory je bohato zastiipeny v ¢ervenom mése, na TMAO. TMAO jeden z metabolitov
lipidového fosfatidylcholinu podporuje aterosklerézu. U veganov a vegetarianov boli
zaznamenané vyznamne nizsie hladiny TMAO. Dalsia analyza vzoriek stolice ukazala niektoré
rozdiely bakterialnych druhov u vSezravcov v porovnani s veganmi, ktoré suviseli s hladinami
TMAO v plazme a s tym spojené riziko aterosklerdzy [76].

Vyskum zahfnajaci 53 pacientov s reumatoidnou artritidou zaznamenal vyznamné zmeny
mikrobiomu pri prechode na vegansku stravu po dobu jedného roka. Mikrobiéom sa u pacientov
svysokym anizkym zlepSenim odliSovala, Go naznaluje vplyv ochorenia. Dalsia
randomizovana S§tudia pouzivajuca nevarenu vegansku stravu potvrdila znizent aktivitu
ochorenia a zmeny v mikrobiéme v skupine s veganskou stravou [76].

Stcasné Stidie maji  urCité obmedzenia, pretoze chybaju udaje o mikrobidme
po pokracovani alebo ukonceni veganskej stravy. Zlozenie mikrobiomu sa moze zmenit
po kratkodobej strave, ale s dlhodobou stravou su spojené aj iné enterotypové druhy [76].
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254 Paleo strava

Paleo strava je navrhnutd tak, aby pripominala to, ¢o pred tisickami rokov jedli nasi predkovia
lovci a zberaci. Aj ked nie je mozné presne vediet, ¢o I'udski predkovia jedli v roznych Castiach
sveta, vedci sa domnievaju, Ze ich strava pozostdvala z potravin v prirodnom stave
(nespracované). Paleo strava zahfiia obmedzenie akychkol'vek potravin, ktoré neboli vtedy
dostupné, vratane spracovanych potravin, zfn, strukovin, mlie¢nych vyrobkov, umelych
sladidiel a pridaného cukru. Namiesto toho sa odporti¢a jest méso, ryby, vajcia, ovocie,
zelenina, orechy, semena, bylinky a korenie. DodrZiavanim tejto stravy a fyzického aktivneho
zivota mali lovci a zberaci pravdepodobne ovela nizSie choroby z nezdravého Zivotného stylu,
ako je obezita, cukrovka a srdcové ochorenia. Viaceré $tudie naznauju, Ze tato strava moze
viest’ k vyraznému znizeniu hmotnosti, celkového a LDL cholesterolu, hladiny cukru v krvi
a zlepSenie citlivosti na inzulin [78, 79].

Analyza fekdlnych metabolémov lovcov-zberaCcov Hadza z Tanzénie, ktord by mala
odzrkadl'ovat’ nas stary ¢revny mikrobiom pred zahrnutim lepku, ukazala hlavné rozdiely
Vv mikrobidlnom zloZeni a ¢revnych metabolitov v porovnani s Talianmi zijucimi v mestach.
V obdobi dazd’ov sa odobrali vzorky stolice ¢lenov Hadza, kedy je dominantna rastlinnd strava
(hl'uzy, baobab, med) a méso zo zveriny je zriedkavé. VacSina hl'iz obsahuje vysoky obsah
vody a nestravitel'nej vlakniny, ktora sa pocas Zuvania vypliva. Hadza strava je obohatena
0 monosacharidy, $krob, bielkoviny a s nizkym obsahom tuku. Crevny mikrobiém z Hadzy
vykazoval vys$Siu mikrobialnu diverzitu a bohatost v porovnani s talianskou kontrolnou
skupinou. U Hadzy dominuju kmene Firmicutes (72 %), Bacteroidetes (17 %), Proteobacteria
(6 %) a Spirochaetes (3 %). Najméa vysoké podiely Proteobacteria a Spirochaetes sa vyrazne
lisia od vel'mi nizkych hladin v talianskej kontrolnej skupine. Rod Prevotella a Treponema
maju schopnost’ degradacie xylanu a kmene Firmicutes tiez obsahuju niekol'ko druhov
degradujucich vlakninu [80].

V prierezovej §tadii na Austral¢anoch, zaznamenali pri dodrZiavani dlhodobej paleoliticke;j
stravy vyrazne vysSie koncentracie TMAO v sére, ale iba utych, ktori striktne stravu
dodrziavali. V mikrobiéme bol vyssi vyskyt producenta trimetylaminu Clostridium hathewayi,
ktory patri do rodu Hungatella [81].

Moderna paleoliticka strava v porovnani so stredomorskou stravou v Taliansku, napriek
silnému geografickému uc¢inku na Strukturu ¢revného mikrobiomu ukézala vysoky stupen
diverzity, ktory sa pribliZzuje tradi¢nym populaciam. Mikrobiém jednotlivcov vykazoval urcité
zvlastnosti, vratane vysokého relativneho mnozstva zI¢ tolerujucich mikroorganizmov [82].
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2.5.5 Stredomorska strava

Stredomorska strava je zaloZzené na tradicnych potravinach, ktoré I'udia pouzivali v krajinach
ako Taliansko a Grécko uz v roku 1960. Jej popularita je vo viacerych krajinach, vzhladom
na flexibilnost’, zdravotné vyhody a ma dlhoro¢nt povest’ jedného z najzdravsich stravovacich
navykov. Zakladom stravovacej pyramidy je ovocie, zelenina, celozrnné obilniny, ryby,
strukoviny, zemiaky, orechy a semien. Hlavnym pouzivanym tukom je extra panensky olivovy
olej a l'udia tieZ konzumuju mierne mnozstva ¢erveného vina, hydiny, mliecnych vyrobkov
avajec. Vel'mi nizky maji obsah Cerveného misa, nasytenych tukov a pridaného cukru.
Viaceré §tadie naznacujt, Zze znizuje riziko kardiovaskularnych chordb, zapal, hladiny cukru
v Krvi, riziko cukrovky 2. typu a pomaha pri chudnuti. Bohuzial’ neexistuje Ziadny spravny
sposob, ako sledovat’ stredomorsku stravu, pretoze okolo Stredozemného mora je vel'a krajin
a l'udia v roznych oblastiach mo6zu jest’ rozne potraviny [83].

Zlozky stredomorskej stravy uzko interaguju s ¢revnym mikrobidmom v mechanizmoch
ako je prospesna modulacia ¢revného mikrobiomu, znizena metabolicka endotoxémia (znizena
expresia ¢revnych proteinov a zvySena permeabilita bariéry) potlacenim rastu gramnegativnych
baktérii a zlepSenie integrity ¢revnej bariéry a sekrécie hlienu. LCudia na tejto strave maju nizsie
hladiny TMAO, ktoré¢ je produkované crevnymi baktériami zcholinu a L-karnitinu,
nachadzajuce sa prevazne v cervenom mdse, vajciach, syre. VA¢si prijem vlakniny podporuje
¢revnu moduléciu, takisto aj rastlinnd strava zvySuje diverzitu a bohatost’ mikrobiomu. Jedinci
S prevazne rastlinnou stredomorskou stravou mali zvySené hladiny SCFA, Prevotelly
a niektorymi Firmicutes degradujucimi vlakninu [84].

U T'udi, ktori konzumovali menej Zivo¢iSnych bielkovin a mali vysSie skore stredomorskej
stravy, sa zistila vy$$ia pritomnost’ Bacteroidetes a niz§i pomer Firmicutes ku Bacteroidetes.
Vysoky pomer suvisi s cukrovkou 2. typu, obezitou a syndrom drazdivého ¢reva. LCudia, ktori
menej dodrziavali stravu, mali vyssie hladiny Streptococcaceae, najmé baktérii rodu
Streptococcus [85].

Najnovsia $tadia publikovana v zurnale BMJ profilovala ¢revny mikrobiém u 612 jedincov
v piatich eurdpskych krajinach (Anglicko, Franctuzsko, Holandsko, Taliansko, Pol'sko)
pred a po podani 12 mesacnej stredomorskej stravy star$im osobam vo veku 65-79 rokov.
Dodrziavanie strava bolo spojené do Specifickymi zmenami mikrobidému. Analyza
mikrobialnych metabolitov ukdzala, Ze zmena mikrobiomu modulovaného stravou bola spojena
so zvySenim produkcie SCFA, niz$ou produkciou sekundarnych zI¢ovych kyselin, p-krezolov,
etanolu a oxidu uhli¢itého [86].

2.5.6 Bezlepkova strava

Celiakia je autoimunitné ochorenie, pri ktorom lepok vyvolava ¢revné zapaly. V 60. rokoch
bola bezlepkova strava uznana ako potencialna lie¢ba obnovujuca normalnu ¢revnu sliznicu
u pacientov s celiakiou. Pri Studovani crevného mikrobiomu zdravych jedincov, ktori
dodrziavali bezlepkovu stravu pocas jedného mesiaca, bol preukazany pokles Bifidobacterium,
Clostridium lituseburense a F. prausnitzii a zvysenie poctu Enterobacteriaceae aE. coli.
Dalsia $tudia na zdravych jedincoch po dodrziavani bezlepkovej stravy po¢as jedného mesiaca,
takisto preukazala zniZenie Bifidobacterium, B. longum, Lactobacillus a zvysenie poctu
Enterobacteriaceae a E. coli. Aj ked’ vicsina tychto studii méa vyznamné obmedzenia, vratane
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malej velkosti vzorky, pokles prospeSnych baktérii je preukdzany, co vedie k zniZeniu
produkcie SCFA aich priaznivych metabolickych a imunitnych ucinkov na hostitel’a.
Dlhodoba bezlepkova strava by mohla predstavovat premennt, ktora by mala byt brana
do avahy u lieCenych pacientov s celiakiou, kvoli moznym ucinkom na zdravie Criev
a zlepSeniu symptomov celiakie. AvSak narast Skodlivych druhov, ako st Enterococcus,
Staphylococcus, Salmonella, Shigella demonstrovali vo viacerych §tadiach, ktoré by mohli
ovplyvnit’ mikrobidlne profily a dlhodobt homeostazu ¢revnej sliznice zdravych osob [87].

2.5.7 Strava s nizkym obsahom FODMAP

Termin FODMAP je oznacenie skupiny vysoko fermentovatel'nych, ale slabo absorbovanych
sacharidov a polyolov. V poslednych rokoch sa tato alternativna strava zviditel'nila u lekarov,
najmi pre jej pouzitie ako moznosti lieCby pri IBD a IBS. Obmedzenie FODMAP v strave
¢loveka pomaha zmiernit' priznaky (naduvanie, bolesti brucha, hnacky) u pacientov s IBS,
avSak pri IBD neboli hlasené Ziadne u¢inky na zapaly. U pacientov s IBS na strave s nizkym
obsahom FODMAP boli preukazané podobné koncentracie SCFA so znizenim celkového
mnozstva baktérii na 47 % Vv porovnani s obvyklou stravou. Niekolko §tudii ukazalo pokles
Clostridium, Propionibacteriaceae, Bifidobacterium azvySenie pomeru Firmicutes
ku Bacteroidetes v strave s nizkym obsahom FODMAP v porovnani s kontrolnou skupinou.
Diéta snizkym obsahom FODMAP by skuto€ne mohla viest' k znizeniu potencidlnych
prebiotik (FOS a GOS), ¢o by viedlo k zniZeniu prospesnych baktérii a fermenta¢nych t¢inkov.
Integracia strava S nizkym obsahom FODMAP s probiotikami pdsobi proti nerovnovahe
¢revného mikrobidému a najma obnovuje hladiny Bifidobacterium. Kazdé probiotikum moéze
mat’ odlisné vlastnosti, vratane variabilnych G¢inkov na cytokiny a hostitel'ski mikrofléru.
St potrebné vicsie Studie, aby sa lepSie pochopil potencidlny prinos doplnkov probiotik
a dlhodobych tucinkov stravy snizkym obsahom FODMAP na zloZenie c¢revného
mikrobiomu [87].

2.6 Metody analyzy ¢revného mikrobiomu

V poslednom desatro¢i bol zaznamenany obrovsky pokrok v pouZivani gendémového
sekvenovania spolu s vypoctovymi technikami na deSifrovanie I'udského mikrobiomu. Tieto
nastroje su potrebné kvoli velkej informacnej hustote mikrobiéomu [88].

2.6.1 Odber vzorky na analyzu

Prvy krok k $tidii mikrobiomu zahfiia odber stabilizovanych vzoriek mikrobialnej biomasy,
ktoré sa pouzijii a analyzuju v roznych testoch. Crevny mikrobiém sa najéastejsie odobera
zo stolice, ktora dobre predstavuje mikrobialne spoloc¢enstvo hrubého ¢reva a v mensej miere
tenkého Creva. Stolica sa da I'ahko ziskat’ na odber vzoriek, ma extrémnu mikrobialnu hustotu,
minimalnu l'udskd geneticki kontaminaciu a obsahuje material, ktory je mozné analyzovat’
réznymi molekuldrnymi technikami. Aj ked’ stolica nie je homogénna, vo vSeobecnosti su
rozdiely medzi celou stolicou a malou vzorkou stolice malé v porovnani s jednotlivcami.
Pretoze vlastnosti mikrobov sa mézu rychlo menit’ s podmienkami prostredia (nahle znizenie
teploty, vystavenie vzduchu) je dolezité podniknut’ kroky na uchovanie vzoriek, napriklad
okamzitym zmrazenim alebo pouZit’ r6zne laboratdérne protokoly a komer¢éné sipravy na ich
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fixaciu. Zo vzoriek zmrazenej stolice je mozné kultivovat’ vel'a mikroorganizmov, zatial' ¢o
fixa¢né Cinidla vac¢sinou brania kultivacii a nemusia byt kompatibilné s vykonanim niektorych
molekularnych testov v neskorSom cCase. Fixa¢né ¢inidla vSak umoziuji pohodlny odber
aprepravu vzoriek. V klinickom prostredi st bezné slizniéné biopsie, ktoré poskytujua
presnejSie a biogeograficky rozliSené¢ snimky mikrobialnej komunity, ale je naro¢nejSie ich
ziskat’ a mozu sa testovat’ iba pomocou technologii, ktoré nie st ovplyvnené pritomnostou
I'udskych buniek vo vzorke. Mozné su aj iné typy vzoriek, ako su rektalne vytery, ale sit menej
studované, pokial’ ide o konzistenciu protokolu a zastupenie v komunite [88, 89].

2.6.2 Modelové organizmy

Poznatky o mikrobiéme, jeho interakciach s 'udskymi hostiteI'mi a ich chemickym prostredim
je mozné ziskat’ alebo vylepsit’ pouzitim réznych nehumannych modelovych systémov. Aj ked’
ziadny nehumanny modelovy systém TUplne nerekapituluje vSetky aspekty T'udského
mikrobiomu, kazdy znich ma silné stranky, ktoré je mozné selektivne vyuzit' na rieSenie
vedeckych otazok, na ktoré by bolo tazké alebo nemozné odpovedat, iba na samotnych
Stadiach na l'udoch. Celkovo nehumanne modely poskytuji cenné prileZitosti na ziskanie
poznatkov 0 molekularnych drahach, fyziologickych procesoch, hostitel'skych mikrobialnych
genotypoch a stimuloch, ktoré mézu byt relevantné pre 'udsky mikrobiom a zdravie [89].
Zvieracie modely sa pouzivaju na vySetrenie l'udského mikrobiomu z niekolkych
dovodov. Po prvé, je ovela jednoduchSie experimentovat sO zvieracimi modelmi ako
s Pudskymi subjektmi. Stidie na zvieratich umoziuji dokladna kontrolu experimentalnych
premennych, Skéalovatelnosti a reprodukovatelnosti, ktord je v Studidch na l'udoch casto
nemoznd. Po druhé, ekologické a fyziologické vlastnosti zvieracieho tela st vel'mi zlozité,
dynamické a nemozno ich komplexne rekapitulovat in vitro alebo na silikonovych
modeloch. Spolo¢ny pdvod l'udi a inych zvierat nakoniec viedol k zachovaniu mnohych
genomickych, molekuldrnych, bunkovych a fyziologickych vlastnosti v linidch zvierat
a umoziuje extrapolaciu mnohych néalezov zo §tidii na zvieratach na ¢loveka. Vyhody pouZitia
zvieracich modelov st vyvazené dblezitymi upozorneniami. Aj ked’ vyhrady méZu obmedzit’
vyznam zvieracich modelov na pochopenie niektorych aspektov l'udského mikrobiomu,
zvieracie modely su dolezité v SirSej oblasti vedy o mikrobiéme. Na stadium mikrobiémov na
zvieracich modeloch je moZzné pouzit niekol’ko zikladnych experimentalnych
stratégii. Zvierata sa moézu pouZzit’ na testovanie ¢i zloZenie a funkcia mikrobiému koreluje
S takymi premennymi, ako je vek hostitela, genotyp hostitel’a, strava a chemické alebo iné
experimentalne expozicie. Pokusy sa zvy€ajne uskutocniujii na laboratornych alebo divokych
zvieratach, ktoré su kolonizované komplexnymi mikrobidlnymi spoloCenstvami. Zvieratd sa
moézu pouzit na S$tadium ucinkov pritomnosti alebo zloZenia mikrobiomu na fenotypy
hostitel’a. Na testovanie toho, ¢i zlozenie mikrobiomu prispieva k hostitel'skym fenotypom, je
mozné zvierata s intaktnym mikrobiomom lieit’ Sirokospektralnymi antibiotikami, aby sa
znizila poCetnost’ mikrobov a zmenilo zloZenie spoloCenstva. Jedna sa o relativne lacny a rychly
spdsob, ako narusit’ mikrobiom. Dal§im lacnym a rychlym pristupom na testovanie G&inku
konkrétnej mikrobidlnej komunity alebo kmena je jeho zavedenie priamo do bezne chovanych
zvierat, ktoré su uz kolonizované mikrobiomom. AvSak zavedenie mikroorganizmov, ktoré
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konkurujii uz existujuicemu mikrobidému a zabezpecuju stabilni kolonizaciu, malo nizku
uspesnost’ a viedlo k zna¢nym rozdielom v experimentalnych vysledkoch [89].

Stadium priamych interakcii medzi lPudskym &revnym mikrobiémom  hostitel'skym
tkanivom je narocné. Mnoho ucinkov ¢revného mikrobiomu sa prejavuje na konkrétnych
miestach v ¢reve, asom sa pravdepodobne menia. Kvoli tomu nie su vzorky stolice dostacujuce
a merania in situ pri dostato¢ne vysokom ¢asovom a priestorovom rozliseni, nie st v sucasnosti
u 'udi mozné. Pokrok v technikach mikrofabrikéacie a mikrofluidikach, ul'ah¢il vyvoj systémov
¢revo na ¢ipe, ktoré mozno pouzit’ na biologické analyzy. Systémy, ktoré uzsie reprezentuja 3D
Struktaru a fyziologické mikroprostredie nativnych tkaniv, je mozné vytvorit zaclenenim
zivych buniek do tychto mikrofluidnych platforiem. Takéto mikrofyziologické systémy sa
povazuju za dalSiu generaciu nastrojov in vitro schopnych vytvarat' in vivo podobné
fyziologicky vyznamné mikroprostredia potrebné pre 3D tkanivovua kultaru, ako aj tkanivové
bariéry, napr. schopnost monitorovat biologické reakcie buniek a tkaniv na zmeny
vV homeostaze pristroja. Systémy ¢revo na ¢ipe ponukaju novil a vykonnu platformu in vitro
na studium fyzioldgie, patologie a farmakoldgie T'udskych Eriev. Tieto systémy pomozu
pokrocit’ v porozumeni a liecbe prevladajicich chorob, ako st zapalové ochorenia criev
a kolorektalny karcindbm. Pouzitie kmenovych buniek ziskanych od pacienta v tychto
systémoch mdze tiez prispiet’ k rozvoju personalizovanej mediciny a technolégii skriningu
liekov [90, 91].

2.6.3 Kultiva¢né metédy

Pociato¢né stadie vyuzivali tradicné techniky bakteridlnej kultivacie, po ktorych nasledovala
fenotypizacia kultivovanych baktérii pomocou morfologickych a biochemickych
charakteristik. Avsak velké Cast’ baktérii v Creve je anaerdbna, preto ¢asto nepreziju postupy
pouzivané na ziskavanie vzoriek z gastrointestinalneho traktu alebo na transport do laboratdria
a skladovanie. R6zne mikroorganizmy pritomné v 'udskom éreve sa liSia svojou tendenciou
rast’ v kultare. Vysledky relativneho mnoZstva réznych baktérii v limene ¢reva odvodené
pomocou technik zaloZenych na kultivécii, su teda vyrazne skreslené v prospech aerébnych
organizmov, ktoré 'ahko rasta v kulttre in vitro, pricom im chybaji anaerobne baktérie. Tieto
techniky tieZ vyrazne podcenuji rozmanitost’ baktérii v ¢revnom luminalnom obsahu, a preto
je ich uzito¢nost’ pri §tidiu zmien v profile ¢revného mikrobiomu obmedzena. Tieto techniky
nikdy neziskali dostato¢nll pozornost’ na Stidium ¢revného mikrobidmu a ich pouZitie bolo
obmedzené na Stddium jednotlivych kultivovatelnych bakteridlnych skupin v konkrétnych
klinickych situdciach. Na prekonanie tychto obmedzeni kultivacnych technik a s vyvojom
technik na $tidium bakterialneho genomického materialu na konci 20. storocia bolo vyvinutych
niekol’ko molekularnych pristupov, v ktorych boli identifikované rozne bakteridlne druhy
na zaklade sekvencii ich 16S ribozomalnej RNA [92].

2.6.4 Bakterialna 16S rRNA

Kazda ziva bunka obsahuje ribozémy, ktoré st zlozené z dvoch podjednotiek, jednej velkej
a jednej malej. Mala ribozomalna podjednotka obsahuje molekulu RNA, ktora ma vel'kost’ 16S
v pripade prokaryotickych buniek, vratane baktérii a 18S v pripade eukaryotickych
buniek. Tieto malé molekuly RNA st kodované bakterialnym genémom. Bakterialna 16S
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rRNA je dlhé asi 1 500 nukleotidov, s uritymi varidciami medzi druhmi. Niekol'ko usekov
tohto génu je vysoko pritomnych vo vSetkych bakterialnych skupinach. Tieto konStantné
sekvencie su rozptylené s oblastami, ktoré vykazuju vyrazné varidcie, hypervariabilné oblasti.
Zmeny nukleotidovych sekvencii v tychto hypervariabilnych oblastiach odrazaju evolu¢nu
divergenciu baktérii a preto tieto sekvencie poskytuji spolahlivi metodu identifikéacie
a fylogenetickej klasifikacie bakteridlnych druhov. Metody bakteridlnej identifikécie zalozené
na nukleotidovych sekvenciach v tychto oblastiach maju vyhodu v tom, Ze nepotrebuju
predchadzajiicu bakterialnu kultivaciu a mézu detegovat’ baktérie, ktoré su kultivovatelné,
ako aj tie, ktoré dobre nerasti. Ak sa tieto metddy pouzivaju na bakterialne zmesi, ich vysledky
poskytuju relativne nezaujaté hodnotenie relativneho mnozstva réznych bakteridlnych skupin
bez ohl'adu na ich schopnost’ rastu a rychlost’ rastu v kultire. Molekularne techniky, ktoré boli
povodne vyvinuté, mohli vyuzit iba rozdiely v dizke a velkosti variacii v nukleotidovych
sekvenciach tychto hypervariabilnych oblasti v ro6znych bakteridlnych druhoch. Avsak rychly
vyvoj v technoldgii sekvenovania nukleovych kyselin viedol k tomu, Ze vysoko vykonné
multiparalelné sekvenovanie sa stalo Siroko dostupnym [92].

2.6.5 Nesekvencné molekuliarne metédy

V tychto metddach sa bakteridlna nukleovd kyselina extrahuje zo vzorky, ktord sa ma
analyzovat,, po ktorej nasleduje amplifikacia bud’ celej dizky génu 16S rRNA, alebo segmentu
tohto génu, ktory obsahuje jednu alebo viac vybranych hypervariabilnych oblasti. To je mozné
uskutocnit’ pomocou polymerazove] retazovej reakcie s univerzdlnymi primermi
zodpovedajucimi kon§tantnym oblastiam v bakteridlnom gendéme lemujucom cely 16S rRNA
gén alebo jeho vybrané hypervariabilné oblasti. Vysledna amplifikovana zmes génov 16S
rRNA alebo jej hypervariabilnych fragmentov zo vSetkych baktérii obsiahnutych vo vzorke sa
potom moze rozdelit pomocou jednej z niekol'kych technik. Hlavnou nevyhodou tychto metdd
je obmedzené rozlidenie bakteridlnych skupin. To vyplyva zo skutoénosti, Ze rozdiely v dizke
a tieZz v sekvenciach 16S rRNA génu od Uzko pribuznych bakteridlnych skupin su relativne
malé, ¢o vyluCuje ich separaciu. Taktiez chybaju bakteridlne skupiny pritomné v malom
mnozstve. Preto boli tieto metddy v priebehu ¢asu nahradené postupmi sekvenovania novej
generacie [92].

2.6.6 Metody sekvenovania génov 16S rRNA

Tradi¢néd Sangerova technika pre sekvenovanie nukleovych kyselin vyzaduje ako vychodiskovy
material relativne ¢isti DNA a poskytuje iba jednu sekvenciu na experiment. Preto nebolo
mozné pomocou tejto techniky sekvenovat’ vzorky obsahujice zmes pribuznych nukleovych
kyselin, s vynimkou klonovania kazdej z tychto molekul nukleovych kyselin do samostatnych
vektorov a sekvenovania kazdého klonu, ¢o je velmi zdihavé a nékladné. Pretoze mikrobiém
obsahuje zmes baktérii s trochu odliSnym genomickym materidlom, nebolo moZzné ich pomocou
tejto techniky sekvenovat. Niekol'ko novSich technolégii sekvenovania umoznilo masivne
paralelné sekvenovanie, tj. si¢asné sekvenovanie kazdej molekuly obsiahnutej v zmesi DNA,
napriklad tej, ktora je izolovana zo vzorky mikrobiému. Tieto generuji velké mnoZstvo dat,
pri¢om pocet sekvencii z kazdého exemplara ¢asto dosahuje niekol’ko miliénov, ¢o predstavuje
naroént analyzu a vieobecne poskytuju ovela kratiie dizky &itania, ako boli mozné
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zo Sangerovho sekvenovania. Niekol'ko vypocétovych softvérovych nastrojov a vysoky
vypoctovy vykon umoziuju spajanie velkého poctu nukleotidovych sekvencii do velkej
databazy. Sekvenovanie génu 16S rRNA alebo jeho segmentov je vykonnou technikou.
Ma vSak nevyhodu, Zze stanovenie baktérii pritomnych vo vzorke je zalozené na asociacii
roznych sekvencii oblasti 16S rRNA génu Studovanych s konkrétnymi bakterialnymi taxénmi,
ktora nie je dokonald. Metdda je obmedzena na analyzu taxonov, pre ktoré s informacné
sekvencie zahrnuté v referen¢nych databazach 16S rRNA. Chyby pocas sekvenovania mozu
navyse branit’ presnému priradeniu druhov. DdlezitejSie je, Ze tdto metoda poskytuje informacie
iba o taxonomickom zlozeni Studovanych vzoriek, ale nemdze priamo hodnotit’ biologické
funkcie mikrobialnych spolocenstiev, ktoré tieto vzorky predstavuja [92].

2.6.7 Shotgun metagenémové sekvenovanie

Metoda spociva v sekvenovani vsetkého gendmového materidlu pritomného vo vzorke
bez pouzitia akejkol'vek kultiva¢nej metdody namiesto iba génu 16S rRNA. Vyhodou metody je
poskytovanie informécii o metabolickych schopnostiach mikrobiomu pritomného v konkrétne;j
vzorke. Pri tejto technike sa DNA extrahuje zo vsetkych buniek v mikrobialnom spolo¢enstve,
ktora sa rozStiepi na malé fragmenty, ktoré sa nezéavisle sekvenuji pomocou techniky
sekvenovania novej generacie na ziskanie informacii o celom mikrobidme alebo metagenéme.
Poskytuje to niekol’ko milionov sekvencii, ktoré patria do réznych pozicii na gendémoch
roznych baktérii, ako aj hostitel'skej DNA, pritomnych vo vychodiskovej vzorke. Tieto hodnoty
teda obsahuju sekvencie nielen taxonomicky-informativnych 16S rRNA génov pre baktérie
obsiahnuté vo vzorke, ale aj sekvencie zodpovedajuce kodujucim oblastiam pre enzymy,
ktoré sluzia kritickym biologickym funkcidm a st obsiahnuté v bakteridlnej komunite.
Metagenomické sekvencné udaje poskytuju prileZitost’ sicasne preskimat’ dva rdozne aspekty
mikrobialnej komunity, ktoré baktérie obsahuju. Citania, ktoré jedine¢ne mapuju susedné
miesta v referenénom gendéme sa potom zhromazdia a vytvoria kontigy alebo suvislé useky
DNA na rekonstrukciu Ciastocného alebo kompletného konceptu mikrobialnych genémov.
Kontigy sa vyuzivaju na identifikaciu génovych rodin do ktorych patria. Analyzou mnoZstva
kontigov pre konkrétnu génovu rodinu alebo pre vSetky gény v konkrétnej Casti je mozné ziskat’
pomerne presny odhad celkovych funkénych schopnosti vSetkych baktérii pritomnych
v komunite [92].
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité chemikalie a materialy

e Elu¢ny tlmiaci roztok TopElute Fluid (Qiagen)

e Etanol 96 % (Penta Chemicals)

e FastStart SYBR Green Master (Roche Diagnostics)

e Gulocky Zr/Si, @ 0,1 mm (BioSpec Products)

e Lyofilizované primery 0,1 mM (Generi Biotech)

e MgCl; 25 mM (New England BioLabs)

e (dberova sada (Probione)

e Proteinaza K, 600 mAU-ml? (Qiagen)

e Tesniaci folia pre PCR Opti-Seal Optical Disposable Adhesive (BlOplastic BV)
e TlImiace roztoky PW1, C3, C4, AW1, AW2, ATE (Qiagen)

3.2 Pouzité pristroje

e Automatickd jednokanélova pipeta Calibra (Socorex)

¢ Automatickd osemkanalova pipeta Multimate+ (HTL)

e Centrifiga Mega Star 600 (VWR)

e Homogenizator Bioprep-24 (Hangzhou Allsheng Instruments)

e Izolator QIAcube HT (Qiagen)

e Magnetické miesadlo s ohrevom HotPlate Stirrer (Benchmark Scientific)
e Real-Time PCR LightCycler 480 Il (Roche Diagnostics)

e Spektrometer SPECTROstar Nano (BMG Labtech)

3.3 Charakterizacia ucastnikov

Pre experimentalnu ¢ast’ bolo vybranych dvadsat’ zdravych muzov a zien vo veku od 35 do 45
rokov s vlastnym stravovanim. Uast’ v experimentalnej &asti bola dobrovolna a vybrani
Gi¢astnici dostali prideleny kod, kvoli ich anonymizacii. Ugastnici boli vybrani na zaklade
splnenych uvedenych podmienok:

e zaposledné 3 mesiace neuZzivali antibiotika alebo kortikosteroidy,

e nefajciari,

e netrpeli gastrointestinalnymi problémami,

e mesiac pred experimentom neuzivali laxativa, lieky proti hnacke a drogy,

e nekonzumovali pravidelne alkoholické napoje, vratane piva a vina,

e tyzdeil pred experimentom nekonzumovali probiotikd (nezahfiia bezné potraviny,
ako mlie¢ne alebo fermentované vyrobky).

Z ucastnikov boli vylucené tehotné alebo dojciace Zeny. Stanovené podmienky museli
Gi¢astnici dodrziavat’ aj pocas experimentu. Ugastnici boli poziadani, aby pokra¢ovali vo svojej
obvyklej strave. Do experimentu boli prijati iba asymptomaticky jedinci, ktori konzumovali
denne menej ako 3 porcie ovocia alebo zeleniny. Prijati ucastnici podpisali informovany suhlas
0 spracovani ich vysledkov aobdrzali dotaznik s otazkami, ktoré sledovali ich telesna
hmotnost’ pred a po skonceni intervencie, vysku a vek.
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3.4 Kombinacie vybranych typov potravin

Ugastnici boli rozdeleni na 2 skupiny po 10 uéastnikov. V zastupeni kazdej skupiny bolo
5 muzov a 5 zien. Obe skupiny zaradili do svojho jedalni¢ka ovocno-zeleninové smoothie, ktoré
konzumovali jedenkrat denne v nestanovenom case, aby nedoslo k naruSeniu ich stravovacich
navykov. Vol'ba smoothie bola na zaklade podkladov, aby tcastnici celt zvoleni kombinaciu
uzivali naraz a doslo k rovnomernému rozprestretiu zivin. Vyber potravin do kombinacie A bol
zvoleny na zéklade potencionalne bohatého zastipenia polyfenolov a prebiotickej vldkniny,
ktoré maju pozitivne GCinky na l'udské zdravie a ¢revny mikrobiom. Pri kombinacii B bolo
naopak prihliadané na typicky oznaovany prebioticky druh plodiny (jablko, mrkva), ktoré su
bezne konzumované 'ud'mi. Zlozenie a hmotnosti jednotlivych kombindcii potravin st uvedené
v Tabul’ke 1.

Tabul’ka 1: Vybrané kombinacie potravin a ich hmotnosti

Kombinacia A Kombinacia B

230 g pomaran¢ 80 g mrkva

15 g zazvor 150 g jablko

2,5 g susena kurkuma 15 g stavy z citronu
2475 g celkovo 245 g celkovo

Vsetky hmotnosti st uvedené v pripravenom stave na konzumaciu, to znamend bez kory
a semien, iba jablko bolo pouzivané aj so Supou. Pouzité potraviny boli zakupené v beznych
obchodnych retazcoch a pestované konvenc¢nym spdsobom.

3.5 Odber vzorky stolice

Od kazdého tcastnika boli odobraté dve vzorky stolice, na zaciatku a na konci experimentu
po 14. dioch intervencie. Odbery uskutoc¢nil kazdy ucastnik samostatne pomocou odberovej
sady anavodu na pouzitie. Kazda odberova sada sa skladala z jednorazovych rukavic,
papierového navleku na toaletu a odbernej nadoby spolu s lopatkou na vzorku. Odobrana
vzorka bola velkosti lieskového orechu. Vd’aka odberovej sade bolo zabezpecené, Ze stolica sa
nedostala do kontaktu s vodou, moc¢om, toaletnym papierom alebo inym materialom, ktory by
mohol kontaminovat’ vzorku. Po odobrati vzorky bola vzorka umiestnena do odberovej nadoby
a umiestnend do mrazni¢ky aZ do vyzdvihnutia vzoriek na laboratornu analyzu. Vzorky boli
cely Cas prepravované v chladiacom boxe s 'adom, aby nedoslo k ich rozmrazeniu.

3.6 Spracovanie a analyza

V experimentalnej Casti bolo analyzovanych 40 vzoriek stolice, ktoré boli spracované
Vv spolo¢nosti Medi Pharma Vision v Brne. Pri analyze vSetkych vzoriek bol zachovany
Standardny operac¢ny postup.

3.6.1 Priprava vzoriek

Pred samotnou izolaciou bolo poZzadované vykonat’ u€inni lyzu a homogenizaciu vzoriek,
aby doslo k naruSeniu plazmatickej membrany a naslednému uvolneniu pritomného
genetického materialu. VSetky vzorky a pouzité ¢inidla boli pred pouzitim aklimatizované pri
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laboratornej teplote (20-25 °C). Na dno Eppendorfovej skimavky boli vlozené gul'o¢ky Zr/Si
s priemerom 0,1 mm, kvoli lepSej homogenizacii a mechanickému rozruseniu.
Po aklimatizovani bola odobrand vzorka stolice z odberovej sady pomocou laboratornej
Spachtle do predpripravenej Eppendorfovej skiimavky, pricom odobrand hmotnost cCinila
150 mg. Hmotnost’ odobratej vzorky bola kontrolovana pomocou presnych vah s rozliSenim
0,001 g. Zaroven bol zahriaty tlmiaci roztok PW1 na 60 °C po dobu 10 mintt na magnetickom
mieSadle s ohrevom. Po zahriati bola skontrolovana nepritomnost’ zrazeniny v tlmiacom
roztoku. K vzorke bolo napipetované 650 ul zahriateho timiaceho roztoku PW1 pomocou
jednokandlovej automatickej pipety. Pre lepSiu homogeniziciu bola vzorka umiestnena
do homogenizatoru po dobu 45 sekind s rychlostou 7 m-s™. Nésledne bola vzorka vlozena
do centriftigy na 60 sekiand pri 17 850 otackach za minutu. Po centrifugacii bola skontrolovana
nepritomnost’ viditelnych castic a bolo odpipetované 400 pul supernatantu do novych
Eppendorfovych skumaviek. K supernatantu bolo napipetované 150 pl tlmiaceho roztoku,
prebehla kratka homogenizacia a bol pozorovany zakal. Nasledne bola vzorka inkubovana
5 minut pri 4 °C v chladnicke. Po inkubdcii bola vzorka znovu centrifugovana s rovnakymi
parametrami, ndsledne bolo odpipetované 300 pl supernatantu do S-bloku ku ktorému bolo
napipetované 20 pl Proteindzy K s aktivitou 600 mAU-ml?, ktord zabezpe&ila u€innt lyzu
vzoriek. Lyzat v S-bloku bol premieSany a inkubovany 10 minut pri laboratdrnej teplote.

3.6.2 Izolacia DNA

Izolécia bakteridlnej DNA z I'udskej stolice bola vykonana na pristroji QIAcube HT pomocou
softvéru QlAcube HT Prep Manager a protokolu QlAamp 96 PowerFecal. S-blok s lyzatmi
vzoriek bol vlozeny do pristroja a pomocou softvéru boli vyznacené prislusné polohy. Izolator
pracuje s krokmi vakua, pocas ktorého sa DNA selektivne viaZze na membranu QIAamp pri
prechode kontaminantov. Zvy$né kontaminanty a inhibitory enzymov st odstranené v troch
premyvacich krokoch. Cista DNA je eluovana vo vakuu v jednom kroku v tlmivom roztoku
ATE. Zisk DNA z membrany QIAamp sa zvySuje elu¢nym tlmivym roztokom TopElute, ktory
Umozhuje pouzitie stabilného a vysokého vakua a ma za nésledok rovnaké objemy eluatu.
Jednotlivé procesné kroky izolatoru st znazornené na Obrazku 5. Pri izolacii 40 vzoriek bolo
napipetované do izolatoru 22,3 ml timiaceho roztoku AW1 do polohy A1, 23,0 ml 96 % etanolu
do polohy B2, 4,2 ml timiaceho roztoku ATE do polohy 4, 26,5 ml timiaceho roztoku AW2 do
polohy 1 a 1,6 ml TopElute do polohy 3. Pred spustenim bol pridany odpadny k6§ na pouzité
Spicky.
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Obrazok 5: Ilustracia procesu izolacie a purifikacie izolatorom QIAcube HT

3.6.3 Stanovenie Cistoty a koncentracie DNA

K stanoveniu Cistoty anaslednej koncentracie DNA bol vyuzity spektrofotometer
SPECTROstar Nano, ktorym sa stanovovalo naraz 16 vzoriek. Vzorky boli napipetované
na nizkoobjemovu mikrotitracntl dosticku osemkandlovou automatickou pipetou o objeme 8 pl.
Pre akceptovanie stanovenej Cistoty DNA musel byt’ pomer absorbancii A2e0/A2g0 V rozmedzi
1,7-2,2. Nasledne bol vysledok merania prevedeny na vysledni koncentréciu.

3.6.4 PCR analyza

Pre stanovenie mnozstva DNA jednotlivych bakteridlnych kmetniov a rodov vo vzorkéach bol
vyuzity pristroj qPCR LightCycler 480 II od spolo¢nosti Roche. Ako forward a reverse primery
boli pouzité autorské primery spolo¢nosti Medi Pharma Vision, ich sekvencie st uvedené
v Tabulke 2.
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Tabul’ka 2: Sekvencie pouzitych forward a reverse primerov

Sekvencia Nazov
S’ ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 3’ Uni Eubacteria F
5" GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 3’ Uni Eubacteria R
5" AGCAGTAGGGAATCTTCCA 3’ Lactobacillus spp. F
5" CACCGCTACACATGGAG 3’ Lactobacillus spp. R
5" CGCGTCYGGTGTGAAAG 3’ Bifidobacteria spp. F
5" CCCCACATCCAGCATCCA 3’ Bifidobacteria spp. R
5" ATTACCGCGGCTGCTGG 3’ Eub518
5" GTACTGAGACACGGACCA 3’ Cfb319
5" GTCAGCTCGTGTCGTGA 3’ Firm-primer-F
5" CCATTGTAKYACGTGTGT 3’ Firm-primer-R

Do Eppendorfovej skimavky bolo napipetované 200 pl Milli-Q H20 a pozadovany objem
vzorky podla vypocitanej koncentricie, aby vysledna koncentracia vzorky bola 0,5 ng-ul™.
Pre PCR analyzu bola pripravena reak¢na zmes, master mix, ktora sa skladala pre jednu jamku
z 4,8 pl Milli-Q H20, 0,1 pul forward primer, 0,1 pl reverse primer, 0,5 ul 25 mM MgClza 2,5 pl
SYBR Green Master. Pridavok MgCl2 zvySuje aktivitu DNA polymerazy, ¢o zvySuje rychlost’
amplifikacie DNA. Reak¢na zmes bola pripravovana v skimavke obalenej alobalom (ochrana
pred svetlom) na I'adovej triesti. Pri priprave reakénej zmesi bola najskor napipetovand Milli-Q
H20 a MgCl,, nasledne primery, ktoré boli premie$sané na vortexe a nakoniec SYBR Green
Master.

Pri plneni PCR dosky boli najskor zvolené pozicie do ktorych bolo napipetované 8 ul
pripravenej reak¢nej zmesi, pri€om pipetovanie prebiehalo v duplikatoch. Do uréenych pozicii
bolo nasledne pridané 2 pl nariedeného vzorku na poZadovanu koncentraciu. Pipetovacie Spicky
boli vzdy vymienané pri oboch krokoch, aby sa zabranilo kontaminacii a znehodnoteniu
vysledkov. Naplnenéd doska bola zalepena tesniacou foliou pre PCR a vloZena do chladiacej
centrifigy na 5 minut pri 1200g a 4 °C. Po centrifugacii bola doska vlozena do qPCR pristroja
LightCycler 480 Il aspusteny program Light Cycler SW, kde boli nastavené parametre
jednotlivych krokov programu PCR reakcie, ktoré su uvedené v Tabul'ke 3. Pristroj LightCycler
480 II vyuziva vlastny software v ktorom sa programuje PCR reakcia a taktieZ prebieha
naslednd analyza. Pri tejto praci bola zvolena automaticka funkcia analyzy absolutnej
kvantifikacie ,,Absolute Quantification/2nd Derivative Max* s nastavenim ,,High Sensitivity*.

Tabul’ka 3: Zlozenie PCR reakcie

Krok Parametre kroku Pocet cyklov
pociato¢na denaturacia 95°C, 300s 1
95°C, 10s
amplifikacia 60 °C, 10 s 45
72°C, 10
chladenie 40 °C, 30 s 1
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3.7 Vyhodnotenie dat

Pre vypocet relativnej pocetnosti (v) jednotlivych kmefiov a rodov v analyzovanych vzorkach
bol pouzity vzt'ah (1):

2CqUNI (l)

V= - 100,

P
kde CqUNI oznacuje ¢islo cyklu, v ktorom doslo k detekovatel'nej amplifikacii daného vzorku
pri pouziti Uni Eubacteria primeru a CqSP je c¢islo cyklu, v ktorom doslo k detekovatel'nej
amplifikécii daného vzorku pri pouziti ostatnych jednotlivych primerov pre urcené bakterialne
kmene a rody.

Statistické vyhodnotenie a graficka interpretacia dat boli vykonané v tabulkovom editore
Microsoft Office Excel 2019 a v analytickom programe Statistica. UrCenie vztahu distribucie
dat bolo vykonané pomocou testov normality, priCom na zéklade ich vysledkov bolo uréené
pouzitie parametrickych alebo neparametrickych metdd testovania hypotéz. Ako parametricka
metoda bol vyuzity parovy t-test a pri neparametrickej distribtcii dat bol vyuzity Wilcoxonov
signed-rank test pri 5 % hladine vyznamnosti. Pred vyhodnotenim bola stanovena nulova (Ho)
a alternativna (Hi1) hypotéza. Za Statisticky vyznamné vysledky boli povazované vysledky,
ktorych p-hodnota neprekrocila hranicu vyznamnosti o = 0,05.

e Ho = Pri porovnavani vysledkov vzoriek 1. a 2. odberu nie je vyznamny Statisticky
rozdiel.
e Hi = Pri porovndvani vysledkov vzoriek 1. a 2. odberu je vyznamny Statisticky rozdiel.

Hodnoty kvantitativnych charakteristik boli graficky znazornené pomocou Skatulovych
grafov. Pri hodnoteni vsetkych premennych stcasne bol vyuzity viacrozmerny Statisticky
model analyzy hlavnych komponentov (PCA) vo forme diferencidlnej analyzy.
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4 VYSLEDKY

V ramci diplomovej prace bolo analyzovanych 40 vzoriek 'udskej stolice. Ciel'om prace bolo
zistit’ aky vplyv bude mat’ dana intervencia na ¢revny mikrobiém, pricom bolo predpokladané
signifikantné znizenie percentudlneho zastipenia kmena Firmicutes, pomeru kmenov
Firmicutes a Bacteroidetes, zvySenie percentualneho zastupenie kmena Bacteroidetes a rodov
Lactobacillus a Bifidobacterium po 14 dnovej intervencii, spocivajicej v konzumacii
kombinacii ovocia a zeleniny vo forme smoothie. Domnienka bola urend na zaklade
predchadzajicich vyskumov, ktorych zavery hovoria o zmenach pocetnosti spomenutych
kmenov a rodov po konzumadcii ovocia a zeleniny.

4.1 Charakterizacia ucastnikov

Vyskumu sa zcastnilo 20 tcastnikov, v zlozeni 10 muzov a 10 zien. Vek Ucastnikov bol
stanoveny v rozpiti od 35 do 45 rokov. VSetci Ucastnici pili zvoleni kombindciu smoothie
po dobu 2 tyzdnov. Telesna hmotnost’ pri kombinacii A Kklesla v priemere iba o 30¢g
a pri kombinacii B o 110 g ¢o st vel'mi zanedbatel'né rozdiely. Index telesnej hmotnosti (BMI)
priemerne klesol o taktiez zanedbatel'né rozdiely u oboch kombinacii. Tieto rozdiely mohli byt
spdsobené napr. iba vplyvom tekutin, ale urcite sa neda povedat’, Ze by Gcastnici prisli o telesny
tuk. VSetky ziskané parametre od ucastnikov su uvedené v Tabulke 4.

Tabul’ka 4: Priemerné hodnoty ucastnikov

Vaha Viha BMI BMI
Kombinacia Vek  Vyska [cm] 1. odber 2. odber 1. odber 2. odber
[ka] [ka] [kg-m’] [kg-m’]
A 39,7+4 1748+11 84,90+145 84,87+ 14,9 2757+25 2755+25
B 423+4 1716+12 81,10+£13.22 80,99 + 13,4 26,27+25 26,22+25
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4.2 Stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

Koncentracia a Cistota DNA izolovana z I'udskej stolice bola stanovena spektrofotometricky
pomocou SPECTROstar Nano. Cistota vzoriek bola od&itand z pomeru absorbancii Azso/Aaso
a koncentracia DNA bola stanovena z hodnoty absorbancie pri 260 nm. Koncentracia a ¢istota
kazdého vzorku je uvedend v Tabul'ke 5.

Tabul’ka 5: Hodnoty pomeru absorbancii a vysledné koncentracie analyzovanych vzoriek

Vzorka ¢ DNA [ng/pl] Aazs01280 [-]

1 49,19 2,12
2 77,71 1,99
3 87,72 2,03
4 63,92 2,11
5 76,81 2,05
6 69,53 2,07
7 141,07 1,88
8 92,15 2,05
9 85,17 1,97
10 66,27 1,97
11 106,48 1,94
12 94,93 1,94
13 99,06 1,95
14 86,39 1,99
15 93,7 1,96
16 119,82 1,92
17 132,47 1,87
18 107,85 191
19 86,48 1,97
20 111,81 1,95
21 80,53 1,99
22 80,53 2,01
23 105,63 1,98
24 80,79 2,1

25 124,89 1,89
26 176,38 1,86
27 109,64 19

28 219,89 1,83
29 139,29 1,88
30 145,83 1,88
31 99,28 1,94
32 83,16 1,97
33 105,66 1,9

34 124,53 1,89
35 85,24 1,95
36 88,3 1,98
37 107,47 1,92
38 156,95 1,86
39 55,64 2,12
40 125,18 1,91
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4.3 Analyza ¢revného mikrobiomu

V celkovej vyskumnej vzorke boli detekované 2 bakteridlne kmene (Firmicutes, Bacteroidetes)
adva bakteridlne rody (Lactobacillus, Bifidobacterium), ktorych relativna pocetnost
predstavuje az 90 % ¢revného mikrobiomu [3].

Do analyzy bolo zahrnutych vSetkych 40 vzoriek. Vysledky analyzy vyjadrenej
Vv relativnych  pocetnostiach pre jednotlivé kombindcie a vSetkych ucastnikov,
pred a po skonéeni intervencie je mozné vidiet v Tabulke 6, kde v stipci vzorka st &islami
uvedeny ucastnici, pismena A/B urcuji dodrziavani kombindciu a M/Z udava pohlavie
ucastnikov.

Tabul'ka 6: Percentualne zastipenie bakteridlnych kmenov a rodov vo vzorkach stolice
pred a po skonceni intervencie

Bifidobacterium [%] Lactobacillus [%0] Firmicutes [%6] Bacteroidetes [%] Pomer F/B [%0]

1.odber 2.odber 1.odber 2.odber 1.odber 2.odber 1.odber 2.odber 1.odber 2.odber
1AM 4,902 1,887 0,198 0,007 38,195 52,352 18910 23,182 2,020 2,258
2AM 0,655 0,392 0,012 0,004 45450 58,693 23,065 26,687 1,971 2,199
3AM 6,055 4,833 0,011 0,005 41,943 31,837 24,779 17520 1,693 1,817
4 A M 1,242 0,845 0,005 0,002 36,068 47,360 21,676 25488 1,664 1,858
5 AM 0,464 1,345 0,013 0,027 46,997 52,711 28,811 24,233 1,631 2,175
6AZ 1,053 1,505 0,010 0,004 38574 42,890 23268 25695 1,658 1,669
7T AZ 2,913 4,439 0,033 0,014 32,706 48,421 26,383 27,677 1,240 1,749
8 AZ 18,652 10,154 0,062 0,005 40,809 43950 22,272 24,143 1,832 1,820
9AZ 9,177 5,999 0,083 0,204 37,393 44,989 26,449 26,568 1,414 1,693
10 A Z 0,579 0,729 0,004 0,000 53,875 44304 28,613 29,200 1,883 1,517
11 B M 17,581 13,719 0,002 0,001 41,280 35418 22,519 15589 1,833 2,272
12 B M 2,405 2,567 0,001 0,015 36,772 28,590 18,101 20,422 2,031 1,400
13 B M 3,897 1,080 0,116 0,026 62,589 61,399 26,402 29,806 2,371 2,060
14 B M 2,444 0,327 0,044 0,007 44,876 59,344 26,280 20,556 1,708 2,887
15 B M 1,943 7,412 0,002 0,004 43,892 61,5529 19401 27,670 2,262 2,224
16 B Z 9,830 7,940 0,006 0,004 41,799 60,989 22,294 25589 1,875 2,383
17 B 7 14,058 11,083 0,010 0,079 37,043 46,712 26,766 29,061 1,384 1,607
18 B Z 2,154 6,710 0,001 0,008 44,168 48,181 27,001 29432 1,636 1,637
19B Z 2,224 2,106 0,090 0,052 49,114 49,649 27,989 34979 1,755 1,419
20B Z 3,389 2,764 0,002 0,002 38,215 38561 25,665 23,720 1,489 1,626

Vzorka

4.3.1 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium, patriaci do kmena Actinobacteria, je dominantnou veli¢inou v Creve
zdravych doj¢enych deti, zatial’ ¢o v dospelosti st hladiny niZsie, ale relativne stabilné, pricom
Vv starobe klesaju. Trendy opakovane pozoruji pokles rodu Bifidobacterium u starSej populacie,
¢o potvrdzuji viaceré Studie vyuzivajuce rdzne technologie. Tento pokles bol spojeny
so zniZzenim adhézie na crevnl sliznicu, ale nie je jasné, ¢i je to sposobené zmenami
v mikrobiéome alebo v $trukttre hlienu [93].
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Pri oboch kombinaciach bola pozorovana vysoka variabilita relativnej pocetnosti rodu
Bifidobacterium, pred aj po skonceni 14-diiovej intervencie. V zdravom ¢revnom mikrobiome
by sa mal relativny pocet rodu Bifidobacterium pohybovat’ od 4 az 6 % v danej vekovej
kategorii [93].

Pri kombinacii A bolo toto rozmedzie splnené pocas 1. odberu, kde hodnota ¢inila 4,6 %,
ale pri druhom odbere tato hodnota bola iba 3,2 %. Dosiahnutie rozmedzia pri prvom odbere
bolo spojené s nadmernym relativnym zastipenim rodu Bifidobacterium u jedného tcastnika,
ktory mal hodnotu az 18,7 %. Podla relativneho percentudlneho zastipenia rodu
Bifidobacterium bol pri kombinacii A zaznamenany pokles o 1,36 %, ale rozdiel nebol
potvrdeny na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 6: Porovnanie zastipenia rodu Bifidobacterium pri konzumacii kombinacie A

Pri kombindcii B bolo stanovené rozmedzie splnené pri oboch odberoch, ale tiez to bolo
spojené s vysokou distribuciou hodnotu, kedy az relativneho dvaja ucastnici mali hodnotu
vysSiu ako 14. Podla relativneho percentualneho zastipenia rodu Bifidobacterium bol
pri kombinacii B zaznamenany pokles o 0,42 %, ale tento maly rozdiel nebol potvrdeny
na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 7: Porovnanie zastapenia rodu Bifidobacterium pri konzumacii kombinacie B
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4.3.2 Rod Lactobacillus

Baktérie rodu Lactobacillus, patriace do kmena Firmicutes, st jednym z najbeznejSie
pouzivanych probiotickych rodov v Sirokej Skale zloziek potravy, pri prevencii chronickych
zapalovych ochoreni a zlepSovani zdravia. U priemerne zdravého cloveka by sa malo ocakavat’
relativna pocetnost’ rodu Lactobacillus na tirovni 0,1 % [94].

V kombinacii A boli priemerné hodnoty relativnej pocetnosti rodu Lactobacillus pri prvom
odbere na trovni 0,043 + 0,06 % a pri druhom odbere na urovni 0,027 + 0,06 %. Vysoké
odchylky st sposobené vysokou variabilitou relativnej pocetnosti rodu Lactobacillus
u tcastnikov, ¢o moze vidiet' na Obrazku 8, kde pri oboch odberoch bola zaznamenana vysoka
hodnota u jedného z G¢astnikov.
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Obrazok 8: Porovnanie zastipenia rodu Lactobacillus pri konzumacii kombinacie A

Pri kombinéacii B boli vysledky d’aleko pod touto uroviiou, pricom iba jeden ucastnik sa
dokazal pribliZit' k tejto hranici a to hodnotou 0,116 %. Pri prvom odbere bola priemerna
hodnota relativnej po¢etnosti rodu Lactobacillus na Grovni 0,027 + 0,04 % a pri druhom odbere

na urovni 0,019 + 0,03 %. Vysoké odchylky st spdsobené vysokou variabilitou relativnej
pocetnosti rodu Lactobacillus u t¢astnikov.
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Obrazok 9: Porovnanie zastipenia rodu Lactobacillus pri konzumacii kombinacie B
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Pri porovnani vstupnych a vystupnych odberov oboch kombinacii nebol taktiez pozorovany
Statisticky vyznamny rozdiel (p-hodnota > 0,05) aj ked’ percentudlne zastupenie naznacovalo
zniZenie rodu Lactobacillus, u kombinacie A 0 0,016 % a u kombinacie B o 0,008 %.

4.3.3 Kmein Firmicutes

Kmen Firmicutes tvori najvéacsiu ¢ast’ I'udského ¢revného mikrobiomu, pricom ma délezita
ulohu pri degradacii komplexnych sacharidov rastlinného pdvodu a pozitivne koreluje
S prijmom tuku [95].

V zdravom ¢revnom mikrobiome by mal tento kmen dominovat’, priCom jeho relativna
pocetnost’ by sa mala pohybovat’ do 50 % [5]. V pripade kombinacie A bola priemerna relativna
pocetnost’ tohto kmefiu pri prvom odbere na urovni 41,20 +=6,2 % a pri druhom odbere
46,75 £ 7,2 %. Z vysledkov bol zaznamenany rast o 5,55 % pri kombinécii A, ale tento rozdiel
nebol potvrdeny na $tatisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 10: Porovnanie zastipenia kmena Firmicutes pri konzumacii kombinacie A

Pri kombinacii B bola relativna pocéetnost’ kmenia Firmicutes pri prvom odbere dosiahla
hodnoty 43,98 £+ 7,6 %, pri druhom odbere bola zaznamenana hodnota 49,04 + 11,9 %. Narast
0 5,06 % priemernej relativnej pocetnosti kmena Firmicutes pri kombinacii B, nebol taktiez
potvrdeny na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 11: Porovnanie zastupenia kmena Firmicutes pri konzumacii kombinacie B
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4.3.4 Kmen Bacteroidetes

Kmen Bacteroidetes, patri medzi najviac zastipené kmene 'udského ¢revného mikrobiomu a je
pozitivne spajany S konzumaciou ovocia a zeleniny, ale negativne s prijmom tuku ako podielom
celkovej energie.

V zdravom ¢revnom mikrobidome by mal byt’ tento kmen druhym najzastupenejSim, pricom
jeho relativna hojnost’ by sa mala pohybovat’ do 40 % [5].

Pri kombinacii A bola priemerna hodnota ovel'a nizSia ako stanovena hodnota, u prvého
odberu Cinila 24,42 + 3,2 % a u druhého odberu bola 25,04 + 3,2 %. Nizke dosiahnuté hodnoty
u tcastnikov pri oboch odberoch boli pravdepodobne sposobené nedostatkom ovocia a zeleniny
Vv strave, na zaklade ¢oho bol zaznamenany mierny rast kmena Bacteroidetes po intervencii
ovocno-zeleninovym smoothie, ktory pri kombinacii A ¢inil 0,62 %, ale tento rozdiel nebol
dosiahnuty na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 12: Porovnanie zastiipenia kmena Bacteroidetes pri konzumacii kombinacie A

V pripade kombinécie B boli hodnoty odberov na podobnych urovniach, pri prvom odbere
bola hodnota priemernej relativnej pocetnosti kmena Bacteroidetes 24,24 + 3,4 % a po druhom
odbere sa tato hodnota pozitivne posunula na 25,68 + 5,7 %, ¢o znamena narast o 1,44 %.

BohuZial' ani tento pozitivny rozdiel nebol zaznamenany na Statisticky vyznamnej hladine
(p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 13: Porovnanie zastupenia kmena Bacteroidetes pri konzumacii kombinacie B

4.35 Pomer Firmicutes ku Bacteroidetes

Pomer Firmicutes ku Bacteroidetes sa vSeobecne povazuje za vyznamne dolezity v zlozeni
ludského c¢revného mikrobiomu a podlieha narastu od narodenia do dospelosti, priCom
s pribudajucim vekom sa d’alej meni. ZvySeny pomer je pozorovany u obéznych alebo vysoko
fyzicky aktivnych jedincom, pricom dopad tychto individuadlnych rozdielov nie je znamy.
U zdravého jedinca s priemernou pohybovou aktivitou by sa tento pomer mal pohybovat
v rozmedzi od 1,25 do 1,65 [96].

V ani jednej skupine Gcastnikov nebol Ziadny vysoko aktivny Sportovec, preto je mozné
vychadzat’ zo stanoveného pomeru. V pripade kombinacie A bola hodnota pomeru 1,70 + 0,2
pri prvom odbere a v druhom odbere pomer ¢inil 1,88 £ 0,3, ¢o znamena narast 0 9,57 %.
Pri kombinacii A mozno sledovat’ narast pomeru, vzhl'adom k tomu, ze bol sledovany ovela
vys$§i narast kmena Firmicutes ako kmena Bacteroidetes.
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Obrazok 14: Porovnanie zastipenia pomeru kmenov Firmicutes ku Bacteroidetes pri konzumacii
kombinacie A
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U kombinacie B bola hodnota pomeru kmenov Firmicutes ku Bacteroidetes 1,83 + 0,3
pri prvom odbere a Vv pripade druhé odberu 1,95 + 0,5, ¢o znamena narast o 6,15 %. NizSie
percento narastu bolo sposobené niz§im narastom kmena Firmicutes a 0 nieco vy$§im narastom
kmena Bacteroidetes. Vysledky porovnania vstupného a vystupného odberu pomerov kmefiov
u oboch kombinacii neboli preukazatel'né na Statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).
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Obrazok 15: Porovnanie zastupenia pomeru kmeniov Firmicutes ku Bacteroidetes pri konzumacii
kombinécie B

4.3.6 Analyza hlavnych komponentov — PCA

Do analyzy hlavnych komponentov (PCA) boli zahrnuté vSetky pozorované bakteridlne kmene
a rody vzoriek jednotlivych kombinacii, pricom bola pridana premenna pohlavie. Na obrazkoch
16 a 17 nie je mozné vidiet' rovnomerné rozdelenie skupin na prvy a druhy odber, na zaklade
¢oho bolo moZzné preukézat’ Statisticky nevyznamny rozdiel v testovanych skupinéch.
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Obrazok 16: Vysledok PCA pri kombinacii A na urenie vztahu medzi prvym a druhym odberom
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Faktor 2: 25.78 %

Obrazok 17:
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Vysledok PCA pri kombinacii B na ur¢enie vztahu medzi prvym a druhym odberom
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5 DISKUSIA

Dosiahnuté vysledky poskytuju pohl'ad na vplyv konzumacie ovocno-zeleninového smoothie
na zmeny Vv ¢revnom mikrobiome u dvoch skupin ucastnikov. Kombinacia A, ktora bola
potencialne bohata na polyfenoly, nepreukazala ziadny Statisticky vyznamny rozdiel na zmenu
¢revného mikrobiému pocas 14-diiovej intervencie, ¢o je v rozpore s niekol'kymi vysledkami
Stadii. Aj ked’ bolo zaznamenané mierne zvySenie kmena Bacteroidetes o 0,62 %, rozdiel nebol
preukazatel'ny na Statisticky vyznamnej hladine. Prospesné vlastnosti polyfenolov na ¢revny
mikrobiom su popisané v teoretickej Casti diplomovej prace. Oc¢akavané zmeny v ¢revnom
mikrobiome ucinkom polyfenolov bolo na zdklade Studie, kde iba 5-10 % celkovych
polyfenolov sa absorbuje priamo cez zalidok a tenké ¢revo, preto vacSina pozitych polyfenolov
sa dostane do hrubého creva, kde su metabolizované baktériami [97]. Analyza stadii
jednotlivych zloziek kombinacie A je taktiez v rozpore s nasledujicimi Stadiami.
V kontrolovanej klinickej $tudii Lima a kol. konzuméacia pomarancovej Stavy jedenkrat denne,
po dobu 60 dni, zvysila populaciu Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp oproti kontrolnej
skupine [98]. Studia Duque a kol. pomocou simulatora udského &revného mikrobiomu
potvrdila tieto vysledky, pretoZze taktiez pozorovali narast populacie Lactobacillus spp.
a Bifidobacterium spp., ale iba po 14 dioch prijmu pomarancovej $tavy, ¢o naznacovalo,
ze pomaran¢ova S$tava ma selektivny a prebioticky ucinok na ¢revny mikrobiom [99].
Kurkumin, jeden zhlavnych kurkuminoidov obsiahnutych v kurkume, sa prednostne
akumuluje v gastrointestinalnom trakte po peroralnom podani, preto sa predpoklada, Ze moze
uplatnit’ svoj regula¢ny uc¢inok modulaciou mikrobidlnej hojnosti, rozmanitosti a zloZenia
¢revného mikrobiomu. Vyskum Perona a kol. potvrdil intestinalnu absorpciu zloziek kurkumy
a metabolickl aktivitu ¢revného mikrobiomu po konzumadcii suseného Standardizovaného
extraktu kurkumy po dobu 28 dni [100]. Vysledky Peterson a kol. taktiez potvrdili vplyv
kurkumy na ¢revny mikrobiém, kde doSlo k priemernému narastu o 69 % detegovanych
bakterialnych druhov, oproti kontrolnej skupine, po uzivani tabliet s extraktom kurkumy
a piperinom po dobu 8 tyzdiiov [101]. Studie na laboratérnych zvieratach, najmi hlodavcoch,
rovnako potvrdzuji pozitivny ucinok kurkumy na &revny mikrobiom, konkrétne bolo
zaznamenané signifikantné zvySenie zastipenia rodov Bifidobacterium a Lactobacillus,
a zaroven znizenie poCtu patogénnych baktérii [102]. Vyskumna skupina Wanga a kol.
potvrdila vyssiu hladinu rodu Bacteroidetes v porovnani s kontrolnou skupinou pri uzivani
zazvorove] Stavy pocCas 7 dni adalSie pozitivne korelacie v zlozeni c¢revného
mikrobidomu [103]. Pri simula¢nom modely ¢revného mikrobidomu in vitro bolo pozorované
vyznamné zvySenie zastlipenia rodu Bifidobacterium [104]. Nedostato¢ne preukazatelné
vysledky v kombinacii A mohli byt ovplyvnené absenciou piperinu, alkaloidu ¢ierneho
korenia, ktory vyznamne zvysuje biologick dostupnost’ kurkuminu [105].

Kombinacia B stypicky prebiotickymi plodinami, taktiez nepreukazala Statisticky
vyznamné rozdiely po 14-dnovej intervencii, ale ur€ité rozdiely boli sledované. Jablko
S0 Supou, ako hlavna plodina kombinéacie B, ma nielen prebiotické vlastnosti vd’aka jablénému
pektinu, ale podl'a Wasserman a spol. aj probiotické vlastnosti, pretoze jedno jablko celkovo
obsahovalo asi 100 milionov baktérii, ¢o naznacuje vplyv na Crevny mikrobiom [106].
Pri konzumacii kombinacie B, doslo k pozitivnej zmene pri kmeni Bacteroidetes, ale nie
na statisticky vyznamnej hladine. Stidia skamajica téinky jabik na l'udsky érevny mikrobiom,
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pri konzumacii 2 jablk denne pocas 14 dni, vyznamne zvysila rody Bifidobacterium
a Lactobacillus, ¢o je taktiez v rozpore s dosiahnutymi vysledkami [107]. Pri $tadii extraktu
z mrkvy in vitro pomocou simulatoru l'udského ¢revného mikrobiému potvrdili rast niekol’kych
prospesnych baktérii, ale tieto vysledky nemdzme interpretovat’ na 'udi [108]. Mrkva obsahuje
vitamin A, ktory sprostredkovdava rovnovahu medzi imunitnym systémom a ¢revnymi
baktériami, preto sa tiez javi ako kandidat na ovplyvnenie zloZenia ¢revného mikrobiomu,
ale toto tvrdenie bolo preukdzané iba na mySiach, preto st potrebné dalSie Stadie [60].
Flavonoidy obsiahnuté v citronovej stave by mali viest k zmendm v ¢revnom mikrobiome,
ale ich obsah v kombinacii B bol neznamy, preto nemdzme usudit, aky vel'ky vplyv by mal byt
dosiahnuty. Stadie vplyvu flavonoidov na T'ud’och, obsiahnutych v citrusovych plodoch,
su dostupné iba v spominanych S$tadidch o pomarancovych stavach, kde ale bol taktiez
neznamy obsah flavonoidov.

Vyssi prijem ovocia a zeleniny je spajany so zvySenim hojnosti érevného mikrobiomu [59].
Efekt kratkodobej intervencie trvajlicej 2 tyZzdne podla vyskumov nemusi staéit’ na ovplyvnenie
zlozenia [109], ¢o sa potvrdilo aj v tomto pripade. Neda sa presne predpokladat’ aka dlha ¢asova
intervencia by bola spravna, pretoze zmeny mozu byt rychle (do 24 hodin) pri dostato¢ne
extrémnom zasahu do stravovania [110]. Aj ked’ bol zaznamenany mierny pokles bakterialnych
rodov Lactobacillus a Bifidobacterium, bez Statisticky vyznamnej hladiny, moze to odrazat
Sokové ucinky relativne rychlej zmeny v spektre prichddzajicich zivin, ¢o mdze prechodne
narusit’ &revny mikrobiém. Ucastnici pred experimentom nemali vo svojej strave dostatok
vlakniny a fytochemikalii, preto mohol nastat’ tento stresovy stav, ktory zapricinil Statisticky
nevyznamné rozdiely. Rozsah, v akom crevny mikrobidm reaguje na zadsahy v strave sa
u jednotlivych osob lisi, preto niektori i€astnici zaznamenali vdc¢Sie zmeny ako ostatni.

U oboch kombinacii boli pozorované hodnoty BMI nad 25, pred aj po intervencii, €o sa da
klasifikovat’ ako mierna nadvaha. Vic§ina $tudii zaznamenala, ze pomer Firmicutes
ku Bacteroidetes je vyznamne vyssi u obéznych jedincov alebo u vysoko fyzicky aktivnych
jedincov. Toto tvrdenie bolo potvrdené aj dosiahnutymi vysledkami, kde pri oboch
kombindciadch a zaroven oboch odberoch, vzdjomné pomery prevySovali definované rozmedzie
u zdravych jedincov, pricom skupiny neobsahovali vysoko aktivnych Sportovcov.

Studie, ale poskytujii tazko porovnatel'né tidaje, pretoze pouzivajii rozne davky, formulacie
a iné subory jedincov. Ako limitaciu experimentu moZno povazovat’ vysoku interindividualnu
variabilitu ¢revného mikrobiému, pretoze kazdy jedinec ma Specificky ¢revny mikrobiom,
ktory je ovplyvneny mnozstvom Specifickych a neSpecifickych faktorov, preto je nemozné
dosiahnut’ I'udsky homogénny subor jedincov.

Dalou limitaciou by mohla byt mala vzorka I'udi (n = 10) pri oboch kombinaciach, pretoZe
existuje velké mnoZstvo rozdielov medzi jednotlivcami, ktoré nie su riadené stravou.
Minimalizovat’ vplyv interindividudlnej variability by bolo mozné zvySenim poctu ti¢astnikov
zapojenych do experimentu.

Vplyv konvencne alebo organicky pestovanych plodin mozno povazovat tiez za limitaciu
aj ked’ stidie nenaznacuju, ze organicky pestované plodiny by mali odlisny vyzivovy profil,
ale mali by nizSiu expoziciu pesticidmi, ktoré maju preukazatel'ne negativny efekt na ¢revny
mikrobiém [106].
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6 ZAVER

V experimentalnej Casti diplomovej prace bol overeny vplyv konzumadcie vybranych typov
potravin na kompoziciu ¢revného mikrobiomu. Cielom bolo porovnat’ bakteridlne zastipenie
kmenov Firmicutes, Bacteroidetes a rodov Bifidobacterium, Lactobacillus pred a po 14-diove;j
intervencii, pozostavajucej z konzumacie vybranych typov potravin, ktoré boli rozdelené
do dvoch kombinacii. Zvolenou metédou upravy potravin bolo smoothie, ktoré si ziskava stale
vacsiu popularitu a ziviny mohli byt rovnomerne rozdistribuované. Pri navrhu témy bolo
vychédzané z aktualnych poznatkov $tudii, ktorych vysledky potvrdzovali vplyv konzumacie
ovocia a zeleniny na kompoziciu ¢revného mikrobiomu. Vysledky diplomovej prace,
ale preukazali, ze 14-dhova intervencia ovocno-zeleninovym smoothie viedla k uréitym
zmendm v ¢revnom mikrobidéme u vyskumnej vzorky, ale rozdiely neboli potvrdené
na statisticky vyznamnej hladine (p-hodnota > 0,05).

Vplyv roznych typov potravin na zlozenie ¢revného mikrobiomu z pohl'adu 'udskych in vivo
studii je pomerne malo preskimand oblast. Su potrebné d’alSie $tadie na I'ud’och, ktoré by
zohladnovali viaceré faktory vplyvajuce na zloZenie ¢revného mikrobiomu s cielom lepSie
preskumat’ vzt'ah medzi potravinami a mikrobidomom. Umoznilo by to lepsie pochopit’ zlozité
interakcie medzi ¢revnym mikrobiomom a zlozkami stravy, ¢o by poskytlo lepsie pochopenie
terapeutickych uc¢inkov réznych potravin. V blizkej budicnosti by rozsiahli vyskum mohol
umoznit’ definovat’ ¢revny mikrobiom ako biomarker mnohych ochoreni a pouzitie réznych
typov potravin ako moznych latok na liecbu ¢revnej dysbiozy a pridruZzenych ochoreni.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

3D

ATP
AMP
BMAL1
BMI
CNS
CMC
CvD
DNA
FMT
FODMAP

FOS
GOS
HDL
IBD
IBS
IEC
IgA

U
LDL
MAMP
miRNA
PCA
PRR
PUFA
RNA
rRNA
SCFA
SIRT1
TMAO

trojrozmerny (three-dimensional)

adenozintrifosfat c(adenosine triphosphate)

antimikrobialne peptidy (antimicrobial peptides)

transkripény aktivatorovy protein (transcriptional activator protein)
index telesnej hmotnosti (body mass index)

centralny nervovy systém (central nervous system)
karboxymetylcelul6za (carboxymethyl cellulose)

kardiovaskularne ochorenie (cardiovascular disease)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

transplantacia fekalneho mikrobiomu (fecal microbiota transplantation)
fermentovatelné oligosacharidy, disacharidy, monosacharidy a polyoly
(fermentable oligosaccharides, disaccharides, monosaccharides and polyols)
fruktooligosacharidy (fructooligosaccharides)

galaktooligosacharidy (galactooligosaccharides)

lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein)

zapalové ochorenie Criev (inflammatory bowel disease)

syndrom drazdivého ¢reva (irritable bowel syndrome)

crevné epitelové bunky (intestinal epithelial cells)

imunoglobulin A (immunoglobulin A)

medzinarodnd jednotka (international unit)

lipoprotein s nizkou hustotou (low density lipoprotein)

molekularny model spojeny s mikrobom (microbe-associated molecular pattern)
mikroRNA (microRNA)

analyza hlavnych komponentov (principal component analysis)
receptory rozpoznavajuce Vzory (pattern recognition receptors)
polynenasytené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ribozomalna ribonukleové kyselina (ribosomal ribonucleic acid)
mastné kyseliny s kratkym retazcom (short chain fatty acids)

sirtuin 1 (sirtuine 1)

trimetylamin-N-oxid (trimethylamine N-oxide)
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