www.mikrobiom-cms.cz

20.6.2023

MIKROBIONIOVINY

Informadni servis

Ceské mikrobiomové spole¢nosti CLS JEP, z.s.

Motto mésice:

.Healthy Gut, Healthy You."

Upozornéni na akce:

20. - 22.6. Bratislava

International Probiotics
Conference
ZDE

22.- 24.6. Praha

Stanek CMS na Metronome
Fair v rdmci festivalu
Metronome Prague

/ZDE
25.6. Praha

Oslavy svétového dne
mikrobiomu, Muzeum
historickych nocniki a toalet,
Praha ZDE

27.6. Praha Motol

Mikrobiom v onkologii -
prednaskové odpoledne

/DE
5.-7.10. Olomouc

Kongres klinické
mikrobiologie, infekénich
nemoci a epidemiologie

ZDE

SVETOVY DEN MIKROBIOM!

JSME Vic LIDI
NEBO
MIKROBI?

Prispévky Informace Zminky Dalsi »

Editorial

Vazeni a mili kolegové a piiznivci Ceské mikrobiomové spoleénosti,
slusi se zadit dlileZitou novinou. Chceme drZet krok, tak jsme i my
expandovali do svéta socidlnich siti. Najit nas mliZzete na Twitteru,
Instagramu i Facebooku. Pravidelné zde od zacatku kvétna
umistujeme edukativni pfispévky pro Sirokou vefejnost, odkazy na
nase vystupy v jinych médiich a samoziejmé i tipy na vSemozné
akce s mikrobiomovou tématikou. Pokud tedy nechcete o nic
dllezitého pfijit, nastavte si odbér na nasich ,,socialnich

sitich” (twitter, instagram, facebook).

A co Cervnové Cislo? To se na rozdil od pfedchozich vyda trochu
vice do klinické mediciny, konkrétné do détské gastroenterologie
a léc¢by Crohnovy choroby. A¢ jiz vime, Ze v patogenezi nemoci
hraji roli zmény stfevni mikrobioty, stale nevime, jak toto zdvainé
onemocnéni vylécit. Nicméné existuje mnoho strategii, jak
Crohnovu chorobu Ié¢it. U mirného a stfedné tézkého pribéhu
jsou soucasti komplexni IéCby dietni opatfeni, ktera vyznamné
méni i stfevni mikrobiotu. A pravé na jednu novou a U¢innou dietu
zmény mikrobiomu se v rozhovoru zeptdme MUDTr. Terezy
Lerchové, Ph.D., détské gastroenterolozky z Pediatrické kliniky 2.
LF UK a FN Motol, toho ¢asu na vyzkumné stazi na Univerzité

v Goteborgu.
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Na hlavni ¢ast pak navaZzou nejzhavéjsi novinky ze svéta mikrobiomového vyzkumu. Dozvime se o praci
australskych koleg(, ktefi se zabyvali vztahem vyzZivy kojici matky a rizikem respiracnich infekci

u kojenych mysich mladat, v kuchyni se pak podivame na indickou specialitu jménem dhokla.

A samoziejmé nemUze chybét oblibend metodologicka sekce Petry Videriské, tentokrat o pripravé
sekvenacnich knihoven pro gen 16S rRNA.

Na zavér nemUze chybét pozvanka na nejvétsi akci v ¢eském mikrobiomovém rybnicku. Oslavy
Svétového dne mikrobiomu probéhnou v nedéli 25.6. v Muzeu historickych noc¢nik(l a toalet

v Modfanech (akce pro laické zajemce a rodiny s détmi) a v Utery 27.6. od 14:00 ve FN Motol (odborny
seminar na téma mikrobiom v onkologii). Stay tuned na nasich sockach.

Socidlnim sitim zdar a tém mikrobidlnim zvIast!

SVETOVY DEN MIKROBIOMU
Oslavte s nami v nedeéli 25.6. 2023 od 14:00 do 17:00

Vite jak souvisi lidsky mikrobiom
s nocnikem Napoleona Bonaparta?

To Vam prozradi odbornici z

ECMS

Ceska mikrobiomova spolecnost CLS J.EP.

KDE? Muzeum historickych nocnika a toalet

V Potockach 1020/6, 143 00 Praha 12 Modrany
(Tram 3 a 17 ,,Cechova ¢tvrt)

Téma mésice:

Jak se ménilécba Crohnovy choroby, a co na to mikrobiom ?

Crohnova choroba (CD) je jednim z fenotypu idiopatickych stfevnich zanétlivych onemocnéni
(inflammatory bowel diseases, IBD) charakterizovana chronickym zanétem kterékoli ¢asti

gastrointestindlniho traktu s progresivnim a destruktivnim pribéhem, jejiz vyskyt celosvétové naruista,

a to vyrazné i mezi détmi. Etiologie nemoci je stale nejasna, avsak vyrazné se na ni podili narusena
stfevni mikrobiota. Onemocnéni je typické stfidanim obdobi remise, tedy docasného klidu, a relaps,
tedy vzplanuti aktivniho onemocnéni s az desitkami prljmovych stolic s pfimési krve a hlenu dennég,
ztrdtou hmotnosti vyznamnou Unavou a malnutrici (u déti navic s rizikem poruchy ristu). Toto
onemocnéni stale neni vylélitelné, avSak existuje mnoho lé¢ebnych strategii jak docilit klinické remise
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pfi samotném zacatku projevud. U détskych pacientl se k tzv. indukci remise mirného a stfedné tézkého
prabéhu vyuZivaji dietni opatreni, kterad pochopitelné vyznamné méni i stfevni mikrobiotu. A pravé na
to, jaké jsou nové trendy v indukci remise CD u déti, jak tyto pFistupy méni mikrobiom a k ¢emu by se
tyto poznatky daly vyuzit, se v rozhovoru zeptdame MUDr. Terezy Lerchové, Ph.D., détské
gastroenterolozky z Pediatrické kliniky 2. LF UK a FN Motol, v sou¢asnosti na vyzkumné stazi na
Univerzité v Goteborgu.

AL

r

Terezo, mohla bys nam prosim pfibliZit jak jeSté nedavno vypadala indukce remise u CD?

Ano, jesté priblizné pred tremi lety jsme méli, kromé kortikosteroid(, které v ramci péce o détské
pacienty nevolime pfilis radi (riziko poruchy rlstu, osteoporozy aj.), k dispozici pouze jedno dietni
opatreni: vyluénou enteralni vyZivu (exclusive enteral nutrition, EEN). Tento terapeuticky pfistup v praxi
znamena3, Ze je pacientovi na dobu Sesti az osmi tydn( doporuceno pfijimat pouze tekutou enteralni
stravu (pfipravky typu Nutridrink). Zdsadni limitaci této indukéni [é€by, kterd se jinak ukazala jako velmi
efektivni, byla tolerance. Pro bézné dité je obvykle doba Sesti az osmi tydnd, kdy mu neni dovoleno
konzumovat zadné potraviny, pomérné dlouha a obtizné snesitelna. Podil Uspéchu vyluéné enteralni
vyZivy v navozeni remise onemocnéni nicméné s velkou pravdépodobnosti lezi pravé ve vylouceni
potravin, které vedou k negativni zméné ve slozeni strevniho mikrobiomu prozanétlivym smérem.

Ale pak se pfisel ,,game changer” v podobé CDED, ze?

Pfesné tak. V srpnu 2019 vysla pilotni kontrolovana randomizovanad préce, ktera sledovala dvé ramena.
Do prvni skupiny byli radomizovani pacienti, ktefi byli indikovani k tehdy béznému terapeutickému
postupu v podobé EEN. Druhé rameno potom tvofili jedinci, ktefi podstoupili intervenci, tedy nové
vyvinuté dietni opatieni: Crohn’s disease exclusion diet (CDED). Tato dieta je zaloZena na teoretické
rozvaze pramenici z epidemiologickych dat a studii na animalnim_modelu. Ze stravy jsou vylouceny
nékteré slozky, u kterych se predpoklada negativni dopad na stfevni mikrobiotu a integritu stfevni stény.
Zaroven se predpoklada, Ze u détskych pacientl bude CDED doplnénd o ¢aste¢nou enteralni vyZivu
(PEN) tolerovéana lépe nez exkluzivni enteralni vyZiva (EEN).

Co se tyce konkrétnich pravidel, CDED nepovoluje ve stravé Zzadny lepek, mlécné vyrobky, pecivo
(lepkové i bezlepkové), Zivocisny tuk (konzervované potraviny), pramyslové zpracované maso, vyrobky
obsahujici emulgdtory, konzervované zboZi a viechny balené produkty s vyznacenym datem spotieby.
Definuje dokonce i potraviny, které je potfeba konzumovat denné (kufeci prsa, 2 vejce, 2 banany, 1
jablko, 2 brambory) a stejné tak i povolené potraviny: napft. bila ryZe, ryZzové nudle, vybrané druhy ovoce
a zeleniny (napt. avokado, listovy salat, okurka atd.). MnoZstvi povolené denni konzumace jednotlivych
potravin je vSak presné definovano a vyZaduje peclivou edukaci nutricnim terapeutem Skolenym v dané
problematice. Co se tyce dochucovani, nékteré bylinky (rozmaryn, tymian, mata, koriandr, bazalka,
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petrzel, kopr) jsou povoleny, ale viechny primyslové pripravené omacky (kecup, horcice, majonéza atd.)
jsou zakazané. Dieta povoluje 18—-20 g vlakniny denné. Plati zde obecné pravidlo: ,,Co neni povoleno, je
zakazano!“ Je treba fici, Ze v rdmci této studie byla CDED v prvnich Sesti tydnech doplnéna o 50%
denniho kalorického pfijmu cestou enteralni stravy (tzv. parcidlni enteralni vyZiva, PEN) a ve druhych
Sesti tydnech jiZ tvofila jen 25% denniho kalorického pfijmu. Celkova doba indukce remise cestou CDED
tedy trva 12 tydn(.

Shrnuti - co zakazuje CDED ?
Zivodigné tu ky (méslo, sadlo)
PSenice a produkty z ni
Mlécné vyrobky

Cervené maso a uzeniny
Maltodextrin

Karagenan (stabilizator)

Sice ma v nazvu exkluzni, tedy restriktivni, presto je to ale asi pacienty a jejich rodinami vnimano
lépe, ne ?

Ano, minimalné takova je predstava, ktera byla jednoznacné potrvzena i v dfive zminéné izraelské praci.
Nicméné z vlastni zkuSenosti musim pfiznat, Ze jsme se €asto potykali s komplikacemi i v rdmci terapie
cestou CDED. Dodrzeni tohoto dietniho opatfeni je pomérné slozité, nebot klade naroky nejen na
sloZeni potravin, ale i na jejich zpracovani, uchovani a ¢erstvost. Nicméné po predstaveni EEN jako
alternativy volila vétSina pacientl i jejich rodi¢l jednoznacné CDED jako prijemnéjsi variantu.

Neni se cemu divit! Zpatky k té studii, nase ¢tenare bude hlavné zajimat, jak CDED méni stfevni
mikrobiom.

Rozumim. Z klinického hlediska dochazi u vétsiny pacientl pti dodrzovani diety CDED (s adekvatnim
podilem enterdlni vyZivy) ke snizeni parametrd odrazejicich aktivitu stfevniho zanétu (fekalni
kalprotektin, C-reaktivni protein). Pozitivni zmény jsou vSak pozorovany i ve sloZeni stfevniho
mikrobiomu. Na tomto misté je zfejmé dllezZité zminit zejména 6. tyden, kdy byly popsany pozitivni
zmény v obou studijnich ramenech (CDED + PEN vs. EEN); nar(st ve tfidé Clostridia s vysokym podilem
producentll mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) a soucasny pokles Proteobacteria, které jsou
asociovany se stfevnim zanétem. Vyznamny rozdil mezi obéma skupinami se viak projevil az ve 12.
tydnu, kdy ucéinek vyhradné enteraini vyZivy (EEN) pomalu mizi - autofi pozorovali opétovny narust

u Proteobacteria a vyrazné méné vyznamny narUst u Clostridia ve srovnani s 6. tydnem. Naopak u osob
uzivajicich CDED s ¢astecnou enterdlni dietou byl ve 12. tydnu stale patrny vyznamny pozitivni vliv
|éCebného opatieni na stfevni mikrobiom - trvaly pokles u Proteobacteria a minimalné srovnatelny
narUst u Clostridia oproti 6. tydnu. Obdobi ukoncéeni indukce remise (12. tyden) ma pro pacienta zasadni
vyznam, protoZe rozhoduje o dalSim vyvoji stfevniho onemocnéni, tj. o jeho vyvoji do trvalého
klidového stadia nebo relapsu s nutnosti opakovat indukéni 1é¢bu.

Skupina Bakterialni taxony TydenOvs 6 Tyden O vs 12

CDED +PEN Clostridia vzestup vyraznéjsi vzestup*
Proteobacteria pokles trvaly pokles

EEN Clostridia vzestup slabsi vzestup*
Proteobacteria pokles opétovny narlst
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Takze pozitivni vliv na stfevni mikrobiom vyvolany EEN je jen docasny, kdezto CDED ma tendenci
fungovat dlouhodobé.

Ano. Pravdépodobné stejné jako je CDED pro pacienty stravitelnéjsi, je s nim spokojenéjsi i ta spravna
Cast stfevni mikrobioty.

On ten cely dietni pfistup k 1écbé IBD se tipIné zménil, Ze? Dfive se doporucovala bezezbytkova strava
a najednou si maji pacienti vafit zeleninu, lusténiny a nékteré obiloviny, tedy spoustu vlakniny.

Ano, je to tak, doba, kdy pacientlim s IBD byla s cilem ovlivnéni aktivity stfevniho zanétu doporucovéana
bezezbytkova strava, je pryc. Vyznamny podil jde opét za stfevni mikrobiotou - ta vlakninu vyuZziva
k tvorbé jiz zminovanych SCFA, které, jak znamo, prispivaji k udrzovani integrity stfevni sliznice.

Existuje jesté néjaka jina dieta, ktera se zkousi v indukci remise?

Aktudlné v bézné praxi v ramci kazdodenni péce o détské pacienty nikoliv. Existuje jeSté jedno dietni
opatreni, které bylo v tomto kontextu zvazovano — dieta s nazvem CD-TREAT. Jde o dietu, ktera je
navrzena tak, aby svym sloZzenim odpovidala enteralni vyZivé. Nicméné v soucasné dobé nemame
dostatek dlikazu, abychom tento pfistup doporudili jako variantu pro navozeni remise u détskych
pacientll s Crohnovou chorobou.

Terezo, moc dékuji za rozhovor a preju hodné zdaru ve Svédsku!

Ja moc dékuiji.

Metodické okénko aneb pro¢ o stirevnim mikrobiomu stale
h...o0, pardon, STOLICI vime

Po minulém vzletném okénku, které vas vzalo do svéta vyspélé sekvenacni technologie, nas c¢eka navrat
na zem. Tedy do prachobycejné laboratofe. Dneska si totiz fekneme néco k pfipravam knihoven (tedy
vzorkd, které se pak vkladaji do sekvenatoru), a na to staci povétsinou standardni vybaveni laboratofe,
Sikovné ruce a dobfe promazané pipety. A vyhriite si rukavy, zaéneme zostra ptipravou knihovny genu
pro 16S rRNA. Tedy amplifikujeme si usek tohoto genu, ktery ndm umoini ziskat jakysi ne zcela presny,
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ale i tak velmi cenny seznam bakterii, které se ve vzorku nachazi (nebo, pokud jste se rozhodli nechovat
se ke vzorku jako k té nejcennéjsi véci co jste kdy méli tu Cest vyuZit pro nabyti novych informaci
potencialné spasivsich tento svét (za dnesni specialitu prohlasuji zavorky v zavorce; vy si myslite, ze
Ctete tvrdou védu pfitom spolecné vracime do ¢estiny rychle mizejici pfechodniky, ¢imzZ zvySujeme jeji
diverzitu), tak seznam kontaminujicich pfistéhovalcl pochazejici z vasich chrchld... nebo prostredi

a nebo ¢ehokoliv co se kolem mihlo). Pokud jsem si myslela, Ze minulé okénko bylo jen pro odvazné
Ctenare, pripoustim, Ze tohle uz preziji jen nejsilnéjsi jedinci, ktefi maji jisté povédomi o molekularni
biologii a jiz zkoumaji nebo planuji mikrobiom zkoumat ve svych laboratofich. Presto se opét poustim do
relativné vycCerpdvajicich podrobnosti, protoze pravé témto odvazlivellm mohou nasledujici radky usetrit

mnoho ¢asu, nervll i penéz.

Uz jsme si néco fekli k vybéru primerQ. Nyni k tomu doplnime novou podminku - kdyZ chceme
osekvenovat cely amplikon, musi mit pravé takovou délku, aby po precteni readu 1 z jedné strany

a readu 2 z druhé strany mohlo dojit k prekryvu cca 50 bp. Odvazni mohou jit i nizZ, tohle je
doporucovany prekryv, kazdopadné je dobré mit spiSe vétsi rezervu nez mensi, neb ne kazdy sekvenacni
run (béh) je dokonaly od zacatku do konce. To vdm umozni ready spojit a ziskat tak celistvou sekvenci.
Nejcastéji se amplikony sekvenuiji kity pro 2x250bp nebo 2x300bp. Propocitani je trochu véda, protoze si
za chvili predstavime 4 strategie ptipravy amplikond a u kazdé se muZe to, co pfesné sekvenator
sekvenuje, mirné lisit. Pokud jste inovativni ve vybéru primerl nebo strategie pfipravy knihovny,
doporuduiji si vzit papir a tuzku a poéitat nukleotid po nukleotidu, at vdm nezlistanou dvé hromadky

nespojenych readu.

A nyni jiZ ty 4 strategie, které miZete obdivovat v jedinecném grafickém zpracovani niZe:

1. Jednostupiiovd PCR

PCR s primerem, ktery kromé specifické oblastinese také sekvence adaptoru
nutné pro samotnou sekvenaci

Gene specific sequence - komplementarni k vybrané konzervativni oblastigenu
pro 165 rRNA

PS5 a P7 oblasti - slouzik nasednutina flowcell

Seq area - misto pro nasednutisekvenaéniho primeru

- Tyto éasti nejsou ve vysledné sekvenci

Tag - znacka pro jednotlivé vzorky, navriena uzivatelem

*Soucasti maze byt spacer/primer linker, primer pad atd...

3. Dvoustupiiovd PCR s vnitfnimi tagy

1. kolo PCR s primerem, ktery kromé specifické oblastinese vnitfniznackua
overhange

Gene specific sequence — komplementarni k vybrané konzervativni oblastigenu
pro 16S rRNA

InnerTag - vnitiniznacka pro jednotlivé vzorky, navriena uzivatelem

*Soucasti mize byt spacer/primer linker, primer pad atd...

Overhange - slouzi pro nasednuti adapteru, komeréni, nejéastéji Nextera XT

2. kolo PCR
Pripojeniadapter(, obsahuji komplementarni oblastk overhangu, PS a P7 oblasti
- slouzik nasednutina flowcell a Seq area — misto pro nasednuti sekvenaéniho

primeru
Index -

znaéka pro jednotlivé vzorky, souéastiadapteru od vyrobce

Seqarea +ov

2>
"dﬁ
*2

P7

2. Dvoustupnova PCR

1. kolo PCR

Gene specific sequence — komplementarni k vybrané konzervativni oblasti
genu pro 165 rRNA

Tag - znacka pro jednotlivé vzorky, navriena uzivatelem

*Soucasti mdze byt spacer/primer linker, primer pad atd...

Overhange - slouipro nasednutiadapteru,

komeréni, nejéastéji Nextera XT

[}

2. kolo PCR ;
PFipojeni adapter(, obsahuji komplementarni oblast k overhangu, P5 a P7
oblasti — slouzi k nasednuti na flowcell a Seq area — misto pro nasednuti
sekvenacniho primeru

Index - znacka pro jednotlivé vzorky, soucastiadapteru od vyrobce

%
2
U«'
g TIN

area + overhange ¢~
/,"('
g

4.Za pomoci kitu pridavajiciho adaptory ,na tupo”
1. Krok PCR
Gene specific sequence — komplementarni kvybrané konzervativnioblastigenu
pro 16S rRNA
*Soucasti mize byt spacer/primer linker, primer pad atd...

2. krok Pfipojeni adapter( pomociligace (mize nasledovat PCR dle zvoleného
kitu)

Seq area — misto pro nasednutisekvenaéniho primeru

Index - znacka pro jednotlivé vzorky, soucastiadapteru od vyrobce

PS5 a P7 oblasti - slouzik nasednutina flowcell

®
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*Pro vysvétleni se podivejte zde .

Kazda strategie ma své vyhody a nevyhody a neexistuje univerzalni pfistup vhodny pro vSechny
laboratore. Vidy je pfi rozhodovani dilezitych vice hledisek a pro rizné laboratofe muize byt
ekonomictéjsi a vyhodnéjsi jina strategie (napt. rozhoduji poCty vzork(l, adekvatnost optimalizacnich
postupll apod.).

1. Jednostupriova PCR

Jedna se o sekvenaci pfimo produktl amplifikace, kde pouzivate primery, které obsahuji kromé
sekvence komplementarni k oblasti zajmu taktéz vsechny oblasti, které jsme si popisovali v minulém
okénku, Ze musi obsahovat adaptor. Nevyhodou takovéhoto pfistupu je to, Zze pokud sekvenujete napf.
200 vzorkd, musite mit 201 (v pfipadé jednoho univerzalniho reverse primeru bez znacky (tagu) pro
vSechny vzorky) nebo 400 primer( (reverse primer( bude stejné jako forwardu a kazdy bude opatien
znackou (tagem), coz pomUze odhalit chiméry vzniklé sekvenaci). Kazdopdadné jich musite hned na
pocatku nakoupit velké mnoZstvi, a protoze jsou hodné dlouhé, nepatfi mezi nejlevné;jsi. Navic je tento
pristup velice neflexibilni (pokud se ¢asem rozhodnete pro jinou specifickou oblast zajmu, celou vysokou
Gvodni investici miZete splachnout do zachodu a vzit si dalsi hypotéku). Nicméné pokud vite, Ze
specifickou oblast ménit nebudete, ale naopak budete sekvenovat jako o Zivot tisice vzork(, pak se
najednou, coz je velice citlivé na spravnost méreni koncentrace a pipetovani béhem poolovani
(smichavani vzork(). Velice snadno se mlze stat, Ze mate vzorky ve vysledné knihovné nerovhomérné
zastoupené, takZe u nékterych vzorkd mate velice hlubokou prosekvenovanost a u jinych zase tak
nizkou, Ze jsou takika nevyhodnotitelné.

2. Dvoustupnova PCR

U této strategie pouZijete primer, ktery kromé specifické sekvence komplementarni k oblasti zajmu
obsahuje tzv. overhang, ktery usnadniuje pfi druhém kole PCR nasednuti adaptoru. Oproti strategii
predchozi tak potfebujete pouze jeden par primera do prvniho kola PCR. Vzorky mezi sebou odlisujete
az v druhém kole PCR, kdy k nim pridavate adaptory se znackami. Nejéastéji se jedna o komeréni
adaptory (a z téch komercnich je to nejcastéji llumina Nextera XT). Vyhodou tohoto protokolu je to, Ze
Ize postupovat dle protokolu pfimo vydaného pro metagenomické studie od lllumina a vyhnete se tak
zdlouhavym optimalizacnim postuptim. Také pripojovani adaptorl pres overhang je velice icinné

a nenastdvaji tak s druhym kolem PCR povétsinou zadné problémy. Nevyhodou je opét michani vSech
vzorkll najednou, cena za komeréni adaptory (pfi 200 vzorcich nebo pti poctu vzorkd 200 ) a také velky
pocet reakci a tim padem celkové naklady (zatimco v pfi predchozi strategii délate na 200 vzorkd 200
PCR reakci, zde na 200 vzork( délate reakci 400, tedy dvojnasobné naklady na PCR mixy, Spicky, desticky
a dalsi).

Vzorek Primery s vnitini Indexy - 2.PCR
znackou — 1.PCR

1-20 1-20 1

21-40 1-20 2

41-60 1-20 3
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3. Za pomoci kitu pridavajiciho adaptory ,,na tupo”

Tato strategie je v podstaté neflexibilnéjsi ze vSech. MUzZete vzit jakékoliv primery, co v laboratoti mate
(a vysledny produkt ma vhodnou délku pro sekvenovani), a po PCR k produktim naligujete (pfipojite)
komeréni adaptor. Staci vam tu tedy zase jeden par primerl, u néhoz se nemusite trapit se Zadnymi
specialitami typu overhang. Adaptor se miZe pouze naligovat (jedna se o adaptory a upravené postupy
z kitll, které jsou tzv. PCR free, tzn. pro pripojeni adaptoru se nepouziva PCR), nebo naligovat a celd
sekvence se jesté zmnoZi v druhém kole PCR. V pfipadé Ze pouZijete PCR free kit, usetfite nékolik cykll
a to se vZdy pocita (vice k tomuto tématu v pristim okénku), ale zase mlzZete mit zoufale malo produktu
a také ne vzdy je ligace dostate¢né Gc¢inna a tak mate hodné amplikon( z prvniho kola PCR bez
adaptoru, coz znesnadnuje urcit sprdvnou koncentraci téch s navdzanymi adaptory. Dal$i nevyhodou
tohoto postupu je uz staré znamé poolovani vsech 200 vzork( najednou. Tento postup se vyplati
zejména tam, kde se micha vicero amplikonovych knihoven z rliznych zdroj. Staci pouze uZivatele
informovat o tom, jak dlouhy ma byt amplikon, nasledné vytvorené amplikony sesbirat a vSechny ted' uz
stejnou metodou opatfit adaptory.

Tak, to hlavni mame za sebou a jesté nez se spolu rozloucime, dovolim si tu néco napsati k tzv.
fazovanym primertm. Jak od minula vime, sekvenator sekvenuje tak, Ze vytvofi klastry z kazdé sekvence
a pak sekvenuje pomoci fluorescenéné znacenych terminalnich nukleotidd. Tedy po kazdé inkorporaci
nukleotidu ndm to zasviti néjakou barvi¢kou, sekvenator urci, ke kterému pismenku konkrétni signal
(barva) patfi, a jede se dal. Tento systém je ale velice citlivy na to, aby nesvitily vSechny klastry najednou
stejné, protoze pak je pro detektor (kameru) velmi obtizné od sebe klastry odlisit a priradit spravny
nukleotid. A my si dokonce dovolujeme sekvenovat s dovolenim takovou prasarnu, jako jeden jediny
amplikon, ktery notabene zacind v konstantni oblasti genu pro 16S rRNA a tudiZ je homogenita naprosto
skandalni a hlavné téZce sekvenovatelna.

Bojujeme proti tomu tfemi strategiemi. Za prvé, knihovny mirné podklastrujeme, coz znamena, ze
davame trochu nizsi koncentraci nez u genomovych knihoven, které jsou dostate¢né heterogenni. Za
druhé pridame vice PhiX, coz je cizorodd DNA kupovéana pfimo od lllumina, ktera je heterogenni a slouzi
v nizké koncentraci jako takova pozitivni kontrola runu a ve vyssi koncentraci nam pomadha zvysit
rozmanitost nasi jinak homogenni knihovny. Samozirejmé misto PhiX mlzete pridat i jakoukoliv
genomovou knihovnu a nevyhodite tak x % sekvenci oknem jako pti pouZiti PhiX. Mno a za tfeti miZete
pouzit fazované primery, tedy jesté pridate pred specificky primer vzestupny pocet nukleotidd (ale zase
asi neni vhodné pridavat vice nez 8-10 nukleotid(, protoze pak uz by se zase zbytec¢né prodluzoval
primer). Tim se relativné efektivné zheterogenizuje knihovna, protoze uz nam vsechny amplikony
nezacinaji stejnymi nukleotidy, ale je to vzdy u ¢asti posunuto o nukleotid az nékolik nukleotidd. Nic na
svété neni zadarmo, a i tento velmi elegantni postup ma své nevyhody. Diky nestejné délce primeru
vzniknou produkty o nestejné délce, se kterymi si nejcastéji pouzivané bioinfomatické pipeline (napf.
DADA2) neumi poradit. Nicméné kazdy problém ma reseni a o tomto si povime nékdy pfisté, az
dojdeme k problematice bioinformatické analyzy dat.

Jak vidite, i jen vybér spravné strategie pfipravy amplikon( je nelehka véda a i to je dGivod, proc¢ o
stfevnim mikrobiomu stale h...o, pardon, STOLICI vime.
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Novinky: Strava kojicich matek mize zménit
mikrobiotu potomk a zabranit rozvoji infekce
dychacich cest.

Co je jiz zndmo. Spatnd strava matky mdze u jejiho potomka zvysit
riziko zdvazného priibéhu infekci dolnich cest dychacich, které jsou
hlavni pficinou détské umrtnosti. Pfestoze je znamo, Ze vldknina ve
stravé mlze ménit sloZeni stfevni mikrobioty, zUstava nejasné, jak
strava kojici matky ovliviiuje riziko respiracnich infekci u kojeného
potomka.

Co tento vyzkum p¥inasi nového? Pfi praci na mysich dosel tym
australskych védcu k zavéru, Zze maji-li kojici matky ve stravé nizky
obsah vldkniny, zvysuje se tim zavaZnost infekci dolnich cest
dychacich u jejich potomk - pravdépodobné v disledku zménénych
reakci imunitniho systému. Strava s nizkym obsahem vlakniny méni
totiz sloZeni materské mlééné mikrobioty a nasledné i slozeni stfevni
mikrobioty kojenci. Takto kojenym mysim mladatdm chybély
bakterie produkujici propionat — jednu z mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFA), tedy zasadni pro stfevni zdravi. Navic, tyto zmény
vedly k nizsi produkci FIt3L, molekuly, kterd zvysuje pocet imunitnich
bunék aktivaci jejich progenitord. Oproti tomu mysi mladata osidlena
bakteriemi produkujicimi propionat nebo mladata, kterym byl
propionat poddvan, byla chranéna pred zavaznymi infekcemi dolnich
cest dychacich. Vysledky byly recentné publikovany v prestiznim
Casopise Immunity.

Zaveéry. Tato zjisténi naznacuji, Ze zmény stfevni mikrobioty vyvolané
stravou s nizkym ptijmem vldkniny u kojicich matek maji negativni vliv
na zdravi kojenych potomkd. A naopak, dostatecny prisun vlakniny u
kojicich matek mlze poskytnout ochranu pred respira¢nimi infekcemi
kojenych mysich mladat tim, Ze reguluje vyvoj klicovych slozek
imunitniho systému v boji s moznou infekci.

Kuchynské okénko

Dhokla

Tentokrate nam v mikrobiomové kuchyni pfipravi mili mikrobi
specialitu zvanou Dhokla, ktera je zaroven prehlidkou excelentnich
kofeni. Jedna se o pikantni specialitu pochdzejici z Indie. Pfipomina
,dort”, kdy se ,tésto” pfipravuje z ryZe a cizrny (typ Bengal gram)

a toto tésto nasledné podléhd fermentaci. Nékdy se cizrna nahrazuje
kajanem indickym nebo fazolemi mungo.

Susena ryzZe a loupana pllena cizrna (chana dal) se namaci na noc,
vlastni fermentacni proces probiha alespon 4 hodiny. Pfidava se
koriandr, zazvor, chilli. Fermentované ,tésto” poté 15 minut vafime

vvewv

seminkem nebo kminem, zelenymi chilli paprickami a kari listky.
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Dhokla se serviruje napf. s fritovanymi chilli paprickami, mGzeme
pridat i Cerstvy koriandr, ptipadné strouhany kokos.

A pokud byste hledali, kdo pfipravil tuto dobrotu, tak jsou to:
Lactiplantibacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides a
Enterococcus faecium. Vice se o Lactiplantibacillus plantarum v indické
kuchyni doctete zde, typy Dhokly uvadi wikipedia. Recept samoziejmé
nechybi na zkvaseno.cz, jejichZz novou knihu jiz netrpélivé vyhlizime.
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Tentokrat se do viru vSeho kvaseného a fermentujiciho vrhla nase odvaina védkyné, redaktorka
a gurmanka Lucie Najmanova.

Pozdni jaro bylo letos nabito kvasenim vSeho druhu. Odstartoval to Miso & Kimcchi workshop s Viadou
Sojkou. Pokud jste vyznavaci téchto asijskych pochoutek, viele doporucuji — domaci vyroba se
surovinami z e-shopu Fermentarum.cz a asijské velkotrznice SAPA vyjde na zlomek ceny, a chuté Ize ladit
presné dle pozadavkl stravnikd (vice chili, bez ¢esneku, hodné zazvorové, nebo tfeba veganské —
fantazii se meze nekladou).

Spolecné vareni, nakladani a povidani bylo spojeno s degustaci asi deseti druhti domacich MISO past
(neuvérite, co vSechno se da zkvasit do lahodného misa), nékolika variant kimdcchi, misocibulacky
s Cerstvymi smrzi a domacim kvaskovym chlebem. VSechno jsme to zapijeli kombuchou a vodnim
kefirem. Soucasti MISO-story bylo i dlivérné seznameni s nékolika kmeny kropidlakl Aspergillus oryzae,
ochutnali jsme koji ryzi a pfipravili z ni japonsky dezert amazaké — to vie ve stylovém prostiedi prazirny
kavy Respekt Coffee.
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Jen o par tydnd pozdéji jsem méla to $tésti v ramci seminare ,,CO/SENSE AND RE/CREATE“ ktery
poradala Doc. Tereza Stockelova ze Sociologického Ustavu (znate z Unorového cisla mikrobio(m)novin)
nakouknout do taja kvaseni na ukrajinsky zplQsob. Autenticka kvasena rajcata, zeli, okurky, kvétak nebo
houby mUzete ochutnat i vy, v ukrajinské polévkarné The Bors¢ v Praze na Vinohradech.

Velmi osvézZujici slany kvaseny vodni meloun bohuZel v restauraci na jidelnim listku nenajdete.
Z melount, které mame v nasi obchodni siti, pry dobfe zkvasi tak sotva polovina. Pokud se ale vypravite
na dovolenou nékam jiznéji, tuhle zajimavost si nenechte ujit.

Posledni, s kym bych Vas chtéla seznamit, je Vaclav Smolik, ktery provozuje kousek od Dobftise rodinnou
ocetérii. Na semindr nam pfinesl mimo jiné ochutnat i své jablecné octy. Védéli jste, Ze ve stfedovéku se
balsamikové octy pouzivaly jako desinfekéni prostfedek pro uchovani pitné vody na dlouhych cestach?
A také jako léky na nejriznéjsi potize od nachlazeni po porodni bolesti? A Ze se davaly jako vysoce
cenéné svatebni dary nebo dédily? My jsme si balsamicem od Vaclava pfipili na zdravi a bylo skute¢né
lahodné.

Cely seminar byl zakoncen divadelnim predstavenim ,Ja kimchi“ a ochutnavkou kimchi zmrzliny. Kontakt
na producentku této neobvyklé pochoutky v redakci mame, a pokusime se pro Vas zafidit degustaci na
nékterou z letnich akci ke Svétovému dni mikrobiomu.

Toto Cislo pro vas pripravila
redakéni rada.
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