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Moznost vyuziti probiotik pri hojeni ran

Souhrn

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, o nichz je zndmo, ze vykazuji cetné pozitivni
ucinky na zdravi hostitele, zejména na jeho gastrointestinalni trakt, kde udrzuji mikrobialni
homeostazu. Mezi zakladni mechanismy ucinku probiotickych bakterii patii ptevazné
modulace imunitniho systému hostitele, inhibice patogennich mikroorganismu ¢i tvorba
onemocnéni a mohou urychlovat proces hojeni ran.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat vliv vybranych druhti laktobacili
na rychlost hojeni bunééného poskozeni a podporu bunécné migrace. Pti pfipravé bunéénych
lyzatd pomoci ultrazvukového homogenizatoru byly vybrany tfi bakterialni kmeny:
Lactobacillus acidophilus, L. paracasei a L. reuteri o ptivodni koncentraci 10° KTJ/ml.
Nasledné bylo na in vitro modelu kolorektalniho adenokarcinomu bunécéné linie HT29
a modelu kozniho epitelu bunééné linie NHDF-Neo vytvotfeno poskozeni. Pomoci inverzniho
mikroskopu byla sledovana rychlost jeho hojeni a migrace bunék v danych ¢asovych
intervalech. Pofizené snimky byly analyzovany v programu opensource TSscretch a vysledky
statisticky vyhodnoceny.

Vsechny testované kmeny vykazovaly po 24h expozici znamky hojeni epitelu.

U sledovani rychlosti hojeni doslo u vzorki osetfenych LAC ke zpomalené reepitelizaci

U obou typt bunééné linie, naopak u sledovani bunééné migrace se pouziti LAC jevi jako
piinosné po porovnani s kontrolou. Nejrychlejs$iho hojeni na bunééné linie HT29 dosahl L.
paracasei, kde sitka rany byla o 3,02 % vétsi oproti kontrole. U koZzniho modelu po 24h
vykazoval nejlepsich vysledku L. acidophilus, kde doslo ke zmenSeni, ale rana byla o 7,49 %
vétsi v porovnani s kontrolou. Na rozdil od toho bunééna migrace na bunééné linii HT29
probihala po 24h nejrychleji u vzorku s L. paracasei, kde rana byla mensi o 5,85 % oproti
kontrole. Po stejné dobé byla na bunééné linii NHDF-Neo u vzorku L. acidophilus mira
reepitelizace 0 2,25 % vétsi v porovnani s kontrolou. Vyrazné€ zpomalené znamky
reepitalizace v porovnani s kontrolnim vzorkem vykazoval L. reuteri.

Ziskané hodnoty poukazuji na fakt, ze rizné druhy probiotik vykazuji ¢astecny vliv
na rychlost procesu hojeni vzniklého poskozeni. Usp&snost je zavisla predevsim na daném
probiotickém kmeni, bunééné linii, ale i ¢ase expozice. Je pravdépodobné, zZe jiné bakterialni
kmeny mohou vykazovat vyznamnéjsi aktivitu pfi reepitelizace.

Klic¢ova slova: Probiotika; poranéni; bunééna migrace; stfevni epitel; kozni epitel; bunécny
lyzat.



Possibility of using probiotics in wound healing

Summary

Probiotics are live microorganisms administered to improve microbial balance,
particularly in the gastrointestinal tract, where they maintain microbial homeostasis. The basic
mechanisms of action of probiotic bacteria mainly include modulation of the host's immune
system, inhibition of pathogenic microorganisms or the formation of an anti-inflammatory
response. Probiotics are also used to prevent / or treat skin diseases and can speed up the
wound healing process.

The aim of this diploma thesis was to test the effect of selected species of lactobacilli
on the rate of healing of cell damage and the promotion of cell migration. When preparing cell
lysates using an ultrasonic homogenizer, three bacterial strains were selected: Lactobacillus
acidophilus, L. paracasei and L. reuteri with an initial concentration of 10 CFU/ml.
Subsequently, the in vitro model of colorectal adenocarcinoma of the HT29 cell line and the
skin epithelial model of the NHDF-Neo cell line developed damage and the rate of cell
healing and migration at given time intervals was monitored using an inverted microscope.
The captured images were analyzed in the opensource TSscretch program and the results were
statistically evaluated.

All tested strains showed signs of epithelial healing after 24 hours of exposure. In
monitoring the rate of healing, samples treated with LAC showed a slow reepithelialization in
both cell line types, while in monitoring cell migration, the use of LAC appears to be
beneficial compared to the control. The fastest healing on HT29 cell lines was achieved by L.
paracasei, where the wound with was 3,02 % larger than the control. In the skin model after
24 hours, L. acidophilus showed the best results, where there was a reduction, but the wound
was 7,49 % larger compared to the control. In contrast, cell migration on the HT29 cell line
was fastest after 24 h in a sample with L. paracasei, where the wound was 5,85 % smaller
than the control. After the same time, the rate of reepithelialization on the NHDF-Neo cell
line in the L. acidophilus sample was 2,25 % higher compared to the control. L. reuteri
showed significantly slower signs of reepitalization compared to the control sample.

The obtained values indicate the fact that different types of probiotics have a partial
effect on the speed of the healing process of the damage. Success depends mainly on the
probiotic strain, cell line, but also the time of exposure. It is likely that other bacterial strains
may show more significant reepithelialization activity.

Keywords: Probiotics; injuries; cell migration; intestinal epithelium; skin epithelium; cell

lysate.
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1 Uvod

oy oo

ve starovékych fimskych a feckych spisech. Védomé vyuzivani G¢inku probiotik na lidského
zdravi je vSak datovan az na zac¢atek minulého stoleti. Pravidelné konzumaci probiotickych
mikroorganismil je pfisuzovan piiznivy vliv zejména na gastrointestinalni trakt konzumenta.
To lze ptedpokladat i z doslovného piekladu feckého slova ,,pro bios“ znamenajici ,,pro
Zivot®.

Nejcastéji pouzivanymi probiotiky jsou bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium
a Streptococcus, které jsou i ptirozenou soucasti lidské bakterialni mikrobioty. Nejvétsi pocet
a nejrozmanitéjsi bakterialni osidleni se vyskytuje ve stievé, kde jsou idealni podminky
pro jejich preziti, rist a rozmnozovani. Mezi faktory ovliviiujici jejich prichod travicim
traktem patii nizké Zalude¢ni pH, pouZzivani antibiotik a schopnost probiotickych
mikroorganismi pfilnout ke sliznici stieva a trvale ji kolonizovat.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Probiotika izolovand z traviciho traktu ¢lovéka mohou mit pozitivni efekt
na rychlost hojeni ran v rozdilnych bunéénych modelech.

Cilem prace je pomoci in vitro modelu simulovat poranéni stfevniho a kozniho epitelu
a sledovat rychlost buné¢né migrace a hojeni vlastniho poranéni po piidani bunéénych lyzata
ziskanych z probiotik izolovanych z traviciho traktu.



3 Literarni reSerse
3.1 Zakladni definice poranéni

Poranéni neboli rana je definovana jako naruseni ¢i poskozeni anatomické
struktury a funkce kize, sliznice ¢i jiné tkan¢ (Seebauer et al. 2019). Nejb&znéjsi,
jednoduché, povrchové rany zasahuji do kiize a podkozni tkan€ a jejich hojeni probiha
vétsinou bez komplikaci, zatimco u komplexnich, hlubokych ran dochazi k vyznamné ztraté
nebo devitalizaci tkan€, coz je Casto spojeno se sekundarni komplikaci jako je naptiklad
infekce rany v dasledku poskozeni pfirozené ochranné bariéry a nasledné invazi
mikroorganismil do mista poranéni. Pfi hlubSich ranéch, sahajicich do subkutanni tkan¢ muze
dojit k poskozeni Slach, svall, cév, nervii, parenchymalnich organd, kosti ¢i jinych struktur
(Kumar & Leaper 2008; Velnar et al. 2009). Tyto rany mohou byt zptisobeny timyslné ¢i
nahodné jako disledek internich ¢i externich patologickych procest pisobicich na postizené
sliznici nebo organu. Jakékoliv formy poskozeni tkan€ narusuji homeostazu vnitfniho
prostiedi, tim jsou spustény obranné fyziologické procesy jako je krvaceni, kontrakce cév,
aktivace koagula¢niho a komplementového systému, zanétova odpoveéd’ a dalsi na sebe
navazujici reakce (Robson et al. 2001). Jak uvadi Strecker-McGraw et al. (2007), Ize rany
klasifikovat podle typu poskozeni na ranu bodnou, feznou, se¢nou, trznou, zhmozdéninu nebo
odfeninu. Dalsi zptsob déleni je na zéklad€ casu potfebného k Gplnému zahojeni poranéné
tkané na akutni a chronické.

Akutni ranou je mysleno pteruseni celistvosti jakékoliv tkan€ vzniklé pii traumatickém
poskozeni nebo po chirurgickém zékroku. K zahojeni akutni rany dojde obvykle samovolné
béhem 5 az 30 dni (Velnar et al. 2009). Naproti tomu u chronické rany dochazi k preruseni
celistvosti jakékoliv tkané vyzadujici i pies adekvatni 1é¢bu dlouhou dobu rekonvalescence,

a to vice jak 6 tydnii. Mezi chronické rany nejsou zahrnuty ty rany, které 1 pfes normalni
hojeni vyzaduji kviili své velikosti delsi dobu na reepitelizaci (Seebauer et al. 2019). Lécba
téchto ran je ¢asto komplikovana nékolika faktory, které prodluzuji jednotlivé faze hojeni.
Mezi tyto faktory patii predevsim infekce v misté poranéni, tkanova hypoxie, vznik exsudatu,
pfitomnost nadmérné hladiny prozanétlivych cytokini az nekréza tkan€. Chronické rany proto
gasto podléhaji recidivé (Velnar et al. 2009). Chronické rany mazeme délit dle Situm & Koli¢
(2011) na typické, které ptedstavuji 95 %, a atypické (5 %). Typickou chronickou ranou

se rozumi ischemicka, neurotropni, hypostaticka rana, ale i diabetické a dekubitalni viedy.
Osmdesat procent chronickych ran pfitomnych na dolnich koncetinach je zplisobeno
chronickou Zilni nedostate¢nosti. Atypické rany jsou spojeny s autoimunitnimi poruchami,
metabolickymi a genetickymi chorobami, ale i psychickym stavem a vnéj$im prostiedim
(Morton & Phillips 2016).



Z vysledku prizkumu Dowsett et al. (2014) vyplyva, ze vice jak 55 % ran vyzaduje
ke svému plnému zahojeni nejméné 6 tydnt (Obrazek 1).

3, 1.' 16.50%

1

13.50%

B <6 tydnt M 6-12 tydon 3-6 mésich M 6-9 mésich M 9-12 mésicn =1 rok
Obrizek 1: Casova naroénost hojeni ran (upraveno dle Dowsett et al. 2014).

3.1.1 F4aze hojeni ran

Rény se hoji ve tfech na sebe navazujicich fazich (Obrazek 2), které jsou povaZzovany

za jedny z nejslozitéjsich procest v lidském organismu. Kazda rana tedy prochazi fazi
exsudativni, prolifera¢ni a reparac¢ni (Gurtner et al. 2008; Seebauer et al. 2019).

Reparacni faze
~J
Proliferaéni faze )

Exsudativni
faze

Poranéni

Pocet dnii od poranéni

Obrazek 2: Jednotlivé faze hojeni ran - exsudativni, proliferani a repara¢ni faze hojeni ran a jejich
primeérné trvani ve dnech na zacatku poranéni (upraveno dle Nitsch & Astifidis 2016).

Exsudativni faze

Charakteristickym projevem v prvni fazi je otok v oblasti poranéni. Otok je vyvolan
zvySenym kapilarnim tlakem a vazoaktivnimi mediatory (histamin, serotonin), které
zpusobuji nartist vaskuldrni permeability. Krevni plazma vstupuje do extravaskularniho
prostoru, zvySeny parcialni tlak oxidu uhli¢itého a nedostatek kysliku vede ke tkanové
acidoze. Vysledkem je, Ze kolagenové vlakno bobtna a vznika tak otok rany (Li et al. 2005;
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Pitzer & Patel 2011; Seebauer et al. 2019). Béhem toho jiz dochazi k hemostazy a ¢isténi
rany. Pfi hemostdzy nastava okamzité reflexni vazokonstrikce poskozenych krevnich cév,
ktera je zprostiedkovana tromboxanem A2 a trva 5-10 minut. V disledku cévniho poSkozeni
se z endotelu uvolnuji glykoproteiny jako je fibronektin, laminin a von Willebrandiv faktor
(VWF). Trombocyty vychazejici z poSkozenych cév a adheruji na obnazeny subendotelialni
kolagen, tento proces zajistuje piedev§im vWF tim, Ze propojuje destickovy glykoprotein
(GP Ib) a kolagen. Nasledné fibronektin spolu s lamininem aktivuji koagulaci a dalsi procesy
iniciujici formaci srazeniny. Dochazi k agregaci trombocytu prostiednictvim fibrinogenu.
Aktivované trombocyty uvoliiuji prostaglandiny a vazoaktivni latky, jako jsou napiiklad
serotonin, histamin, proteazy a tromboxan, které slouzi k aktivaci cilovych bun¢k. Primarni
hemostaza konci tvorbou destickového bilého trombu (Han & Ceilley 2017).

Po pocatecni vazokonstrikci nastava vazodilace cév. Pii sekunddrni hemostaze dochézi
k aktivaci celé fady koagula¢nich procest. Koagulaéni proces zajist'uji proteiny cirkulujici
volné v plazmé v neaktivnim stavu. Vytvoii se husta fibrinova sit,, do které se nasledné
zachytavaji erytrocyty, leukocyty a trombocyty. Vznika krevni, ¢erveny trombus, ktery slouzi
jako docasna matrice (Gonzalez et al. 2016; Han & Ceilley 2017).

Béhem exsudativni faze také dochazi k migraci zanétlivych bunék. Granulocyty
a monocyty pattici mezi prvni bunky, které se objevi hned po zranéni a slouzi zejména
k prevenci a eliminaci zanétlivého stavu rany. Béhem fagocytozy dochazi k ¢isticimu procesu
a na jeho konci se granulocyty a monocyty za¢nou s exsudatem (zanétlivy extravaskularni
vypotek) shlukovat na povrchu rany. Béhem procesu dochéazi k uvolitovani zanétlivych
mediatort a to neutrofilnimi granulocyty, které aktivuji fibroblasty a epitelové bunky (Giles
2007; Sergeeva et al. 2016).

Monocyty se pomoci integrinovych receptorti vaZou na kolagenové nebo fibronektinové
fragmenty, méni fenotyp a svou funkci, a nakonec se diferencuji na tkanové makrofagy, které
zprosttedkovavaji piechod rany ze zanétlivé faze do faze opravy (proliferacni faze) (Seebauer
et al. 2019). Jsou dominantnim typem bun¢k v ran¢ po cca 48 hodinach na poskozeni.
Béhem jejich pritomnosti v misté poranéni dochézi k produkei signalnich proteinti- cytokind
a chemokinu, které reguluji migraci imunitnich bunék (neutrofily, T-buiiky) do mista infekce
(Liet al. 2005; Pitzer & Patel 2011; Seebauer et al. 2019).

Proliferacni faze

Ptiblizné po dvou dnech po poranéni piechazi rana v piipadé nekomplikovaného hojeni
do prolifera¢ni faze, ktera v priméru trva 10 dni (Seebauer et al. 2019). Tato druha faze
hojeni zahrnuje proces reepitelizace, angiogeneze, fibroplazie a kolagenové depozice (Davis
& McLister 2016).

Migrujici makrofagy z okolni tkdné€ reguluji migraci fibroblastli do mista poskozeni
prostfednictvim ristovych faktorii. Dochazi ke stimulaci proliferace fibroblastii pomoci
cytokint, jako je naptiklad transformujici ristovy faktor a, 8 (TGF-a, TGF-8), destickovy
ristovy faktor (PDGF) a interleukin 1 (IL-1), které jsou uvolhovany zanétlivymi bunkami
a trombocyty (Tabulka 1) (Palta et al. 2014). Fibroblasty vylucuji prokolagen, ten se dale
Stépi na tropokolagen a nasledné agreguje na fibrily, které se spoji a vytvoii kolagenové
vlakno (Pitzer & Patel 2011). Nov¢ vytvofena granula¢ni tkan bohata na kolagen Il1. typu
nahradi prozatimni matrici na bazi fibrinu. Dalsi dilezitou slozkou extracelularni matrice
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granulacni tkdné jsou glykosaminoglykany a proteoglykany, které jsou syntetizovany
a uvoliiovany fibroblasty. Soucasné¢ dochazi k novotvorbé cév-angiogenezi, kde sit’
fibrinovych vlaken vytvaii matrici pro rist nové vytvorené cévy (Robson et al. 2001).

Tabulka 1: Piehled vybranych rustovych faktori a interleukind, jejich hlavnich zdroja
a funkci (upraveno dle Frei et al. 2008).

Hlavni zdroj Hlavni funkce

EGF submaxilarni slinna zlaza, Brunnerova zlaza  podpora proliferace epitelidlnich bun¢k

TGF-a T-, B-lymfocyty chemotaxe fibroblastil a eosinofilii, angioneogeneze,
proliferace embryonalnich kmenovych bun¢k

TGF-8 aktivované TH; a NK-buiky protizanétlivy, podpora hojeni ran, inhibice proliferace
mikrofagl a lymfocyti

PDGF trombocyty, endotelialni burnky, placenta podpora proliferace pojivové tkané a bunek hladkého
svalstva

IL-1 monocyty, mikrofagy Imunitni a zanétliva reakce, aktivace fibroblasti,

indukce TH,, krvetvorba

EGF-epitelovy rastovy faktor; TGF-a, B-transformujici ristovy faktor a, B; PDGF-destickovy rtstovy faktor; IL-
1- Interleukin 1; NK-bunky- ,,Natural Killer” neboli buiiky fazené do nespecifické imunity projevujici
se spontanni cytotoxickou reakci

Proliferace a migrace endotelialnich bunék je stimulovana faktory oznacovanymi jako
TAF (tumor angiogenesis factors) (Borset et al. 1996; Robson et al. 2001). Mezi dulezité
aktivatory v procesu angiogeneze patii VEGF (vaskuldrni endotelovy rastovy faktor), FGF
(fibroblastovy ristovy faktor), EGF (epidermdlni riistovy faktor), PDGF (destickovy rlstovy
faktor). Nov¢ vytvorené krevni kapilary dodavaji ziviny a vedou kyslik do postizené tkané.
Angiogeneze je proto velmi dilezitou soucasti reparativniho procesu. Snizena koncentrace ¢i
aktivita ristovych faktortt miize vést ke zpomalenému a komplikovanému hojeni. Husté
seskupeni vaskularnich smycek dava tkéani typicky granularni vzhled (Seebauer et al. 2019).

Oteviena rdna je uzavirana migraci bunck (napt. keratinocyty) na okraje rany a nastava
reepitalizace povrchu poskozené tkané. VEasné povrchové pokryti rany poskytuje efektivni
ochranu proti mikrobialni invazi, zejména pfti poranénich kize. Pii poranéni v hlubsich
mékkych tkanich, jako je naptiklad poranéni bfisni stény je proces epitelizace irelevantni
(Robson et al. 2001).

Béhem stahovani rany dochazi ke kontrakcim. Cast fibroblasti se diferenciuje
na kontraktilni fibroblasty (myofibroblasty), které zajist'uji pfibliZeni okraji rany a zplisobuji
j1z zminénou kontrakei (Pitzer & Patel 2011).

Reparacéni faze

Kone¢na faze hojeni nastupuje pii hojeni bez komplikaci 3.— 8. den po poranéni a miize
trvat i n€kolik tydnd. V prubéhu reparacni faze se zvysuje pevnost rany v dusledku dozravani
granulacni tkané, zesiténim a maturaci kolagennich vlédken (Davis & McLister 2016).

Po vytvofeni souvislé epitelidlni vrstvy dochézi ke zpomaleni migrace keratinocytu.
Kolagen I11. typu je postupné nahrazovan stabilngj$im kolagenem I. typu prostiednictvim
matricovych metaloprotedz uvoliiyjicich se do extracelularniho prostoru. TIMP (tkanové
inhibitory metaloproteaz) zabranuji nadmérné proteolyze a zajist'uji rovnovahu mezi syntézou
a degradaci kolagenu. NaruSeni tohoto vyvazeného vztahu muze vézt prodlouzeni hojeni,
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nebo k nému nemusi viibec dojit, vznika tak chronicka rana. Probihajici syntéza kolagenu 1.
typu vytvari silnou kolagenovou sit’, ktera vytvari zrajici pevnou a pruznou jizvu a zaroven
mizi zarudnuti povrchu (Gonzalez et al. 2016). Konec¢na zrala jizva dosahuje maximalné 70—
80 % ze své pltivodni tahové sily (Pitzer & Patel 2011).

3.1.2 Faktory narusSujici hojeni ran

Preruseni komplexnich oprav a remodelacnich procestt béhem hojeni vede ke klinickym
porucham hojeni ran. Faktory, které ovliviiuji prubéh hojeni ran (Tabulka 2) 1ze rozdélit
na lokalni a systémové (Seebauer et al. 2019).

Lokalni faktor, ktery prodluzuje proces hojeni je napiiklad piili§ vysusena rana, udrzeni
vlhkého prostiedi v ran¢ zamezi bunééné dehydrataci a ndslednému odumiréni bun¢k. Hojeni
také prodluzuje nepfiméieny nebo trvaly tlak v misté poranéni, ktery narusuje krevni zasobeni
kapilarni sit€, coz brani toku krve do okolni tkané. Bakterialni kontaminace vede nejen
k prodlouzeni zanétlivé faze, ale také ovliviiuje epitelizaci, kontrakci rany a ukladani
kolagenu. Bakteridlni endotoxiny stimuluji fagocytézu a uvoliiovani kolagenazy, to vede
ke zvySené degradaci kolagenu a destrukci okolni tkan€. Pro lé¢ebny proces ma znaény
vyznam i spravna traumatizace chirurgické tkané. Nespravné provedeni vede k poruchdm
krevniho zasobeni v postizené tkani a mize zpusobit tvorbu nekrézy (Thomas Hess 2011;
Seebauer et al. 2019).

Tabulka 2: Zakladni rozdé€leni faktor narusujici hojeni ran (upraveno dle Seebauer et
al. 2019).

Lokalni faktory Systémové faktory

Nepiiméteny tlak v misté rany Vek

Traumatizace chirurgické tkané, edém Nedostate¢na vyziva

Cizi téleso Chronicka onemocnéni
Infekce Imunosuprese, radioterapie
Serom Cévni nedostate¢nost
Vysouseni rany Psychologické faktory
Nekroza Koufeni, alkohol

Dtlezitym systémovym faktorem prodluzujici proces hojeni je v€k nemocného. Rany
starSich lidi se z pravidla hoji pomaleji. S rostoucim vékem se snizuji regenerac¢ni
a reparativni procesy. Negativni vliv maji pfedevsim nutri¢ni nedostatky, jako je napiiklad
nedostatek vitaminu C, ktery snizuje oxidacéni stres béhem hojeni a podporuje zesitovani
kolagenu. Dulezité je 1 zajistit dostatek vitaminu A, B, K, mineralnich latek (Zn, Mg, Ca, Se,
Mn), ptsobicich jako katalyzatory a kofaktory. Spravna a vyvézena strava je proto velmi
dilezita. Mezi chronickd onemocnéni ohrozujici hojeni ran patii ischemickd choroba srdecni,
periferni cévni onemocnéni, nadorova onemocnéni a diabetes mellitus (Seebauer et al. 2019).
V disledku uzivani riiznych stimulantti, jako je naptiklad chronické kouteni cigaret
dochazi k potlaceni nékterych fazi hojeni. Nikotin zvySuje uvoliiovani vasopresinu
z hypofyzy, coz vede k vazokonstrikci a ke snizené kapilarni perfuzi. Kromé toho oxid
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uhelnaty kompetetivné inhibuje vazbu kysliku na hemoglobin a zptisobuje tak snizené
okysli¢eni tkan¢. Koufeni také zvySuje agregaci desticek a viskozitu krve (Gonzalez et al.
2016). Dle Seebauer et al. (2019) chronické uzivani nikotinu a alkoholu zpomaluje tvorbu
kolagenu a buné¢nou proliferaci erytrocytu, makrofagt a fibroblasta.

3.1.3 Lécbaran

Standardnim postupem pfi 1écbé ran je udrzeni vlhkého prostiedi pomoci vhodného
obvazu. Nejcastéji se pouziva vSestranny transparentni obvaz, ktery je vodotésny a mtize
obsahovat antibakterialni latky. Dal§im zptisobem kryti rany je hydrogelovy obvaz, ktery
zajist'uje potfebnou hydrataci rany. Nékteré hydrogelové obvazy umoznuji i absorbanci
exsudatu a tlevu na bolesti. Rany lze kryt i hydrokoloidnim obvazem, absorpénim pénovym
krytim, hydrofilni gazou ¢i aglinatovym krytim s koloidnim stiibrem (Wietlisbach 2013).
Nanocastice stiibra vykazuji antibakteridlni, antimykotickou, antivirovou, antiangiogenni
aktivitu a inhibuji tvorbu biofilmu (Kalishwaralal et al. 2010).

Pted aplikaci obvazu je nutné ranu vyplachnout antiseptickym ¢i fyziologickym
roztokem. Zejména dulezité je odstranéni veskeré odumielé tkané, dokud nebude pritomna
zpusob odstranéni nechténé tkan¢€ je pomoci autolytického debridementu, kde je vyuzivana
¢innost mateloprotedz a zirnych bunék. Nekrotickou tkan Ize odstranit i enzymatickym
debridementem, kde jsou externé dodavany enzymy, ¢i mechanicky pomoci chirurgickych
nastroju (Nitsch & Astifidis 2016).

Dle Davis & McLister (2016) jsou a budou naklady na Ié¢eni chronickych ran velkou
finan¢ni zatézi pro zdravotnické sluzby. Existuji rozdilné odhady nakladd spojené s 1é¢bou
ran, ale ve vétsiné ptipadu se Castka pohybuje v fadech nékolika miliard korun ro¢né.
Napftiklad naklady na l1écbu ran se ve Velké Britanii odhaduji na 3 miliardy britskych liber
za rok a ve Spojenych statech americkych na 25 miliard americkych dolard za rok.

3.1.3.1 Bakterie a hojeni ran

Piirozené bakterialni osidleni kiize se sestdva z poctu <10° kolonii tvoticich jednotky
(KTJ) v cm?, aniz by byly zpiisobeny klinické problémy. U otevienych ran je vSak pfitomnost
>10° KTJ/cm? tkéné obecné brana jako klinicka infekce (Edwards & Harding 2004).

Velka cast téchto mikroorganismi tvofi strukturované konsorcium pfichycené na
kolonizovaném povrchu nazyvané jako biofilm (Flemming & Wingender 2010; Wu et al.
2015). Adherujici bakterie na povrchu produkuji extracelularni polymerni latky, které tvofi
biofilmovou matrici, zdkladni stavebni slozku biofilmu, kde vznikaji dalsi buniky. Naslednym
délenim se tvoii mikrokolonie, které se diferencuji v biofilm. Z biofilmu se mohou uvoliovat
planktonické buiiky a zacit kolonizovat dalsi mista (Obrazek 3). Extracelularni polymerni
latky imobilizuji bunky, udrzuji je v dlouhodobé tésné blizkosti a umoziuji tak intenzivni
vzajemnou interakci (Kalishwaralal et al. 2010).

Pro bakterie biofilm ptfedstavuje velmi strategické misto na preziti. V biofilmu
se buniky stavaji rezistentni k u¢inkiim antibiotik, jsou 50-1000 odoln€j$i oproti ostatnim
bakteriim. Také nepodléhaji obrannym mechanismim hostitele, coz vede k nartistu obtizi pti
1é¢bé ran. Jakmile se tedy objevi biofilmova infekce, je velmi tézké ji odstranit (Flemming &
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Wingender 2010; Wu et al. 2015). Vyskyt biofilmu v misté poranéni je uvadén jako hlavni
faktor ptispivajici k mnohonasobnym chronickym zanétlivym onemocnénim. Phillips PL et
al. (2010) ptedpokladaji, ze vétsina chronickych ran obsahuje alespoil na nékteré ¢asti
biofilmova spolecenstvi.
Nekteré bakterie v biofilmovém fenotypu produkuji pigmenty, které lze

za optimalnich podminek vizualn€ detekovat. Naptiklad gram-negativni bakterie
Pseudomonas aeruginosa produkuje toxicky zeleny pigment pyokyanin a zabarvuje hnis
do modrozelené barvy (Cutting & White 2004).
N Sy
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Obrazek 3: Zakladnl faze tvorby biofilmu (Davis & McLister 2016) Inicialni pfilnuti, 2. Irever21b11n1
pfilnuti, 3. Zrani L., 4. Zrani 1., 5. Uvolnovani planktonickych bun¢k a $ifeni kolonii. Na obrazku je zndzornéna
i tvorba biofilmu pod mikroskopem.

Klic¢ovou roli pfi hojeni ran hraje polymikrobidlni interakce, jako napiiklad méné
invazivni druhy mikroorganism mohou byt synergické s virulentn&jsi formou. Zpoc¢atku jsou
rany kolonizovany gram-pozitivnimi mikroorganismy, zatimco v chronické ranég trvajici
nékolik mésich I1ze detekovat riizné patogenni druhy, véetné anaerobni mikrofléry. ZhorSeni
rany zpusobuji napiiklad aerobni gram-negativni ty¢inky Pseudomonas aeruginosa,
fakultativné anaerobni gram-pozitivni Staphylococcus aureus a b-hemolytické streptokoky
(Edwards & Harding 2004).

Dle mnozstvi bakterii v ran€ 1ze vzajemnou interakci s hostitelem rozdélit do nékolika
stupniit na pouhou povrchovou kontaminaci rany, kolonizaci rany, kde dochazi k jejich
mnozeni, nasleduje kritick4 kolonizace rany s poétem >10° KTJ/cm?. Poslednim stupném je
infekce rany, pfi niz dochazi k bunéénému poskozeni a vyvola jiz zminénou zanétlivou reakci
(Cutting & White 2004).
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3.2 Probiotické mikroorganismy

Termin probiotiku pochazi z feckého slova ,,pro bios*“ znamenajici ,,pro zivot* (Islam
2016). Probiotické mikroorganismy neboli probiotika jsou definovana jako zivé nepatogenni
mikroorganismy, které pti podavaném adekvatnim mnozstvi pozitivné ovliviiuji zdravi
konzumenta, pfedevsim jeho gastrointestinalni trakt. (Borchers et al. 2009; Williams 2010).
Tato zminéna definice zdaraziuje dva dulezité aspekty: zaprvé, ze pouzité bakterie
Vv probiotické formulaci musi byt Zivé, protoze pouze zivé mikroby maji funkéni vlastnosti
zdravi prospésné hostiteli, a za druhé existuje souvislost mezi ddvkou a u¢inkem. Pokud
se tedy v klinické praxi pouzivaji probiotické ptipravky, musi byt jasné uveden davkovaci
rezim a dalsi specifikace pouzivani (Cinque et al. 2016).

Historie vyuzivani probiotik v mediciné saha do roku 1907, kdy se rusky védec
a nositel Nobelovy ceny (1908) Elie Metchnikoff domnival, Ze dlouhovékost rolnikil Zijicich
na Balkané souvisi s nadmérnou konzumaci kyselého mléka obsahujiciho Lactobacillus
bulgaricus. Metchnikoff doporuc¢oval pravidelnou konzumaci fermentovanych mlé¢nych
vyrobku obsahujici laktobacily vzhledem ke schopnosti eliminovat patogenni sttevni bakterie.
To lze povazovat za prvni odkaz a prvni pochopeni souc¢asného probiotického konceptu
(Sanchez et al. 2017). Deset let poté byl poprvé izolovan kmen Escherichia coli (E.coli nissle
1917) a byl pouzit k 16¢€bé pacientd trpicich bacilarni uplavici zpisobenou gramnegativni
bakterii Shigella dysenteriae. Od té doby se stale ¢astéji vyskytuji v odborné literatufe zminky
0 probiotickych mikroorganismech (Mackowiak 2013; Islam 2016). Mezi b&zn¢ pouzivané
probiotické mikroorganismy patii zejména bakterie mlécného kvaseni (BMK) rodu
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus a Bifidobacterium (Tabulka 3).
BMK produkuji mlécnou kyselinu jako hlavni metabolicky produkt. V soucasné dob¢ je
vyuzivana i probioticka kvasinka Sacharomyces boulardii (Reid 2006).

PouZivana probiotika musi byt bezpecné pro potravinarské a klinické pouZziti, tzn.
nepatogenni, nedegradujici stfevni sliznici, nerezistentni na antibiotika a jejich ¢innosti
nedochazi ke konjugaci Zlu€ovych kyselin. Probiotika musi byt tolerantni viici kyselindm
a pankreatickym enzymum vyskytujicich se v travicim traktu, aby piezila prichod a dostala se
do mist u¢inku. Mezi dalsi kritéria, kterd musi probiotika spliiovat patii schopnost pfilnout
na sliznici a kolonizovat lidské stievo (alespon docasnég), byt stabilni béhem zpracovani
a skladovani a mit klinicky zdokumentované a ovétené pozitivni G€inky na lidské zdravi
(Borchers et al. 2009).
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Tabulka 3: Piehled bakterii mlééného kvaseni a bifidobakterii patfici mezi probiotika
(upraveno dle Holzapfel et al. 2001).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium  Dalsi BMK

L. acidophilus B. adolescentis Enteroccocus faecali

L. amylovorus B. animalis Enteroccocus faecium

L. casei B. bifidum Lactococcus lactis

L. crispatus B. breve Leuconostoc mesenteroides
L. delbrueckii bulgaricus B. infantis Pediococcus acidilactici

L. gallinarum B. lactis Sporolactobacillus imulinus
L. gasseri B. longum Streptococcus thermophilus
L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Probiotika jsou bézné€ k sehnani jako doplnék stravy ve formé tablet, praskd, tobolek,
nebo jsou soucasti fermentovanych mlécnych vyrobku (jogurty, kefirové mléko atd.)
(Williams 2010). V poslednim desetileti se zvysil védecky a komeréni zajem o studium
probiotik a prebiotik v souvislosti s jejich vlivem na lidské zdravi. Ve své publikaci Doron &
Snydman (2015) zminuji jako hlavni vyhodu probiotik to, ze jsou fadu let povazovany
za mikroorganismy s minimalnim bezpe¢nostnim rizikem pro vétSinu populace. V roce 2011
zprava zvefejnénd Agenturou pro vyzkum a kvalitu zdravotni péce (AHRQ) dospéla k zavéru,
ze aCkoli Zadné stavajici klinické studie neodhalily diikazy o zvySeném riziku pouZzivani
probiotik, ,,soucasna literatura neni schopna dostate¢né a s jistotou zodpovédét otazky tykajici
se uplné bezpecnosti probiotik vychazejici z intervencnich studii. Dle zpravy vydané spole¢né
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) a Organizaci pro vyZivu a zemédé€lstvi (FAO)

z roku 2002 mohou byt probiotika teoreticky zodpovédna za vedlejsi Géinky typu systémova
infekce, nezadouci metabolicka aktivita bakterialnich bun¢k, nadmérna stimulace imunitniho
systému vedouci k autoimunitnim onemocnénim a riziko penosu genetického materialu

mezi probiotiky a rezidentni stfevni mikrobiotou. Ve studiich Goldenberg et al. (2013)

a Johnston et al. (2012) jsou uvadény pfi uzivani probiotik drobné nezadouci
gastrointestinalni ptiznaky, jako jsou kiece v oblasti bficha, nevolnost, fidka stolice, plynatost
a nechutenstvi. Vedlejsi ptiznaky se vétSinou objevovaly u jedinct trpicich imunitnim
oslabenim, syndromem kratkého stieva ¢i pfed¢asné narozenych kojenci (Doron & Snydman
2015). Presto aby bylo mozné uvadét jakékoliv zdravotni tdaje je tieba, aby probiotické
piipravky mély prokazany prospeéSny efekt prostrednictvim vhodnych klinickych zkousek

u cilové skupiny pacientt (Cinque et al. 2016).

Pti vybéru probiotického piipravku jsou nezbytné nésledujici vlastnosti: specificky
kmen musi byt charakterizovan pomoci vhodnych fenotypovych a genotypovych technik,
musi byt definovana matrice, ve které jsou kmeny dodavéany, musi byt uveden pocet zivych
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KTJ (kolonie tvofici jednotky), které jsou v dané davce a tento stav by mél platit do konce
doby pouzitelnosti (Donelli et al. 2013; Cinque et al. 2016). Jejich G¢innost zavisi

na schopnosti odolat prichodu travicim traktem na misto piisobeni bez zmény jejich formy
a schopnosti kolonizace stfevni sliznice. Pro eliminaci negativnich Gc¢inkt kyselin traviciho
traktu mohou byt nékteré probiotické piipravky vyrabény ve formé specidlnich mikrokapsli
S patentovanym zapouzdienim, které je béhem jejich kritického prichodu ochrani (Williams
2010).

V poslednich letech doslo k radikdlnimu zvySeni zajmu o uzivani probiotik, dle idaji
ze Statista.com z roku 2014 ptesahl prodej probiotickych doplnku stravy 1,1 miliard dolard,
na celém svéte predstavuji trzby z prodeje priblizné 25 miliard USD. Vzhledem k vysoké
poptéavce po probiotickych piipravcich je na trhu dostupné Siroké spektrum téchto vyrobkl
ruznych znacek, slozeni a technologie zpracovani, a ne vSechny jsou stejné uc¢inné. Proto
vybér konkrétniho ptipravku pro dané onemocnéni je velmi dalezity (Islam 2016). Nejcastéji
studované a pouzivané probiotické bakterie jsou Lactobacillus, Bifidobacterium
a Streptococcus, kde prvni dva probiotické rody se nejvice pouzivaji ve studiich souvisejicich
s lidskym zdravim (Lolou & Panayiotidis, 2019). Tyto mikroorganismy se piirozené vyskytuji
ve sttevni mikrobioté, proto je vétsina studii zaméfena na jejich vliv v kontextu piirozené
funkce ve stfevech a jako preventivni ¢i terapeutické prostiedky proti vzniku riiznych
onemocnéni (Mori et al. 2016; Sanchez et al. 2017).

3.2.1 Lactobacillus spp.

Bakterie rodu Lactobacillus spp. jsou grampozitivni, nesporulujici, anaerobni,
nepohyblivé ty¢inky ¢i kokobacily s obsahem GC (podil guanino-cytosinového
komplementarniho paru) obvykle na 50 mol % (Tannock 2004). Optimalni teplota rtstu je
mezi 30-40 °C, ale jsou schopny rist i pti mnohem niz$ich teplotach. Optimalni pH
se pohybuje v rozmezi 5,5-6,2, rust pozitivné stimuluje i zvySeny obsah CO2 Vv prostiedi
(okolo 5 %) (Salvetti et al. 2012).

Laktobacily se vyskytuji v hojné mife tam, kde jsou k dispozici substraty bohaté
na zkvasitelné sacharidy, jako napfiklad sliznice ¢lovéka (Ustni dutina, GIT, genitourinarni
trakt), rostliny, materialy rostlinného piivodu, fermentované potraviny ¢i ptida a odpadni vody
(Tannock 2004; Van Tassell & Miller 2011). V soucasné dobé je uznano pies osmdesat druhti
laktobacili, které 1ze klasifikovat dle metabolickych vlastnosti na obligatné
homofermentativni, fakultné heterofermentativni a obligatné heterofermentativni laktobacily
(Tannock 2004; Van Tassell & Miller 2011). Homofermentativni proces (metabolicka
skupina A) zahrnuje pfeménu hex6z pomoci glykolyzy (neboli Embden-Meyerhof-Parnasova
dréha) s produkci vice jak 85 % mlécné kyseliny. Pentozy a glukonaty nefermentuji.

Mezi homofermentativni laktobacily patii naptiklad L. delbreckii ssp. delbrueckii, L.
delbreckii ssp. bulgaricus, L. delbreckii ssp. lactis, L. helveticus. L. acidophilus, L. salivarius,
L. farciminis a L. yamanashiensis.

Pti fakultativné heterofermentativni fermentaci (metabolickd skupina B) vznikaji
kromé kyseliny mlécné i dal$i produkty (etanol, octova a mravenci kyselina). Fakultativné
heterofermentativni laktobacily jsou schopny degradace pentéz i glukonatu pomoci
indukované fosfoketolazy. Do fakultativné heterofermentativni laktobacily lze zatadit L.
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alimentarius, L. bavaricus (L. sake), L. casei ssp. caseli, L. casei ssp. pseoudoplantarum, L.
casei ssp. rhamnosus. L. casei sspl. tolerans, L. curvatus, L. maltaromaticus, L. plantarum
a L. sake (L. bavaricus).

Obligatné heterofermentativni laktobacily (metabolicka skupina C) fermentuji pentdzy
a hexozy za vzniku mlé¢né kyseliny, octové kyseliny (etanolu) a CO». Oproti
homofermentativni glykolyze, heterofermentativni pfeména zahrnuje jiny mechanismus
fermentace ptes 6- fosfoglukanovou kyselinu a vznikajici pentozy (Salvetti et al. 2012). Patii
sem L. bifermentas, L. brevis, L. buchneri, L. confusus, L. divergens, L. fructivorans, L.
hadotolerans, L. kadleri, L. kefir, L. reuteri, L. sanfrancisciscensis a L. viridescens.

Rod Lactobacillus spp. je fylogeneticky klasifikovan do deviti skupin, na L.
acidophilus, L. reuteri, L. casei, L. plantarum, L. buchneri, L. perolens, L. salivarius, L.
pediococcus a L. vitulinus — cateformis (Tannock 2004; Pot & Tsakalidou 2009).

Bakterie Lactobacillus spp. se povazuji za jeden z nejdilezitéjsich rodu z hlediska
potravinaiského a biotechnologického. Laktobacily jsou v potravinafstvi vyuzivany
pfedevsim jako bakterie mlééného kvaseni pti vyrobé€ zakysanych mléénych vyrobkil (jogurty,
syry, zakysana mléka), fermentované zeleniny, fermentovanych masnych vyrobku a jako
soucast kvasku pii vyrobé chleba (Tannock 2004)

Nekteré laktobacily jsou schopny produkce bakteriocint, které inhibuji rist stievnich
patogennich bakterii, jako naptiklad L. acidophilus tvoii acidocin B. Bakteriocin acidocin B
znemoznuje rust nezadoucim bakteriim jako je napiiklad Listeria monocytogenes
a Clostridium sporogenes. L. plantarum produkuje bakteriocin inhibujici Enterobacter,
Enterococcus, Pseudomonas a znemoziuje jim uchyceni na slizni¢ni vystelku stfeva.
Lactobacillus salivarius produkuje bakteriocin ABP-118 inhibujici rtist patogennich bakterii
Bacillus, Listeria, Enterococcus a Staphylococcus (Tannock 2004; Pot & Tsakalidou 2009).

3.2.2 Mechanismus a u¢inky ptsobeni probiotik

Zakladnim mechanismem ptlisobeni probiotik, respektive bakterii mlééného kvaseni, je
produkce mlééné kyseliny, propionové kyseliny a octové kyseliny, které snizuji pH ve stievé
a inhibuji tim rist patogennich organismti, ¢imz obnovuji rovnovahu stfevni mikroflory.
Dal$im antimikrobidlnim mechanismem, ktery potlacuje riist patogennich mikroorganismu
a vytvaii bariérovy efekt je tvorba peroxidu vodiku, organickych kyselin, oxidu uhlicitého,
biosurfaktant a antimikrobidlnich peptidi-bakteriocinti (Borchers et al. 2009; Williams
2010).

Probiotika snizuji kolonizaci patogennich mikroorganismt v mocovém
a gastrointestinalnim traktu blokaci jejich adheze na epitel. Nékteré probiotické kmeny maji
imunostimulaéni G€inky. Podporuji fagocytarni aktivitu lymfocyt a makrofagt, stimuluji
produkci cytokinii a protilatek (IgA) (Borchers et al. 2009; Williams 2010).

Probiotika jsou doporucovana jako preventivni opatieni k udrzeni zdravi, zejména pfi
onemocnénich gastrointestindlniho traktu, méné jsou pouzivana jako podptlirna terapie pii
specifickych chronickych onemocnénich. V klinické praxi jsou nejcastéji probiotika
doporuc¢ovana pfi prijmovych onemocnénich, zanétlivych stievnich onemocnénich, jako
prevence alergickych reakei, kolorektalniho karcinomu a stimulaci imunity (Tabulka 4)
(Ouwehand et al. 2002; Ringel 2012). Dle Reid G. (2006) nékteré probiotické organismy
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produkuji antimikrobidlni latky bakteriociny, které inhibuji rist ¢i zptisobuji smrt patogennich
mikroorganismil. Svym pisobenim narusuji biofilmy, tim usnadiiuji antibiotické piisobeni

a celkove posiluji slizni¢ni imunitni systém. Bakteriociny zvysuji propustnost vnitini
membrany u gram-negativnich bakterii, to vede k naruseni syntézy bunécné stény a tvorbe
portt vazbou na peptidoglykanovy prekurzor (Lukic et al. 2017). Data podporujici jejich
pouziti jsou vSak Casto protichtidna, predevsim u lécby GIT. Nejvice dikazl potvrzujici
pozitivni vliv probiotik souvisi s 1écbou akutniho priijmu a idiopatickych stievnich
onemocnéni (Islam 2016).

Akutni gastroenteritida (akutni prijmové onemocnéni) je zanétlivé infekéni
onemocnéni zazivaciho traktu. Mize mit virovy i1 bakteridlni ptivod. Nejcastéjsi pricinou
akutniho prijmového onemocnéni u kojenct a déti do veku 5 let je rotavirus, ktery napada
epitelialni bunky tenkého stfeva (Ouwehand et al. 2002; Reid et al. 2003). Canani et al. (2007)
své studii potvrzuje, ze funkénost probiotik pfi 1é€bé akutnich prijmi, zejména moznost
vyuziti Lactobacillus rhamnosus a Saccharomyces boulardii u déti s infekénim rotavirovym
prijmem. N¢které probiotické kmeny (bifidobakterie, laktobacily) 1ze uzivat i jako prevenci
proti cestovatelskému prijmu, syndromu drazdivého traéniku (IBS) ¢i pii bolestech biicha
a nadymani (Williams 2010; Ringel 2012). Nékteré studie také prokazuji vliv probiotik
na snizeni frekvence prijmu, kterym 1lidé trpi pfi uzivani antibiotik (McFarland 2006).
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Tabulka 4: Vybrané probiotické mikroorganismy a jejich klinicky zdokumentované
pozitivni pfinosy pro lidské zdravi (upraveno dle Ouwehand et al. 2002).

Bakterialn
Rod Druh | Pi#inos pro zdravi
i kmen
acidophilus La5 Zmirnéni prijmu zptisobeného antibiotickou 1é¢bou
casei Shirota Zkraceni doby trvani rotavirové enteritidy
Snizeni recidivy rakoviny moc¢ového méchyte;
fermentum KLD Vy, Y Y
Imunomodula¢ni ucinky
. " Oralni imunoterapie; Ihnibice kolonizace sliznice
johnsonii Lal . . .
zaludku Helicobacter pylori
paracasei F19
Lactobacillus
Zmirnéni pfiznakd syndromu drazdivého tra¢niku;
plantarum 299v L
Snizeni LDL cholesterolu
reuteri SD2112 Zkraceni doby trvani rotavirové enteritidy
Zkraceni doby trvani rotavirového prijmu;
Imunomodulaéni G¢inky;Zmirnéni pfiznakd syndromu
rhamnosus GG (w1 < y P . y’
drazdivého tracniku;Lécba a prevence alergickych
onemocnéni
salivarius UCC118 Zkraceni doby trvani rotavirové enteritidy
breve Zkraceni doby trvani rotavirové enteritidy
longum BB536
Bifidobacterium Lécba a prevence alergickych onemocnéni; zmirnéni
. fiznaku a prevence proti cestovatelskému prijmu;
lactis Bb12 p ., P , 'p ., .. P ,J ,
Zkraceni doby trvani rotavirové enteritidy;Oralni
imunoterapie
Propionibacterium  freudenreichii  JS
subtilis
Bacillus
cereus toyoi
- . . Snizeni mnozstvi relapst u zanétlivého onemocnéni
Escherichia coli Nissle 1917 . P
stiev
Enterococcus faecium SF68
- .. Snizeni mnozstvi relapst U zanétlivého onemocnéni
Saccharomyces cerevisiae boulardii .

strev

Mezi chronicka zanétliva stfevni onemocnéni (idiopatické stfevni onemocnéni IBD),
které zptisobuji naruseni stfevniho mikrobiomu patii Crohnova choroba (CD) a ulcerdzni
kolitida (UC). Hlavni pfi¢ina téchto onemocnéni neni zcela ziejma, ale pravdépodobné
dulezitou roli hraje genetickd predispozice, vysoky hygienicky standard v détském obdobi
a koufeni. Upravou stfevni mikrobioty pomoci vhodnych probiotickych mikroorganisma lze
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snizit pocet relapst, prodlouzit dobu remise a celkové zmirnit vétSinu ptiznaki onemocnéni
(Ouwehand et al. 2002).

Syndrom drazdivého tra¢niku (IBS) je chronické onemocnéni postihujici 3-25 %
svétoveé populace. Nékteré studie prokdzaly zmirnéni nékterych piiznakt IBS (bolesti bticha,
zacpa/ prijem) pii pouzivani probiotickych ptipravki v disledku udrzeni normalni
gastrointestinalni mikroflory. Nicméné, pro potvrzeni pozitivnich vysledka je zapotiebi vice
definitivnich vysledkt (McFarland 2006).

Hirayama & Rafter (2000) uvadi, ze strava s vysokym obsahem zivocisného tuku,
masa a nizkym obsahem vldkniny méni slozeni stfevni mikrobioty. Snizuje se mnozstvi
bifidobakterii, naopak nartsta hladina hnilobnych bakterii Bacteroides a Clostridium,
zvySujicich bakteridlni enzymovou aktivitu, pfedevsim aktivitu -glukuronidazy,
azoreduktazy, uredzy, nitroreduktazy a reduktazy kyseliny cholové, které preménuji
prokarcinogeny na karcinogenni latky a pfispivaji tak ke zvySenému riziku kolorektalniho
karcinomu. Konzumace vybranych probiotickych mikroorganismi (L. rhamnosus GG
a Bifidobacterium animalis spp. lactis Bb12) zabranuje této nezadouci enzymové aktivité
a snizuje tak riziko rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku (Borchers et al. 2009).

Ptiblizné 20 % populace ve vyspélych zemich trpi alergickym onemocnénim. Tato
zminéna nejcastéjsi porucha imunity zptisobuje zadvazné zdravotni problémy. Alergické stavy
Casto vychdzeji ze zmén slozeni sttevni mikroflory ihned po narozeni, kdy se ve vétsi mire
vyskytuji klostridie oproti bifidobakteriim. Dle studie Lodinova-Zadnikova et al. (2003) ma
vliv i druhové slozeni bifidobakterii, ¢astéjsi alergické reakce jsou spojovany
s Bifidobacterium longum, naopak méné s B. bifidum. Podani probiotického nepatogenniho
kmene Escherichie coli po narozeni ve stfevé stimuluje reakci lokalnich protilatek. Umyslna
kolonizace stieva bakterii E. coli tedy radikalné snizuje alergicka onemocnéni, a to az
do dvacatého roku zivota. Podle hygienické hypotézy narista nachylnost k alergickym
onemocnénim v disledku zvySené hygieny v détském veéku a nedostatku mikrobialnich
podnétt, vedoucich k utlumeni vyvoje imunitniho systému. Podporuji se tak alergie
zprostfedkované imunoglobulinem E (IgE) (Borchers et al. 2009).

V poslednich desetiletych doslo také k vyraznému nérustu lidi trpicich atopickym
ekzémem. Williams (2010) ve své studii potvrzuje 50% snizeni frekvence vyskytu atopického
ekzému u déti béhem prvnich dvou let Zivota, kterym byl podavan probioticky ptipravek
po dobu prvnich 6 mésict zivota. Probiotikum bylo ptedepisovano i t¢hotnym zenam dva az
Ctyfi tydny pred o¢ekavanym datem porodu. Ve skuping t€¢hotnych zen se také potvrdil
pozitivni G¢inek konzumace probiotického piipravku obsahujici Lactobacillus rhamnosus,
ktery snizuje depresi a uzkostny porod (Slykerman et al. 2017).

Osoby trpici chronickymi a epizodickymi migrénami uvadéji vyznamné sniZeni jeji
frekvence a omezeni konzumace 1€kl na zmirnéni symptomu migrény po suplementaci
probiotického piipravku po dobu 10 dnit (Martami et al. 2019).

AZ 75 % populace trpi primarni, geneticky podminénou laktézovou intoleranci.
Laktoézova intolerance je definovana jako podminéna metabolicka porucha neschopnosti travit
mlécny cukr (laktozu) z mléka a mlécnych vyrobkl v disledku nedostate¢né aktivity enzymu
B-galaktosidazy, ktery je produkovan bunkami tenkého stfeva a je nezbytny pro rozstépeni
laktdzy na monosacharidy galaktozu a gluk6zu. Nedostatecné natraveni laktozy zplisobuje
podréazdéni sliznice tlustého stieva a nasledné bolesti bticha, plynatost a prijmy. -
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galaktosidazu jsou schopny produkovat i bakterie mlécného kvaseni (napt. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus a S. thermophilus) jako sekundarni metabolit (Park & Haenlein 2013).
Konzumace fermentovanych mléénych vyrobki tedy vyrazné pomaha k natraveni laktozy
ve stievech a minimalizaci nezadoucich stavii (Ouwehand et al. 2002)

Preventivnim uzivanim probiotik Ize také predchazet kvasinkové infekci pochvy-
vaginalni kandid6ze, zptisobenou narusenim vaginalni mikroflory, zejména kvasinkou
Candida albicans (Williams 2010).

Jako denni efektivni davka probiotik pro dospélého Clovéka se obvykle uvadi 10 az 20
miliard KTJ. Davkovani se li$i v zavislosti na daném probiotickém druhu a zadaném ucinku.
Tabulka 5 shrnuje doporuc¢ené davkovani pro rizné probiotické kmeny. Fermentované mlécné
vyrobky, které jsou oznacovany jako ,,zivé a aktivni* by mély obsahovat minimalné 10°-10’
KTJ v 1 g vyrobku (Williams 2010).

| pres fadu pozitivnich G¢inkt probiotik na lidské zdravi, mohou mit také nezadouci
ucinky, pfedevsim u kriticky nemocnych a imunokompromitovanych pacientt. Takto
nemocni lidé by méli zvazit rizika a vyhody uZivani probiotik pfed jejich konzumaci
a konzumovat je na odbornym dohledem. Pravidelna konzumace probiotickych doplnki
stravy by méla byt konzultovana s 1ékafem i v dob¢ téhotenstvi a v kojeneckém véku.
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Tabulka 5: Piehled nekterych probiotickych kmenti a jejich doporuc¢ené davkovani pii

uréitém onemocnéni.

Indikace

Probioticky
kmen

Doporuéené davkovani

Zdroj

Akutni infek¢ni prijem
u kojencu a déti

Prijem spojeny
s antibiotiky

Cestovni prijem

IBS

Ulceridzni kolitida
(Uc)

Crohnova choroba

Prevence atopickych
onemocnéni

Vaginalni kandidoza

LGG

Lactobacillus
reuteri

Saccharomyces
boulardii

LGG

LGG

S. boulardii

VSL#3

Bifidobacterium
infantis 35624

E. coli Nissle
1917

VSL#3

S.boulardii

LGG

LGG

L. acidophilus

Alesponi 101°-10 ** KTJ denné
formou rehydratacniho roztoku
po dobu 2-5 dni

101°-10 " denné az 5 dni

4x10° — 2x101°KTJ denné 1-
4 tydny

6x 10%-4x 10°KTJ denné 1-
2 tydny

2% 10° KTJ denné 2 dny
pred planovanou cestou az
po navrat zpét

5% 10%-2x 10*°KTJ dennég 5 dni
pred planovanou cestou az
PO navrat zpét

9x 10 KTJ denné po dobu
8 tydni

10%-10%° denné po dobu 4 tydni

Aktivni UC: 5x10%° KTJ dvakrat
denné az do remise (max. 12
tydni), nasledné pokracovat

ve stejné davce jednou denné

Neaktivni UC: 5x101° KTJ denné

1,8x10%2 KTJ (dva 3g sacky)
dvakrat denné po dobu 6 tydna
v kombinaci s konven¢ni 1é€bou

UdrZovaci 1 g denné po dobu
6 mésict v kombinaci
s Mesalazinem

109KTJ denné 2-4 tydny
pied ocekdvanym porodem,
nasledné kojenecké podani
po dobu 6 mésicu

10° KTJ dvakrat denné ve formeé
¢ipku po dobu 7 dntl

250 ml jogurtu obsahujici >108
KTJ/ml denné po dobu 6 mésict

(Guandalini et al. 2000)

(Van Niel et al. 2002)

(McFarland 2006)

(McFarland 2006)

(Williams 2010)

(McFarland 2007)

(McFarland & Dublin
2008)

(McFarland & Dublin
2008)

(Williams 2010)

(Bibiloni et al. 2005)

(Guslandi et al. 2000)

(Kalliomaéki et al. 2001)

(Williams 2010)

(Williams 2010)

LGG-Lactobacillus rhamnosus, KTJ-kolonie tvofici jednotky, VSL#3- smés osmi probiotickych druhi
(Lactobacillus casei, L. plantarum, L. acidophilus, L. bulgaricus, B. longum, Bifidobacterium breve, B. infantis,
and Streptococcus thermophilus) prodavanych jako koncentrovany doplnék stravy ve formé sacka.
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Mezi nejcastéjsi nezadouci tcinky lze zaradit travici potize, plynatost, nevolnost
a vyrazku. U lidi s velmi oslabenou imunitou zvysuji riziko infekce. Tyto vedlejsi ucinky jsou
z pravidla docasné a po urcité dobé samy odezni. Béhem uzivani ptipravku obsahujici
laktobacily byly nahlaseny vzacné piipady septického stavu, endokarditidy a jaterniho abcesu.
Pii pravidelné konzumaci S. boulardii se ojedinéle vyskytla fungémie u pacientt trpicich
zavaznymi komorbiditami. Nicméné riziko, ze uzivani probiotik vyvola pro zivot nebezpecny
stav ¢i onemocnéni je velmi nizké (Horwitch et al. 1995; Hibberd & Davidson 2008; Islam
2016).

3.3 Mikrobiota lidského téla

Po cela 1éta bylo mikrobidlni osidleni lidského téla oznacovano jako ,,mikroflora
lidského téla®“. Vyraz ,,mikrofléra® 1ze doslovné ptelozit jako ,,malé rostliny*. Bakterie, viry,
kvasinky a prvoci jsou vSak taxonomicky velmi odli$né na rostlinné fiSe, doporucuje se tedy
spiSe pouzivat termin ,,mikrobiota“ (Dinan & Cryan 2012).

3.3.1 Stfevni mikrobiom

Kazdy jedinec ma pro sebe charakteristické slozeni stievni mikrobioty, dokonce
i sttevni mikrobiota homozygotnich dvojcat se 1isi (Isolauri et al. 2004). Na formovani stfevni
mikrobioty se podili nékolik faktori. Nejvyznamnéj$im faktorem je zpisob porodu
(vagindlni, cisatsky). Stfevo embrya a plodu je sterilni, ke kolonizaci dochazi postupné az
béhem prirozeného porodu a je témét autenticky s matefskou mikrobiotou. Pfirozeny porod
vystavi dité matefské vaginalni mikroflofe obsahujici pievazné Lactobacillus, Bacteroides,
Peptostreptococcus a Peptococcus. Naopak pii porodu cisafskym fezem kolonizuje stfevo
pfevazné matetska kozni mikroflora, s dominantnimi mikroorganismy jako je Streptococcus,
Corynebacterium, Propionibacterium a mikroorganismy z vnéjsiho prostiedi, nejcastéji tedy
z prostfedi nemocnice. Jak zndzorniuje Obrazek 4 prvni mikroorganismy, které kolonizuji
travici trakt jsou fakultativné anaerobni. Po pfiblizné tfech dnech zacinaji pfevazovat
anaerobni mikroorganismy, nejspis diky fakultativné anaerobnim organismiim, které redukuji
redoxni potencial ve stfevech a tvofi tak optimalni prostiedi pro anaeroby (Isolauri et al. 2004,
Jandhyala et al. 2015).
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Prenatalni obdobi

Narozeni Postnatalni obdobi
(steriini) (kolonizace)

\ %

100 I I > - 2
@ 80 o .
- y :
N / -
‘= 60 .
_9 /
g W ®Fakultativné anaerobni bakterie
R 2014 @ Anaerobni bakterie

3d7d 2t 4t 2m 6m 12m

Obrazek 4: Vyvoj mikrobiomu GIT v raném détstvi (upraveno dle Grenham et al. 2011).
V prenatalnim obdobi je GIT plodu sterilni, kolonizace za¢ina béhem porodu fakultativné anaerobnimi
bakteriemi (modra barva), pozdé&ji se objevuji anaerobni bakterie (oranzova barva). Do 1 roku ma dité podobny
mikrobiom dospélému ¢loveku.

Nejen porod, ale i strava v kojeneckém veku ovliviiuje sttevni mikrobiom, je uvadén
rozdil u kojenct stravovanych pouze matefskym mlékem a u kojencti odchovanych na umélé
vyzivé. U kojenych déti se vyskytuje vyssi hladina Bifidobacterii a Lactobacillus, zatimco
u kojencti na umélé vyzivé dominuji ve stfevech bakterie Enterococcus, Enterobacteria,
Bacteroides, Clostridium a Streptococcus. Ale rozdily jsou diky modernim umélym
kojeneckym vyzivam vyrazné nizsi, nez tomu bylo v minulosti (Isolauri et al. 2004; Jandhyala
et al. 2015). Strava hraje dileZitou roli 1 v pozdé&j$im veéku, velmi rozdilny mikrobiom maji
vSezravci na vegetarianii a vegani. Obecné je strava bohata na ovoce, zeleninu a vlakninu
Spojovana vys$i rozmanitosti a bohatosti sttevniho mikrobiomu. Dal§im faktorem podilejici
na slozeni stfevni mikrobioty je Casté pouzivani antibiotik (Isolauri et al. 2004; Jandhyala et
al. 2015).

Lidské stfevo obsahuje cca 1013-10% bakterii, skladajicich se z vice nez 35 000 druhtl.
Celkoveé je normalni, zdrava stievni mikrobiota tvofena ptevazné bakteriemi Firmicutes,
Bacteroides, Actinobacteria a Verrucomicrobia (Jandhyala et al. 2015).

Bakteridlni osidleni travici trubice je prostorove i ¢asove velmi rozdilné v celkovém
poétu bakterii (KTJ/g), na 10! KTJ/g v jicnu po obsah 102 KTJ/g v tlustém stievu (Obrazek
5). Rozmanitost mikrobioty je i na trovni rodu, z pravidla je Streptococcus dominantnim
rodem distalniho jicnu, dvanactniku a laéniku. Zaludeéni sliznici kolonizuje Heliobacter
pylori, ktery mize ziskat patogenni fenotyp a zptsobit zalude¢ni viedy a jiné
gastrointestinalni potize (Jandhyala et al. 2015). Vice jak 70 % bakterii v lidském téle
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se nachazi v tlustém stievu. Z 80 % je stfevni mikrobiom bakteriemi Bacteroidetes
(Bacteroides, Prevotella) a Firmicutes (Lactobacillus). Zbytek tvoii Proteobacteria
a Actinobacteria. Tlusté stfevo kolonizuji i primarni patogeny, naptiklad Campylobacter
jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholera a E.coli (Gillespie et al. 2011; Huttenhower et al.
2012; Hollister et al. 2014). Vyssi vyskyt mikroorganismu ve spodni ¢asti traviciho traktu
zpusobuje nizsi aktivita antimikrobialnich latek.

Vyskytuji se i axialni rozdily ve slozeni mikrobialnich druhti mezi mukéznim
a luminalnim povrchem stieva, kde lze pozorovat i anaerobni mikroorganismy. Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus
a Ruminococcus patii mezi luminalni bakterialni rody a lze je identifikovat ve stolici, zatimco

Vv mukozni vrstvu kolonizuje pouze Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus a Akkermansia
(Swidsinski et al. 2005).

Jicen
<10' KTJ/g
Bacteroides
Streptococcus
Zaludek
10*KTI/g
Dvanictnik (duodenum) Candida albicans
10°10' KTI/g Helicobacter pylori
Bacteroides Lactobacillus
Candida albicans Streptococcus
Lactobacillus
Streptococcus Laénik (jejunum)
10°-10" KTJ/g
Tracnik (colon) Bacteroides
10"-10" KT /g Candida albicans
Bacteroides Lactobacillus
Bacillus Streptococcus
Bifidobacterium v re ge
Clostridium K ycelmk (ilesm)
Enterococcus 10°-10°KTJ /g
Eubacterium Bacte(O{des
Fusobacterium Clostridium .
Peptostreptococcus Enterobacteriaceae
Ruminococcus Enterococcus
Streptococcus Lactobacillus

Veillonella

Obrazek 5: Bakterilni osidleni gastrointestinalniho traktu (upraveno dle Isolauri et al. 2004; Jandhyala
et al. 2015). Obrazek znazoriuje druhy bakterii a jejich pocet kolonii tvofici jednotky (KTJ) v 1 gramu.

PrestoZe ma kazdy jedinec pro sebe specificky mikrobiom lze stfevni mikrobiom
klasifikovat do tii stfevnich skupin neboli do tii enterotypti: enterotyp A s pifevazujicim
bakterialnim rodem Bacteroides, enterotyp B s prevazujicim bakterialnim rodem Prevotella
a poslednim je enterotyp C, kde pfevlada rod Ruminococcus. Enterotypové rozdéleni vzniklo
na zéklad¢ jiné cesty ziskavani energie pii fermentaci substrati, které jsou dostupné ve streve.
Rozd€leni do té€chto tii skupin neni zavislé na pohlavi, véku, BMI ani rase, ale pravdépodobné
souvisi s dietnimi navyky. Strava s vysokym obsahem proteinti a zivo¢iSnych tuka
se piifazuje k lidem s enterotypem A. U lidi s enterotypem B se jidelni¢ek sklada predevsim
ze sacharidi a u lidi s enterotypem C ptevazuje strava bohatd na polynenasycené mastné
kyseliny a alkohol (Jandhyala et al. 2015).
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Pro rtist a aktivitu potiebnych bakterii je nezbytny pravidelny piijem prebiotik, které
slouzi jako stimulanty téchto reakci. Prebiotika jsou nejcastéji oligosacharidy (Tabulka 6)
(oligfruktdza, inulin, galaktooligosacharidy a laktuldza) a komplexni polysacharidy (B-
glukany, celuloza), které mimo ptiznivych ucinki na stievni bakterie maji i pozitivni vliv
na zdravi ¢loveéka. Tyto nestravitelné slouc¢eniny vykazuji bifidogenni efekt, tzn mnozstvi
blahodarnych probiotickych bakterii kolisa v zavislosti na piisunu prebiotické latky, ktera
jejich rast selektivné podporuje (Lolou & Panayiotidis, 2019). Prebiotika ptisobi
Imunostimulaéné, zmirnuji zdcpu a pisobi preventivné proti sttevnim onemocnénim
a prajmu (Ringel, 2012).

Tabulka 6: Zakladni definice probiotik, prebiotik a synbiotik (Ringel 2012)

Zivé mikroorganismy, které pii podavaném adekvatnim mnozstvi, pfispivaji

Probiotika .
ke zlepseni zdravotniho stavu hostitele
. Nestravitelné oligosacharidy, které stimuluji rast anebo aktivitu stfevni
Prebiotika o . . e . .
bakterie ¢i skupiny bakterii, které maji pozitivni vliv na zdravi hostitele
Synbiotika Kombinace probiotik a prebiotik se synergickym u¢inkem

Stfevni mikrobiom, respektive obsah nezadoucich patogennich mikroorganismu
Ve stfevech je Casto spojovan s celou fadou onemocnéni, jako naptiklad s Crohnovou
chorobou, zanétlivym onemocnénim stfev, IBS, metabolickymi onemocnénimi (obezita,
diabetes), alergickych onemocnéni ¢i neurodevelopmentélnich poruch (Kennedy et al. 2014;
Jandhyala et al. 2015). Souvislost slozeni sttevniho mikrobiomu s témito onemocnénimi vSak
neni zcela potvrzend. Naptiklad nékolik studii ukazalo, Ze u pacientl se zanétlivym stievnim
onemocnénim doslo ke zméné stievni mikrobioty (zvySeny nartst Proteobacterii a pokles
Firmicutes, Bacteroidetes), i kdyZz neni jasné, zda jsou tyto zmény pii¢inou onemocnéni,
nebo jsou vysledkem zanétlivé odpovédi a rozsahlé zmény tkané v GIT (Macfarlane et al.
2009).

Dle Isolauri et al. (2004) je metabolicka aktivita stievni mikrobioty srovnatelna
s aktivitou jater. Stfevni mikrobiota se podili na fermentaci exogennich a endogennich zdroji
uhliku, $tépi komplexni sacharidy, diky tomu jsme schopni stravit ovoce a zeleninu.
Fermentaci riznych druht oligosacharidi se vytvaii mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(acetat, butyrat a propionat) a tim zvysuje rychlost proliferace epitelu, jeho integritu a reguluje
diferenciaci bunék, tim se snizuje karcinogenni riziko (Sirisinha 2016). N¢které bakterialni
druhy produkuji fadu vyznamnych vitamina-vitamin K, B1z, niacin a pyridoxin (Topping &
Clifton 2001). Stfevni mikrobiota chrani proti patogennim mikroorganismim a moduluje
imunitni i nervovy systém (Isolauri et al. 2004; Sirisinha 2016)

Pro vySetieni a zjiSténi slozeni sttevniho mikrobiomu je nejjednodussi odbér vzorku
stolice, nejlépe endoskopicky ¢i béhem chirurgického zakroku (Isolauri et al. 2004). Pti
kvalitativnim i kvantitativnim studiu stfevniho mikrobiomu se pouzivaji dostupné genetické
metody. Tyto metody vyplyvaji z charakterizace diverzity spolecenstvi na zdklad¢ analyzy
gentl pritomnych ve vzorku, nebo na systému genetického dekédovani, ktery funguje
na principu ¢teni sekvence bazi molekuly DNA zkoumaného organismu. Identifikace
a klasifikace vychazi z hypotézy, Ze zména v potadi bazi urcitych sekvenci pochéazejicich
Z raznych mikroorganismil odrazi jejich taxonomické rozdily (Taberlet et al. 2012). V dnes$ni
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dobé¢ se nejcastéji pouziva sekvenacni metoda nové generace (NGS), kterd oproti starsi
metod¢€ (Sangerovo sekventovani, pyrosekventovani) umoznuje levnéjsi, rychlejsi a presnéjsi
generovani vét§iho mnozstvi dat (Ansorge 2009).

3.3.2 Kozni mikrobiom

Kuze je nejveétsi organ lidského téla plisobici jako fyzicka ochrannd bariéra, ktera
zabrafuje invazi patogennich mikroorganismt a zaroven poskytuje idealni podminky
pro prospésné komenzalni bakterie. Ochrana proti nezddoucim mikroorganismiim je zajisténa
antibakterialni aktivitou potu a mazu, kyselym pH (4-6) a ptitomnosti saprofytickych
mikroorganismull. Naruseni rovnovahy mezi nezddoucimi a zdravi prospéSnymi
mikroorganismy vede K riznym koZznim onemocnénim a miize vyustit az k chronickym
staviim. Kromé fyzické bariéry tvoii kiize 1 imunologickou bariéru. (Grice & Segre 2011).

Kize odd¢€luje vnitini prostiedi organismu na vnéj$iho prostiedi a je kolonizovana
rozmanitym mnozstvim mikroorganismu vcetné bakterii, vird, vldknitych hub a roztoc¢a (Byrd
et al. 2018).

Jak je zndzornéno na obrazku 6 bakterialni osidleni kiize se méni vzhledem k rozdilné
anatomii kiize v riznych Castech téla. V oblasti s vyssi teplotou a vlhkosti, jako je naptiklad
tiislo, podkoleni jamka, loketni jamka a chodidla, 1ze najit naptiklad Corynebacterium
a Staphylococcus aureus. Dalsi faktor, ktery ovliviiuje sloZeni mikroorganismu objevujicich
se na kiizi je mnozstvi mazovych zlaz. Oblasti s vysokou hustotou mazovych zlaz, jako je
obli¢ej, hrudnik a zada podporuji rast lipofilnich mikroorganismii, naptiklad bakterii
Propionibacterium spp., hub Malassezia spp. a rozto¢t. Rozto¢ Demodex folliculorum
(Trudnik tukovy) se nejcastéji vyskytuje v obdobi puberty. Vzhledem k relativné suchému
povrchu rukou a nohou se zde kvantitativné nachazi nejméné mikroorganismd, l1ze
identifikovat Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes a Bacteroidetes (Grice & Segre
2011).
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Obrazek 6: Topograficka distribuce bakterii na povrchu kiize (upraveno dle Grice & Segre 2011).
Obrazek znazornuje klasifikaci bakterii, které kolonizuji jednotliva mista kiize. Modry kruh znazoriiuje mastné
oblasti (oblicej, dekolt, zada), zeleny kruh vlhké oblasti (podkoleni jamka, loketni jamka, chodidla), ¢erveny
kruh suché oblasti lidského téla (ruce).
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Mikrobialni slozeni klize ovliviluje i prostfedi ve kterém se dany jedinec nachéazi, v€k
a pohlavi. Mikrobidlni rozdilnost mezi muzskym a zenskym pohlavim si 1ze vysvétlit jejich
fyziologickymi a anatomickymi rozdily, naptiklad hormonélni rozdilnosti, odliSnou tvorbou
potu a mazu. DalSim faktorem je napiiklad hygiena jednotlivce, vybér obleceni, povolani
a Cetnost uzivani antibiotik (Grice & Segre 2011; Byrd et al. 2018).
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4 Material a Metodika
4.1 Material

V experimentech byly kultivovany tii bakterialni kmeny z rodu Lactobacillus:
L. acidophilus, L. paracasei a L. reuteri, které poskytla katedra Mikrobiologie, vyZivy
a dietetiky (FAPPZ). In vitro model stievniho a kozniho epitelu byl vytvoren z buné¢nych
linii HT29 a NHDF-Neo. Bylo pouzito Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM),
penicilin, streptomycin, pyruvat sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, neesencidlni aminokyseliny,
fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pudr (PBS — Phosphate Buffered Saline) a trypsin (vse
zakoupeno na firmy Sigma — Aldrich CZ). Firma Thermo Fisher Scientifik (UK) poskytla 24
jamkové, jednorazové mikrotitra¢ni desticky, serologické pipety, kultiva¢ni 1ahve a Petriho
misky pro tkanové kultury. Dale byl spotiebovan bézny laboratorni material a vyuzit inverzni
mikroskop ZEISS PrimoVert s kamerou ZEISS Axiocam 512 color.

4.2 Metodika

4.2.1 Kultivace bunéénych linii

V plastovych kultivaénich lahvich o velikosti 75 cm? byly péstovany bunééné linie
kolorektalniho karcinomu HT29 a kozniho epitelu NHDF-Neo. Kultivace probihala v DMEM
mediu obohacenym 0 10% FBS, 1% hydrogenuhli¢itan sodny, 1% penicilin a streptomycin
a 1% neesencialnich aminokyselin po dobu 7 dni v CO2 inkubatoru pfi teploté 37 °C, 95%
vlhkosti a 5% CO> atmosféfe. Subkultivace byla provadéna kazdé 2 dny.

Bunééné monovrstvy byly po 7 dnech sklizeny a nasledné procistény 5 ml PBS, poté
byl odstranén. K burikam bylo ptidano 5 ml trypsinu po dobu 3-5 minut, poté byla provedena
neutralizace 1 ml DMEM media.

Ze dna kultivaéni lahve byly pomoci plastové Skrabky uvolnény bunécné linie a cely
obsah byl kvantitativné pfeveden do 15 ml centrifugaéni zkumavky (typ Falcon), ktera byla
po dobu 10 minut centrifugovana. Poté bylo staré medium nahrazeno novym o objemu 5 ml,
kde doslo k resuspendaci bunék. Do nové kultiva¢ni lahve bylo odebrano 15 ml DMEM
media a 1 ml suspenze z centrifuga¢ni zkumavky. Nova kultivaéni ldhev byla vlozena do CO>
inkubatoru pfi stejné teploté a atmosféte jako predesla.

4.2.2 Zalozeni mikrotitra¢ni desti¢ky

V 1 ml suspenze byl zjistén obsah bun¢k dle metody pocitani v Biirkerové komirce.
Metoda spociva v odbarveni bunék trypanovou modii, naslednym odebranim kapky do jiz
zminéné Biirkerovy komiirky, kde dochazi pomoci vypoctl k presnému urceni koncentrace
sklizenych bunék. V mém ptipadé se jednalo o koncentraci 2,5 x 10%/ 1 ml.

Ve 24jamkové desticce jiZz byly pfipravené a pfichyceni silikonové inserty zabranujici
vytvoieni souvislé monovrstvy, k nim byla pfipipetovana bunééné suspenze, aby se zabranilo
vzniku vzduchovych bublin v blizkosti insert. Takto pfipravena desti¢ka se nechala
v CO; inkubatoru 24 hodin.
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4.2.3 Priprava bunééného lyzatu

Pro piipravu bunééného lyzatu bylo pouzito 10 ml 10° KTJ/ml vybranych laktobacili:
L. acidophilus, L. paracasei a L. reuteri, které byly 5 minut centrifugovany 3x po sob¢ pfi
2000 x g a po kazdé centrifugaci promyty 10 ml PBS. Nasledné prob¢hla resuspendace v 5 ml
PBS a extrakce pomoci ultrazvukového homogenizatoru po dobu 15 minut v ledové vodni
lazni. Pro odstranéni nechténych zbylych celych bakterii byl pouzit stiikackovy filtr
o velikosti pora 0,22 um.

4.2.4 Hojeni ran a bunééna migrace

Po 24hodinové inkubaci bylo z desticky odstranéno staré medium a pomoci pinzety
opatrné odstranéna silikonova inserta, jamka byla nasledné promyta pomoci PBS aby doslo
k odstranéni neadherovanych bunék. Nasledné se do kazdé jamky ptidalo 900 ul medium
s obsahem FBS u vzorki zkoumajici rychlost hojeni ran a medium bez FBS u sledovani
bunécéné migrace a 100 pl vzorkem testovaného bakteridlniho lyzatu. Nasledné byla desticka
opatrné pfemisténa na inverzni mikroskop, kde doslo k potizeni fotografie dan¢ jamky
v danych intervalech pro buné¢nou migraci 0, 24, 48, 72 a 120 hodin a u hojeni ran 0, 24, 48
a 72 hodin pro stievni bunéénou linii. U koZniho epitelu to bylo pro buné¢nou migraci 0, 2, 22
a 24 hodin a hojeni 0, 2, 4, 22, 24 a 44 hodin. Pro spravnou orientaci v zorném poli m¢l
mikroskop na své konstrukcei pravitka, ktera zobrazovala soufadnice vychozich bodu
znazoriujici misto prvni pozice snimku. V dalSich ¢asovych intervalech se pozice vybranych
snimkl opakovala.

Ziskané¢ fotografie byly nasledné analyzovany pomoci programu opensource
TSscretch, ktery analyzuje plochu s butikami a bez nich. Ziskana data byla nasledn¢ statistiky
zpracovana.

4.2.5 Statistické vyhodnoceni

Ziskané udaje byly piepocitany v Microsoft Excel a nasledné statisticky analyzovany
v programu Graphpad Prism 6, kde byla provedena dvoufaktorovda ANOVA.
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5 Vysledky

V této praci byly in vitro testovany bunééné lyzaty L. acidophilus, L. paracasei, L.
reuteri a jejich schopnost ovlivnit hojeni a rychlost migrace buné¢né monovrstvy tvorené
bunécnymi liniemi HT29 a NHDF-Neo po mechanickém poskozeni. Pomoci inverzniho
mikroskopu byly v danych ¢asovych intervalech pofizeny snimky in vitro modelu stievniho
a kozniho epitelu.

5.1 In vitro model stirevniho epitelu

5.1.1 Rychlost hojeni poskozeni

Vysledky rychlosti hojeni poskozeni na in vitro modelu kolorektalniho
adenokarcinomu bunééné linie HT29 zndzornuje tabulka 7, kde bylo hodnoceno, zda existuje
statisticky vyznamny rozdil ve schopnosti ovlivnéni vybranych bakteridlnich kmenti rychlost
hojeni stfevniho epitelu.

Tabulka 7: Siika zarostlé plochy mista po§kozeni v % na bunééné monovrstvé in
vitro modelu stfevniho epitelu. Statistické zhodnoceni schopnosti ovlivnéni jednotlivych
kment bakterii rychlost hojeni.

24 hodin 48 hodin 72 hodin
Prumér = SD
L. acidophilus 57,73 +£2,73% 88,68 +3,91° 98,44 +731%®
L. paracasei 62,70 £4,31* 96,84 +4,57° 99,70 + 3,49°
L. reuteri 47,00+ 1,070 75,50+5,11° 95,93 +4,64%
Kontrola 65,72 +2,68% 99,16 +3,73> 99,59 + 3,2°
Vysledky jsou vyjadieny jako pruméry + smérodatné odchylky $itky zarostlé plochy mista poskozeni v %.
Hodnoty v tadcich s rozdilnymi indexy (a, b) v danych ¢asovych intervalech vyjadiuji statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti p <0,05.

Kmen

Po 24hodinové expozici vykazovaly vSechny vzorky osetfené laktobacily (LAC)
statisticky vyznamné rozdilnou zpomalenou znamku reepitelizace tkané€ oproti ni¢im
neosetfenému, kontrolnimu vzorku. Nejvétsi nardst epitelialni tkan€ po 24hodinach 1ze tedy
pozorovat u kontrolniho vzorku s ptidavkem PBS pufru, a to se statisticky vyznamnym
rozdilem s hodnotou 65,72 %. Z LAC nejlepsich vysledkd, i kdyz s mirn¢ inhibi¢nim
ucinkem dosahl se statisticky vyznamnym rozdilem L. paracasei s 57,73 % $ifkou obnovené
tkané. Ve stejném intervalu dle primérnych hodnot ma nejnizsi nartst tkané€ vzorek
S probiotickym kmenem L. reuteri s 47 % zarostlé tkané. Po 48 hodinach zistava poradi
stejné. Po kontrolnim s téméf zahojenym poSkozenim 99,16 %, se statisticky vyznamné
nejrychleji obnovuje tkan, kde byl ve vzorku pouzit probioticky kmen L. paracasei
s hodnotou 96,84 %. V poslednim pozorovaném useku jsou vSechna poskozeni zacelena
0 vice nez 95 %. Nejvetsi nartst tkané v intervalu 72 hodin je patrny u L. paracasei s 99,70
%, oproti kontrole, kde je hojeni pomalejsi 0 0,11 %. Od ptedeslého méfeni se statisticky
vyznamné neliSil. Nejpomalejsi obnova probéhla u vzorku s probiotickym kmenem L. reuteri,
kde byla hodnota se statisticky vyznamnym rozdilem, a to 95,93 % uzaviené rany.
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5.1.2 Rychlost bunééné migrace

Dale byla statisticky hodnocena rychlost migrace bun¢k bunécné linie HT29 na in
vitro modelu kolorektalniho adenokarcinomu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Procentualni znazornéni reepitalizované tkané in vitro modelu stfevniho
epitelu. Statistické zhodnoceni schopnosti ovlivnéni jednotlivych kment bakterii rychlost
bunééné migrace.

24 hodin 48 hodin 72 hodin

Prumér + SD

Kmen

L. acidophilus 28,42 +£4,102 50,54 £2,992 61,69 + 2,842
L. paracasei 30,85 + 5,492 48,35 + 6,942 53,34+ 6,28

L. reuteri 4,59 +£4,58 9,60 £ 5,16 21,77+ 6,18

Kontrola 25,00+ 6,312 49,90+£2,59° 60,98 + 3,34°
Vysledky jsou vyjadfeny jako pruméry + smérodatné odchylky $ifky zarostlé plochy mista poskozeni v %.
Hodnoty v fadcich s rozdilnymi indexy (a, b) v danych ¢asovych intervalech vyjadiuji statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti p <0,05 oproti pfedeslému méfeni.

Tabulka 8 znazornuje statistické hodnoceni priimérnych hodnot + smérodatné
odchylka rychlosti migrace bun¢k v danych ¢asovych intervalech. Uvedené hodnoty byly
ziskany stejnym zptisobem jako v predeslé tabulce (Tabulka 7). V tabulce 1ze vidét postupny
procentudlni nartst hodnot, ktery zndzorfiuje bunéénou migraci v danych ¢asovych
intervalech v porovnani s poc¢ate¢nim ¢asem 0 hodin, kde buiiky nevykazovaly Zadnou
aktivitu do mista poskozeni (0 % reepitalizace).

Ve 24. hodiné dochazi ke statisticky vyznamné nejrychlejsi bunééné migraci u vzorku
s probiotickym kmenem L. paracasei s 30,85 % zarostlou plochou. Velmi podobnou hodnotu
mél i vzorek s piidavkem L. acidophilus s 28,42 %. Vyrazné nejpomalejs$i bunééna migrace,
bez statisticky vyznamného rozdilu, prob&hla u vzorku s L. reuteri (4,59 %), ktery vykazuje
vyrazné znamky zpomalené reepitelizace oproti kontrolnimu vzorku, kde byla Sitka rany
uzavienéjsi o 20,41 %. Ve vsech ¢asovych tsecich zustalo potadi vzorku stejné. Na konci
méfeni po 72 hodinach mé¢l nejlepsi vysledky, tzn nejrychlejsi migraci bunék, vzorek
s probiotickym druhem L. acidophilus, kde doslo k 61,69 % naristu epitelialni tkan¢, bez
statisticky vyznamného rozdilu. Nejmén¢ uspésny byl v tomto méfeni vzorek obsahujici L.
reuteri s sitkou poranéni 78,23 %. Tkan se tedy béhem 72 hodin reepitalizovala pouze o 21,77
% bez statisticky vyznamného rozdilu a je tak zjevna snizena schopnost obnovy tkané pti
porovnani s kontrolou.

5.2 In vitro model koZniho epitelu

5.2.1 Rychlost hojeni poskozeni

Statisticky zpracované vysledky rychlosti hojeni posSkozeni na in vitro modelu kozniho
epitelu bunécné linie NHDF-Neo znédzoruje tabulka 9.
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Tabulka 9: Sitka zarostlé plochy v misté poskozeni v % na bunééné monovrstvé in
vitro modelu kozniho epitelu. Statistické zhodnoceni schopnosti ovlivnéni jednotlivych
kmeni bakterii rychlost hojeni.

2 hodiny 24 hodin 44 hodin
Prumér = SD
L. acidophilus 0,84+2,86 43,42£724* 72,66+6,12°
L. paracasei 1,45+333 40,99+3,09% 58,60+3,012
L. reuteri 0,16£2,94 2777+ 6,66% 4946+ 3,09
Kontrola 1,08+2,72  50,91+4,26% 72,41+7,122
Vysledky jsou vyjadreny jako priméry + smérodatné odchylky sitky zarostlé plochy mista poskozeni v %.

Kmen

Hodnoty v tadcich s rozdilnymi indexy (a, b) v danych ¢asovych intervalech vyjadiuji statisticky vyznamny
rozdil na hladiné vyznamnosti p <0,05.

Data byla ziskana a statisticky vyhodnocena stejnym zptisobem jako u pokusu
rychlosti hojeni poSkozeni stfevniho epitelu (Tabulka 7). V 0. hoding je mira reepitalizace
kozni tkan€ 0 %, postupem ¢asu dochéazelo k jejimu hojeni-procentudlnimu nartistu hodnot.

Po 2 hodinach jsou hodnoty pomérné vyrovnané. Nejvetsi narast epitelialni tkané 1ze
pozorovat u vzorku s piidavkem probiotického kmene L. paracasei s 1,45 % bez statisticky
vyznamného rozdilu, naopak nejmensi obnova kozni tkan¢ je zjevna u vzorku L. reuteri
s 0,16 % bez statisticky vyznamného rozdilu. Po 24 hodinach se na ptedni pficku dostal
kontrolni vzorek se statisticky vyznamnym rozdilem s 50,91 % zarostlé plochy, vzorky s LAC
tedy vykazuji zpomalenou reepitelizaci. Na kone¢ném méfeném useku probéhla statisticky
vyznamng nejveétsi obnova tkané u vzorku s L. acidophilus, kde byla $itka obnovené tkané
72,66 %, vysledek byl srovnatelny s kontrolou, kterd vykazovala pomalej$i reepitelizace
0 pouhych 0,25 %. Vyrazn¢€ zpomalena je obnova tkan¢ u vzorku s piidavkem L. reuteri, ktera
ma o0 22,95 % méné¢ zarostlé plochy oproti kontrole.

5.2.2 Rychlost bunééné migrace

Vysledky statistické analyzy ve schopnosti vybranych bakterialnich kment ovlivnit
rychlost migrace bun¢k bunécné linie NHDF-Neo na in vitro modelu kozniho epitelu
znéazoriuje tabulka 10. Uvedené hodnoty byly ziskany stejnym zptisobem jako v piedeslych
tabulkach.
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Tabulka 10: Procentualni znazornéni reepitalizované tkané in vitro modelu kozniho
epitelu. Statistické zhodnoceni schopnosti ovlivnéni jednotlivych kmenti bakterii rychlost
bunécné migrace.

4 hodiny 22 hodin 24 hodin
Kmen PR
Primér + SD
L. acidophilus 2,13+3,69? 8,64+4,77 32,44+4,12®
L. paracasei 1,54+0,99 2,84+2,97 4,204,372
L. reuteri 5,2542,152 4,93+3,19° 10,62+6,742
Kontrola 4,54+3 822 25,51+8,12° 30,19+7,54°

Vysledky jsou vyjadieny jako priméry + smérodatné odchylky $ifky zarostlé plochy mista poskozeni v %.
Hodnoty v tadcich s rozdilnymi indexy (a, b) v danych ¢asovych intervalech vyjadiuji statisticky vyznamny
rozdil na hladin¢ vyznamnosti p <0,05.

Z vyse uvedenych hodnot lze zhodnotit, Ze statisticky vyznamné nejrychleji probihala
bunééna migrace po 4 hodinach u vzorku s probiotickym piidavkem L. reuteri s 5,25 %
zarostlou poskozenou plochou. Ostatni vzorky vykazuji inhibi¢ni uc¢inky na proces bunécné
migrace, protoze neptesahuji hodnotu 1 %. Po 22 hodinach vyrazné nejrychleji migruji buiiky
U kontrolniho vzorku, kde mira zarostlé plochy je 25,51 % se statisticky vyznamnym
rozdilem, u LAC se tedy objevuje zpomalena reepitelizace poskozené tkané. U vzorku L.
reuteri dochazi ke zmenseni reepitalizované tkan¢, kde po 4 hodinach byla zarostla plocha
5,25 % a po 22 hodinéach pouze 4,93 %. NejspiSe se jednd o chybné méteni v disledku
manualni prace s mikroskopem a kamerou. V poslednim méfeném tseku doslo k statisticky
vyznamné nejrychlej$i migraci bun¢k do mista poSkozeni u vzorku L. acidophilus s 32,44 %.
Velmi podobném vysledky vykazoval i kontrolni vzorek s 30,19 % zarostlou plochou.
Nejpomalejsi bunééna migrace byla naméfena u vzorku L. paracasei s pouhymi 4,20 %
zarostlé plochy poSkozeni, ktery se statisticky vyznamné 1i$il od ptedchoziho méfeni.
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6 Diskuze

Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou probiotika zivé mikroorganismy,
které ,,pokud jsou podavané v adekvatnim mnozstvi mohou hostiteli pfindSet prostiednictvim
fady mechanismu zdravotni pfinos®. Nejéastéji studované a pouzivané probiotické bakterie
jsou Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus, kde prvni dva probiotické rody
se nejvice pouzivaji ve studiich souvisejicich s lidskym zdravim. Za timto ti¢elem jsou
probiotika pouzivana ke studiu a 1é¢b¢ zejména stievnich chorob (Lolou & Panayiotidis
2019). Vliv probiotickych mikroorganismi je i hojné¢ vyuzivan v ramci experimentalnich
intervenc¢nich studii zaméfenych na prevenci nebo 1écbu koznich onemocnéni, napiiklad
atopické dermatitidy ¢i hojeni ran (Kim et al. 2010). Pro posouzeni bezpecnosti a vyzkum
efektivity probiotik jsou rozhodujici in vitro testy. Nejbéznéji pouzivany jsou in vitro testy
zjist'ujici rezistenci probiotickych organismu vici zalude¢nim a zZlu€ovym kyselinam,
schopnost adherace k sliznici, lidskému epitelu ¢i bunéénym liniim, antimikrobialni aktivitu
vuci nezadoucim mikroorganismim a aktivitu hydrolazy zlu¢ovych soli (Sanchez et al. 2017).

Existuje cela fada in vitro testi zkoumajici vliv probiotik na hojeni ran. Archer et al.
(2018) provedli studii na buné¢né linii kolorektalniho adenokarcinomu, tvofeného HT29
a Caco-2 bunikami, zkoumajici vliv lyzatd laktobacili na schopnost adheze a stimulace
imunitni odpovédi. VSechny testované druhy vykazovaly vysokou miru adheze k obéma
bunéénym liniim. Pti sledovani schopnosti laktobacild stimulace cytokini ti¢astnicich
se vyznamn¢ na imunitni odpovédi podnécoval L. fermentum expresi interleukina (IL- 1, IL-
6, IL-10), zatimco exprese TNF-a (tumor nekrotizujici faktor) byla potlacena. L. delbrueckii
stimuloval expresi IL-1, ale v expresi dalSich cytokinti nedoslo. Dle ziskanych vysledka jsou
tak n€které druhy laktobacilii schopny modulace imunitniho systému udrzovanim rovnovahy
mezi prozanétlivymi a protizanétlivymi cytokiny. Podobné vysledky jsou popsany
I v nékolika experimentalnich studiich Viasu-Bolocan et al. (2013), které vysvétluji, Ze
probiotické bakterie zvysuji pocet T-lymfocytt, CD4+ buné¢k a sekreci imunoglobulinu A.
Stimuluji proliferaci lymfocytt a produkci cytokinti, které jsou nezbytnym mediatorem sledu
udalosti hojeni ran a podileji se na regulaci imunitni odpovédi. Vyzkumna prace Vissers et al.
(2010) zaméfena na hodnoceni imunomodula¢niho u¢inku L. acidophilus a L. plantarum
na profily cytokini a proliferativni odezvu perifernich krevnich mononuklearnich bun&k
dospéla k zavéru, ze testované kmeny byly schopny indukovat produkei cytokint IL-Ib, IL-
10, IFN- a.a TNF- a.

V této diplomové praci probihalo in vitro testovani probiotickych druhi Lactobacillus
spp., konkrétng L. acidophilus, L. paracasei a L. reuteri, kde jsme zjist'ovali, zda maji jejich
lyzaty pozitivni vliv na hojeni bunééné monovrstvy ¢i rychlost migrace bun€k do mista
poskozeni. Pro testovani byly pouzity dva druhy bunéénych linii. Prvni monovrstvu tvofily
bunky lidského adenokarcinomu tlustého stieva HT29. Pfi testovani in vitro modelu kozniho
epitelu byla pouzita bunécna linie NHDF-Neo (Human Dermal Fibroblasts-Neonatal), tedy
lidské neonatalni dermdlni fibroblasty.

V ramci in vitro provadéném testovani jsme se zaméfili na rychlost migrace bunék
do mista poskozeni a celkovou rychlost reepitalizace poskozené tkan¢€ v daném case. Pti
zjiStovani rychlosti hojeni mechanického poSkozeni bunééné linie HT29 jsme zjistili, Ze
nejvétsi mira reepitalizace po 24hodinové expozici probéhla u kontrolniho vzorku, kde

38



se priblizna Sitka mechanicky vytvoreného skrabance zmensila o 65,72 % od pocatecni
hodiny. Velmi podobny vysledek jsme zjistili i U vzorku obsahujici L. paracasei, ktery
se od kontroly lisil pouze o 3,02 %. U in vitro modelu kozniho epitelu tvofeného NHDF-Neo
bunkami se nejlepsi vysledky po 24 hodinach objevily opét u kontrolniho vzorku s 50,91%
reepitalizaci poSkozeni. Nasledoval vzorek s L. acidophilus, kde se hodnoty lisili o 7,49 %.
Oproti tomu u vzorku s piidavkem L. reuteri jsme naméfili vyrazné nejnizSich vysledka.
U vzorku sledujicich rychlost migrace bunék bylo nejlepSich vysledku dosazeno u vzorku s L.
paracasei a L. acidophilus na bunééné linii HT29. Rychlost buné¢né migrace probihala
vyrazné pomaleji nez u sledovani celkové rychlosti hojeni, kde bylo pfidano fetalni bovinni
sérum (FBS). U sledovaného vzorku obsahujici L. paracasei se Siika vytvoreného Skrabance
zmensSila pouze o0 30,85 %. V porovnani s Sitkou Skrdbance ve stejny cas s kontrolnim
L. reuteri, kde piiblizna reepitalizace poSkozeni neptesahla ani 5 %. U buné¢né linie NHDF-
Neo probihala rychlost migrace podobné¢, nejlepSich vysledkd dosahl vzorek
obsahujici L. acidophilus s 32,44 % zacelenim rany, nasledovala kontrola s 30,19 %, rozdil
miry reepitelizace je tedy o 2,25 % niZsi. Ze ziskanych vysledkt je patrné, Ze hojeni ran
ovliviuyje ptitomnost FBS, které ho podporuje. Vzorky sledujici rychlost migrace bun¢k
piidavek FBS neobsahuji, nejsou jim tedy ovlivnény a davaji nam tak lepsi predstavu o reakci
bun¢k na dané podnéty. Pti porovnani vSech vzorki na konci méfeni lze fici, ze se zvySené
znamkKy hojeni u obou typt bunéénych linii dosahl vzorek s probiotickym L. acidophilus
a nasledn¢ kontrolni vzorek. L. acidophilus tedy mtize mit pozitivni u¢inek na zvySené hojeni
epitelu tvofeného bunikami HT29 i NHDF-Neo. Naopak u lyzatu L. reuteri je viditelna
sniZzend rychlost reepitelizace bunécné monovrstvy pii porovnani s vysledky kontroly.
U vSech vzorki byl zaznamenan zna¢ny narust epitelialni tkang, statisticky 1ze zhodnotit, Ze
veskeré uvedené hodnoty Sitky zarostlé plochy poskozeni z pocate¢ni hodiny se statisticky
vyznamng lisi na hladin€ vyznamnosti 0,5 (P <0,05) na naslednych naméfenych hodnotach
v urcitych ¢asovych intervalech pro dany typ bunééné monovrstvy. Namétfené vysledky
poukazuji na fakt, ze bunécna linie HT29 ma lepsi schopnost hojit poskozeni oproti bunécné
linii NHDF-Neo. Stievni buinky HT29 zvysuji produkei signalnich molekul cytokind, které
reaguji na zanétlivé stimuly a vyznamné Se Gcastni pti imunitni odpovédi (Bottani et al.,
2019).

Pozitivni vliv L. acidophilus byl potvrzen i ve studii Sivieri et al. (2013). Testovani
probihalo na simulatoru modelu lidského stievniho mikrobidlniho systému (Shime),
ve kterém lze zfidit podminky podobajici se skute¢nému in vivo testovani. Po dobu 4 tydnt
bylo do simulatoru piidavano 5 ml 108 KTJ/ml L. acidophilus a nasledné odebrano n&kolik
vzorki pro mikrobiologickou analyzu sloZeni stfevniho mikrobiomu a analyzu obsahu
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) a amoniaku. Z vysledku je patrné ovlivnéni
slozeni stfevni mikrobialni komunity po kolonizaci L. acidophilus. Doslo k vyraznému
zvyseni laktobacil a bifidobakterii, a to minimalné o 2 log KTJ ve vsech ¢astech tlustého
stieva oproti plivodnimu sloZeni. Ve vSech kompartmentech tlustého stfeva byl vSak
pozorovan i vysoky narust klostridii, které mohou byt §kodlivé z diivodu jejich metabolické
aktivity a patogenniho charakteru. Dle Possemiers et al. (2010) vysoky pocet klostridii nemusi
nutné souviset s negativnimi ucinky na zdravi, protoZze mnoho druht Clostridium spp. je
spojeno s produkci SCFA. Produkce SCFA je povazovana za piinosnou, protoze tyto
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slouceniny jsou schopny inhibice n¢kterych patogennich mikroorganismu, ¢imz podporuji
obranyschopnost. Rychlost a mnozstvi SCFA ve stfevech zavisi pfedevsim na bakterialnim
druhu a dob¢ priichodu stievem. U dal$ich mikrobialnich rodi nedoslo v pribéhu 1écby L.
acidophilus k vyznamné zméné v mnozstvi. Dal§im aspektem, pokud jde o metabolickou
aktivitu, je produkce amoniaku, ktera je markerem proteolytické aktivity mikrobialni
populace. Béhem podavani L. acidophilus doslo k vyznamné redukci v produkci amonnych
iontd, které mtizou pfi trvalém zvySeném mnozstvi zplisobit jaterni koma.

Vyrazné lepsSich vysledkii nez v mé diplomové praci doséhl bakterialni kmen L.
reuteri v in vitro studii Mohammedsaeed et al. (2015). Cilem bylo zjistit, zda jsou urcité
lyzaty probiotickych kment Lactobacillus prospésné pti hojeni koznich ran. K posouzeni
miry reepitalizace poskozené tkan¢ byly vybrany lidské epidermalni keratinocyty, které byly
mechanicky poskrabany, nasledné na né¢ aplikovany bakterialni lyzaty a dokumentovany
Vv prib¢hu danych ¢asovych intervald. Reepitalizace oSettenych vrstev byla podobné¢ jako
V nasem pokusu porovnana S kontrolnim vzorkem. Po 18 hodinach bylo u vzorku obsahujici
L. reuteri 90,40 % plochy poskozeni uzavieno v porovnani s kontrolni monovrstvou, kde byla
zreepitalizovana tkan pouze 75,20 %. Tato studie prokazala, Ze schopnost zvysené
reepitalizace L. reuteri byla pravdépodobné zptisobena zvysenou stimulaci bunééné migrace
s 95 % zreepitalizovanou tkani. Analyza poranéni osetfenych L. rhamnosus GG poukazala
na zvysenou expresi gend, véetn¢ chemokinu CXCL2 a jeho receptoru CXCR2, které
stimuluji jiz zminénou proliferaci a migraci keratinocytl, zdroven plsobi i na sniZeni toxicity
patogennich mikroorganismu a schopnosti jejich adheze.

Peral et al. (2009) provedli malou studii s pacienty na oddéleni popalenin a plastické
chirurgie, ktefi trpéli kombinaci popélenin druhého a tfetiho stupné. Studie byla provadéna
se zamérem porovnani 1é€by popalenin s béZné pouzivanym antimikrobidlnim pfipravkem
sulfadiazinem stiibrnym (SD-AQ) a 1é€bou pomoci bakterioterapie, konkrétné s L. plantarum.
Ve skupiné pacientd s popaleninami druhého stupné byla t¢innost 1é¢by L. plantarum
srovnatelna s 1é¢bou SD-Ag. Uéinnost sniZeni vyskytu nechténych virulentnich bakterii,
separace nekrotické tkané a zvyseni tvorby granulacni tkané bylo u pouziti L. plantarum 71%
a u SD-Ag 73% tspésnost celkového hojeni. U pacienti s popalenim klasifikovanym jako
tieti stupen vykazovala vyssi tc¢innost 1é¢ba L. plantarum se 75 %, zatimco SD-Ag pouze 65
%, tedy 0 10 % niz$i uspé&Snost. Pozitivni G¢inek kultury L. plantarum pozorované
ve zminéné studii miize zpusobovat skutecnost, ze profil cytokinti indukovany L. plantarum
v zanétlivych bunkéach ma odliSnou intenzitu nez jiné latky nebo patogenni bakterie
ucinnost hojeni. V in vitro studii Sandri et al. (2014) se ukazalo, ze SD-Ag se jevi cytotoxicky
vuci fibroblastiim a keratinocytiim a nasledné tim zpomaluje cely proces hojeni. Pouziti L.
plantarum pfi hojeni popalenin bylo efektivni a méné nakladnou alternativou osetieni.

Pied zahajenim 1écby popalenin kulturou L. plantarum v souvislosti se sou¢asnymi lé¢ebnymi
metodami jsou vyzadovany dalsi studie 1é¢by a profylaxe infekci s L. plantarum
(Mohammedsaeed et al. 2015).

Ve studii Oryan et al. (2019) byl proveden in vitro experiment zkoumajici regenerac¢ni
potencial kefiru na hojeni mechanicky vytvorené rany na bunécné linii lidskych dermélnich
fibroblasti v danych casovych intervalech. Kefir obsahujici probiotické mikroorganismy,
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vcetné laktobacild, byl porovnan s SD-Ag a kontrolnim vzorkem, ve kterém nebyla Zadna
latka podporujici hojeni. Pro rychlost bunécné migrace byla méfena Sitka plochy neuzaviené
rany. Procentudalni nérGst reepitalizované tkané je vyrazné vyssi v randch 1écenych kefirem
oproti ostatnim dvéma vzorkiim. Kefir posilil prolifera¢ni fazi, coz zptisobilo 85% uzavieni
rany po 7 dnech, oproti tomu u vzorku oSetfeného SD-Ag bylo uzavieni 57 % a U ni¢im
neosetfen¢ho vzorku pouze 35 %. Do 14 dnil vSak probéhlo uplna obnova tkané u vSech
vzorku. Stejny zplisob experimentu probihal i in vivo na potkanich modelech, kde dosli

k podobnym vysledktim. Opét po 14 dnech zadna z vytvofenych ran nebyla viditelna, ale
nelécené poskozeni a 1é¢ba SD-Ag vykazovala povrchové pfiznaky zanétu a zarudnuti.
Antimikrobidlni a antioxidac¢ni aktivita kefiru byla potvrzena i ve studiich Thomson et al.
(2012) a Yilmaz-Ersan et al. (2016). Celkov¢ tento test naznacuje, ze ma kefir zna¢nou
schopnost urychlit hojeni ran, a proto byt moznym alternativnim zptisobem lé¢eni ran

a popalenin.

Arck et al. (2010) se ve své studii vénuje relativné nové hypotéze vzajemného vlivu
tii vyznamnych organti ,,osa stievo-mozek-ktize*, kde naznacuje, ze modulace mikrobiomu
konzumaci probiotik mize mit pfiznivé G€inky naptiklad na zanétlivé stavy kize. Studie
na zviratech analyzované Erdman & Poutahidis (2016) a Tsiouris et al. (2017) ukazuji
vhodnost pouziti L. reuteri a dalSich probiotickych laktobacil pii 1é¢bé koznich poranéni.
Utinnost laktobacil®i, konktrétné L. acidophilus byla potvrzena i experimentalni studii
na potkanech, kterym byla zptisobena kozZni rana a nasledné jim byl po dobu 10 dni oralné
podavan piipravek obsahujici probiotickou bakterii. Rany byly porovnavany s kontrolni
skupinou v ur¢itych ¢asovych intervalech a nasledn¢ statisticky vyhodnoceny. Ve srovnani
s kontrolou byla celkova doba uplné reepitalizace vyrazné rychlejsi. Jizva vykazovala vyssi
pevnost a bez znamek zarudnuti. P¥i analyze mikroskopického fezu granula¢ni tkané byl
ve skupiné osetfené L. acidophilus zjistén zvyseny obsah granula¢ni tkané se zvySenou
infiltraci bun¢k lymfocyty, makrofagy a mirné€ zvyseny obsah kolagenu. Uvedena studie
potvrzuje perspektivu, Ze oralni podavani vhodného druhu probiotickych bakterii mize mit
pozitivni G¢inek na homeostazu ktize a vyrazny vliv na hojeni ran (Gudadappanavar et al.
2017).

Pti testovani u¢inkl probiotik na 1é¢bu poranéni a prevenci nebo 1écbu riznych
onemocnéni je tfeba brat v ivahu veskeré vlastnosti jednotlivych kmeni probiotickych
mikroorganismu, bunécnych linii a sloZeni materidlu pouzit¢ho béhem pokusu. Kromé
regulace imunitniho systému hostitele probiotickymi mikroorganismy miZze byt hojeni ran
z velké ¢asti ovlivnéno 1 vnéj§imi faktory, jako je staii jedince a jeho stravovaci navyky.
Dulezity je ptedevSim dostateny pfijem vitaminl a mineralnich latek, které funguji jako
kofaktory enzymu i¢astnicich se procesu hojeni ran (Askelson et al. 2014; Rutherfurd et al.
2012). L. acidophilus zvysuje absorpci vitaminu D a E z potravy (Oda et al., 2016), n¢které
druhy laktobacilli jsou dokonce schopny produkce vitaminu Bz, ktery je prospéSny pii hojeni
poskozeni (Roager et al. 2014).

Dle vyse zminénych studii nelze pochybovat o ucincich probiotickych bakterii
pouzivanych jako soucast 1écby v procesu hojeni ran. Dohledat I1ze velké mnozstvi in vitro i in
vivo studii pfevazné na modelech hlodavcu tykajicich se vlivu probiotik na hojeni zejména
koZniho epitelu. AvSak aktualni data studujici vliv probiotik na rychlost hojeni ran pfedevsim
sttevnich buiikach dosud chybi, ptitom dalezitym aspektem pro udrZeni stievni homeostazy je
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spravna schopnost hojeni sliznice. Obecn¢ I1ze zhodnotit, Ze urcité probiotické bakterie
podporuji expresi vybranych cytokind a dalSich latek podilejicich se na proliferaci a migraci
bunék a tim pomahaji urychlit celkové hojeni a eliminovat ptipadné komplikace.

Zatimco nékteré vyse zminéné studie stanovily mechanismy, kterymi probiotika
mohou ovlivnit specifické procesy zapojené do patofyziologie riznych onemocnéni, jiné
se zam¢fili napiiklad na fermentované mlééné vyrobky obsahujici smés probiotik a jejich
schopnost dosahnout prospésného vlivu na zdravi konzumenta. Rostouci vyzkum
probiotickych mikroorganismii a jejich dilezita role v lidském zdravi poukazuje na novou
perspektivu a terapeuticky potencial jako alternativni a bezpeény piistup 1é¢by pacientl
S poruchou hojeni ran. Aby vSak bylo mozné tak ucinit v praxi, je tfeba objasnit piesny
mechanismus ptisobeni daného probiotického kmene a nasledné jejich ucinnost a bezpecnost
potvrdit v klinické praxi.
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[ Zavér

Na in vitro modelu kolorektalniho adenokarcinomu bunééné linie HT29 a in vitro
modelu kozniho epitelu tvofeného bunéénou linii NHDF-Neo byly testovany probiotické
kmeny L. acidophilus, L. reuteri, L. paracasei a jejich vliv na rychlost hojeni mechanicky
zpusobeného poskozeni a bunécnou migraci. Namétrené vysledky poukazuji na fakt, ze
nekteré probiotické druhy jsou schopny urychlit hojeni ran, ¢imz Ize potvrdit 1 nasi hypotézu.

Ze vsech testovanych probiotickych laktobacilti vykazoval kmen L. acidophilus
statisticky vyznamné nejrychlejsi schopnost reepitalizace poskozené bunééné monovrstvy,

z ¢ehoz Ize soudit jeho pozitivni ucinek na zvysené hojeni epitelidlni tkané. Z vysledk je
patrna i zpomalena schopnost obnovy tkané u L. reuteri, ale u vsech vzorkl byl v pribéhu
¢asu pozorovan znacny narist epitelu.

Pti kone¢ném hodnoceni nami namétenych vysledk je tteba zohlednit mozné
ovlivnéni samotné piipravy bakteridlnich lyzatl, jejich koncentraci, vhodnost pouziti bunécné
linie, ale i manualni méfeni vzorkd, jelikoZz vSechny tyto aspekty mohou mit vliv na spravnost
vysledkd.
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