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Modulace stirevni mikrobioty déti s Crohnovou chorobou

Souhrn

Crohnova choroba je fazena spolecné s ulcerdzni kolitidou a indeterminovanou Kkolitidou
do skupiny idiopatickych stfevnich zanétt oznacovanych jako IBD (inflammatory bowel
diseases). Pocet ptipadi celosvétové roste, a to predev8im ve vyspélych zemich z divodu
pokrocilé industrializace. Jednd se o imunologicky podminén4d multifaktoridlni onemocnéni,
U nichZ se stfidaji faze relapsu (akutniho ataku) a remise (poleveni), a kterd postihuji
gastrointestinalni trakt a narusuji jeho funkénost. Ackoli je zndmo mnoho faktort, jez
piispivaji ke vzniku onemocnéni, piesné pti¢iny dosud znamy nejsou. IBD postihuji predevsim
mladé pacienty a podstatné méni kvalitu jejich Zivota.

Modulace je realizovana nékolika metodami, mezi néz fadime 1é¢bu enteralni vyzivou. Cilem
této prace je posoudit vliv enteralni vyzivy na stfevni mikrobiotu déti s Crohnovou chorobou
pomoci sekvenovani nové generace. Byly hodnoceny kvantitativni a kvalitativni zmény
sloZzeni mikrobioty, které byly srovnany s dostupnymi udaji literatury, a na jejich zdklad¢ byla
zhodnocena ucinnost 1écby. Vzhledem ke komplikovanosti vysledk je tfeba budouci klinicka
interpretace a kone¢né zaveéry studie budou uvetejnény v piipravovaném ¢lanku.

Na pocatku pokusu bylo do studie zarazeno 50 détskych pacientli Fakultni nemocnice
vV Motole, ktefi byli podrobeni 1é¢b¢ enteralni vyzivou po dobu 6 tydnt. Z divodu naro¢nosti
1é¢by se nékterym pacientim nepodafilo 1é¢bu dokon¢it. Cerstvé vzorky stolice byly
analyzovany kultivacnimi a biochemickymi testy, kterymi jsem se zabyvala v mé bakalarskeé
praci s nazvem Vliv enterdlni vyZivy na mikrobiotu déti s Crohnovou nemoci vzniklou roku
2016. Navazujici diplomova prace vyuziva k analyze mikrobioty metodu Ssekvenovani.
K izolaci DNA se podafilo zamrazit 3 vzorky od kazdého z 18 pacientd, a to pted zahdjenim
lécby 0. tyden, pfi ukoCovani 1écby 6. tyden a s odstupem casu 12. tyden od zahijeni.
Pro analyzu bakteridlni diverzity byla vyuzita platforma sekvenovani nové generace lon
Torrent™
neboli polovodicové sekvenovani. Samotné sekvenovani bylo z ¢asovych a ekonomickych
diivodii provedeno v Akademii véd Ceské republiky, Ustavu Zivo&isné fyziologie a genetiky.

Z dtvodu velkého objemu dat byl vysloven obecny zavér, a to Ze v pritbéhu 1é€by enteralni
vyzivou byly zaznamenany vesmés pozitivni zmény slozeni mikrobioty. Po ukonceni lécby
ve vétsing pripadt ale doslo k navraceni do stavu plvodniho pied zahajenim Ié¢ebného

procesu. Casto sledované bakterie se v ramci mikrobioty jedince velmi lisily. V mnoha



ptipadech tak dosSlo ke zkresleni celkového vysledku, naptfiklad u rodt Staphylococcus
a Streptococcus, u nichz bylo zvySeni poctu zptisobeno pravdépodobné infekci. Vysledky
byly ovlivnény fadou dalSich faktort.

Byl potvrzen zakladni pfedpoklad G¢innosti 1écby, a to zména poméru kmenti Firmicutes:
Bacteroidetes ve prospéch kmene Firmicutes. Slibné vysledky byly zaznamenany u rodi
Blautia a Ruminococcus, které se jevi jako potencialni probiotické mikroorganismy. Doslo
k Zadoucimu znasobeni poctu rodu Faecalibacterium, do néhoz spada jedna
z nejdiskutovangjSich bakterii Faecalibacterium prausnitzii. Druhou charakteristickou
bakterii v souvislosti s IBD je Bacteroides fragilis, u rodu Bacteroides byla zaznamenana
zadouci redukce taktéz potvrzujici u€innost 1écby enteralni vyzivou.

Utinnost 16¢by vyvraci vysledky malo prokazatelného charakteru tykajici se rodd
Lactobacillus a Prevotella, ¢i kmene Proteobacteria.

Doslo k charakteristické zméné poctu nékterych méné diskutovanych bakterii, a to naptiklad
rodu Suterella ¢i rodu Collinsella, u nichZ neni piesna souvislost s IBD dosud znama.

Srovname-li tyto vysledky s vysledky podobnych studii, Ize potvrdit hypotézu prace, tedy
ze enterdlni vyziva vyrazné moduluje mikrobiotu, ackoli by bylo tifeba dalSich

dlouhodobéjsich ekonomicky a ¢asoveé nadrocnych studii k definitivnimu verdiktu.

Kli¢ova slova: Crohnova choroba, dieta, mikrobiota, sekvenovani



Modulation of intestinal microbiota of children with Crohn’s

disease

Summary

Crohn’s disease is associated with Ulcerative colitis and Indeterminate colitis in a group
of idiopathic intestinal inflammations known as IBD (inflammatory bowel diseases).
The number of cases is growing worldwide, especially in developed countries due to
advanced industrialization. They are immunologically-mediated multifactorial disease
in which the relapse phase (acute attack) and remission (let-up phase) alternate and which
affect the gastrointestinal tract and disrupt its function. Although there are known many
factors that contribute to the disease, exact causes are not yet known. IBD primarily affects
young patients and significantly alters the quality of their lives.

Modulation is implemented through several methods, including enteral nutrition. The aim
of this thesis is to evaluate the effect of enteral nutrition on the gut microbiota of children
with Crohn's disease by next-generation sequencing. Quantitative and qualitative changes
in the microbiota composition were assessed, which were compared with available literature
data, and evaluated the efficacy of the treatment. Due to the complexity of the results, future
clinical interpretations and the final findings of the study will be published
in the forthcoming article.

At the beginning of the experiment, 50 pediatric patients at the Motol University Hospital,
who had undergone enteral nutrition for 6 weeks, were included in the study. Due to
the difficulty of treatment, some patients failed to complete the treatment. Fresh stool samples
were analyzed by culture and biochemistry tests, which | dealt with in my bachelor thesis
titled Influence of Enteral Nutrition on Microbiotics of Children with Crohn's Disease
in 2016. The following thesis uses the sequencing method for microbiological analysis.
To isolate the DNA, 3 samples from each of 18 patients were frozen, before the start
of the treatment week 0, at the end of treatment week 6 and after a period of time, on week 12
from the start of treatment. For bacterial diversity analysis was used a next-generation
sequencing platform lon Torrent™ was used, or semiconductor sequencing. The sequencing
itself was done for time-saving and economic reasons at the Czech Academy of Sciences,

the Institute of Animal Physiology and Genetics.



Due to the large volume of data, a general conclusion was reached, and that was that

positive changes in the composition of the microbiota were recorded during enteral nutrition.
However, in the majority of cases, the condition has returned to the original state prior
to the start of the treatment process.
Frequently observed bacteria highly varied in the microbiota of the individual. In many cases,
the overall result has been distorted, for example in the genera Staphylococcus
and Streptococcus, where the increase in number has been caused by infection. The results
were influenced by a number of other factors.

The baseline assumption of treatment efficacy, the ratio of Firmicutes: Bacteroidetes
in behalf of Firmicutes was confirmed. Promising results were recorded in the genera
of Blautia and Ruminococcus, which are potential probiotic micro-organisms. There was
a desirable multiplication of the number of Faecalibacterium genera, which contains one
of the most discussed bacteria named Faecalibacterium prausnitzii. The second characteristic
bacterium associated with IBD is Bacteroides fragilis. In the genus Bacteroides the required
reduction was also found to confirm the efficacy of enteral nutrition.

The efficacy of the treatment disproves the results of little demonstrable character regarding
the Lactobacillus and Prevotella genera, or the Proteobacteria phylum.

There has been a characteristic change in the number of some less discussed bacteria,
for example, the Suterella genus or the Collinsella genus, where the exact relationship
with IBD is not yet known.

In comparision with the results of similar studies, the hypothesis of this thesis can be
confirmed, ie that enteral nutrition significantly modulates the microbiota; although further

longer-term economics and time-consuming studies are required for the final verdict.

Keywords: Crohn’s disease, diet, microbiota, sequencing
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva sledovanim zmén stfevni mikrobioty u détskych pacientti
s Crohnovou chorobou vlivem enteralni vyzivy.

Lidské stfevo je kolonizovano velkym pocétem mikroorganismti, kolektivné nazyvanych
jako stievni mikrobiota. Komplexni ekosystém stfevni mikrobioty obsahuje 10**™* bakterii,
coz zahrnuje vice nez 35 000 bakterialnich druhti se vzristajici rozmanitosti a poctem smérem
od zaludku po tlusté stievo. Tyto mikroorganismy ziji v komenzalnim vztahu s nasim télem
a zajiStuji fadu vyznamnych funkci. SloZeni mikrobioty je velmi individualni a je oznacovano
jako mikrobidlni fingerprint, neboli otisk prstu, ktery je vyuZivan i ve forenznich analyzach
a kriminalistice. Existuje mnoho faktorti ovliviwjicich sloZzeni mikrobioty. K udrzeni
homeostdze a prevence pied abnormalni imunitni odpovédi jsou vyuzivany nejriznéjsi
mechanismy. Casto se ale stane, Ze tyto mechanismy selzou a dojde k naru$eni rovnovahy
vnitinitho prostfedi mikrobioty, K tzv. dysbiose. V zavislosti na mife dysbiosy muze tato
nerovnovaha vyustit v fadu onemocnéni a poruch travici soustavy.

Zangtliva sttevni onemocnéni zahrnujici ulcerézni kolitidu, Crohnovu chorobu
a indeterminovanou kolitidu jsou pravé skupinou onemocnéni vyvolanych dysbiosou
mikrobioty. Jednd se o chronickd, imunitn¢ podminénd onemocnéni gastrointestindlniho
traktu naruSujici jeho funkc¢nost. Charakteristickym znakem pro pribéh onemocnéni je
sttidani faze relapsu (akutniho ataku) a remise (poleveni). Pfestoze je zndmo mnoho faktort,
jez prispivaji ke vzniku téchto onemocnéni, presné pri¢iny nejsou dosud znamy. Zanétliva
sttevni onemocnéni postihuji predev§im mladé pacienty a podstatné zhorSuji kvalitu jejich
Zivota.

Jelikoz na Crohnovu chorobu nebyl doposud nalezen ucinny I€k, je cilem 1écby pouze
potlaceni zanétu, zkraceni akutni faze onemocnéni a dosazeni dlouhodobé bezpiiznakového
obdobi. Slibnou lécebnou strategii budoucnosti se jevi modulace stfevni mikrobioty.
Lécebnych metod modulace mikrobioty je vice, patii mezi né praveé 1é€ba enteralni vyzivou.

V této praci bude vyuzita metoda sekvenovani nové generace ke kvantitativni a kvalitativni
analyze stfevni mikrobioty. Vzhledem k tomu, ze 70% stfevnich bakterii je povaZovano
za nekultivovatelné, jsou sekvenacni techniky ohromnym pfinosem a umoziuji doplnit
kultivaéni metody, které byly vyuZzity v mé bakalaiské praci s ndzvem Vliv enteralni vyZivy
na mikrobiotu déti s Crohnovou nemoci vzniklou roku 2016 a na niZ navazuje pravé tato
diplomové prace. Vysledky sekvenace budou zhodnoceny a srovnany s vysledky jinych studii
zabyvajicich se touto problematikou a nasledné prodiskutovany.
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2 Hypotéza

Crohnova nemoc (CN) je fazena do skupiny zanétlivych stfevnich onemocnéni. Jelikoz
na Crohnovu chorobu nebyl doposud nalezen Gc¢inny 1€k, je cilem 1écby pouze potlaceni
zanétu, zkraceni akutni fize onemocnéni a dosazeni dlouhodobé bezptiznakového obdobi.
Jednou z mozZnosti 1é¢by je enteralni vyziva fazena mezi metody modulace stfevni
mikrobioty.

Predpokladem diplomové prace je, ze dieta ve formé enteralni vyzivy bude mit vliv

na kvantitativni a kvalitativni sloZeni sttevni mikrobioty pacientii s Crohnovou nemoci.



3 Cil prace

Cilem této prace je posoudit vliv enteralni vyzivy na stfevni mikrobiotu déti s Crohnovou
chorobou pomoci sekvenovani nové generace. Budou hodnoceny kvantitativni a kvalitativni

zmény slozeni mikrobioty, které budou srovnany s dostupnymi tidaji literatury.



4 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

UC (Ulcerative colitis) = ulcerdzni kolitida

CD (Crohn’s disease) = Crohnova choroba

ACCESS (The Asia-Pacific Crohn’s and Colitis Epidemiology study)
FMT (fecal Microbiota Transplantation) = fekélni transplantace mikrobioty
GIT = gastrointestindlni trakt

GM (gut microbiota) = sttevni mikrobiota

IBD (Inflammatory bowel diseases) = zanétliva stfevni onemocnéni
IC (Indeterminate colitis) = indeterminovana kolitida

NGS (Next Generation Sequencing) = sekvenovani nové generace
SCFA (short-chain fatty acids) = mastné kyseliny s kratkym fetézcem
EN (enteral nutrition) = enteralni vyziva

PN (parenteral nutrition) = parenteralni vyZiva

PEN (partial enteral nutrition) = doplitkova enteralni vyziva

EEN (exclusive enteral nutrition) = vyhradni enterdlni vyziva

NG (nasogastric tube) = nasogastricka trubice



5 Literarni prehled souc¢asného stavu problematiky

5.1 Zanétliva stirevni onemocnéni

Zanétliva sttevni onemocnéni (IBD) zahrnujici ulcerdzni kolitidu (UC), Crohnovu chorobu
(CD) a indeterminovanou kolitidu (IC) jsou chronickd, imunitné¢ podminéna onemocnéni
gastrointestinalniho traktu (GIT) narusSujici jeho funkcnost. Jedna se o onemocnéni, u nichz se
sttidaji faze relapsu (akutniho ataku) a remise (poleveni). Cilem 1€¢by je v soucasné dobé
navozeni dlouhotrvajici remise a zabranéni relapsu (Derikx et al., 2016; Mitrova, 2012).

Sokol et al. (2017) zminuje, ze IBD postihuji pfedev§im mladé pacienty a podstatné méni kvalitu
jejich zivota.

Miyoshi a Chang (2016) uvadéji, ze v Evropé je zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi
postizeno 2,5 milionu lidi a ze pocet ptipadi celosvétové roste, a to predevSim v Asii, Jizni

Americe a na Stfednim vychodé z ditvodu rostouci industrializace.

5.2 Crohnova choroba

5.2.1 Rozdil mezi Crohnovou chorobou a ulcerézni kolitidou

Hlavnim rozdilem CD a UC je lokalizace. Zatimco CD postihuje nejcastéji termindlni
ileum, ale miize postihnout jakoukoli ¢ast gastrointestinalniho traktu, UC postihuje pouze
tlusté stievo (Vermeire, et al., 2015). Rozdil v lokalizaci je patrny na obrazku (Obr. 1) nize.
Karaskova et al. (2008) dopliuje, ze v piipadé UC je maximum zmén patrnych v oblasti
kone¢niku, kde dochazi ¢asto ke vzniku viedul, z jejichz latinského nazvu je odvozen nazev
onemocnéni.

Skrabalkova (2013) uvadi dalii rozdil v lokalizaci, a to poskozeni riiznych vrstev stfevni
stény. CD miiZze byt lokalizovana v jakékoli vrstvé, zatimco UC je vymezena vyhradné

v oblasti submukosy.



Inflammatory Bowel Disease (IBD)

Ulcerative J
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Obr. 1. Rozdil v lokalizaci Crohnovy choroby a Ulcerézni kolitidy (Johns Hopkins
Gastroenterology and Hepatology, 2017).

5.2.2 Etiologie

I pfestoze je zndmo mnoho faktord, jez pfispivaji ke vzniku onemocnéni IBD, piesné
pti¢iny nejsou dosud znamy.

Zakladni ptedpoklad je zalozen na identifikaci pfi¢iny IBD jako pfehnané imunitni reakce
sttevni sliznice vi¢i komenzalnim bakteriim stfevni mikrobioty, coz vede k zanétlivému
procesu u geneticky citlivych jedinct. Tento pfedpoklad je podpoten souvislosti lokalizace
onemocnéni v GIT a vysokym poctem mikroorganismli v téchto ¢astech GIT (Derikx et al.,
2016). Kaskada imunitnich prozanétlivych odpovédi zahrnuje piedev§im pomocné
T-lymfocyty (zejména Twl a Tw17). Pomocné T-lymfocyty produkuji v odpovédi na expozici
bakterialnim produktim rdzné skupiny cytokinti; faktor nadorové nekrozy a (TNF-a),
interferon y a interleukiny 1L-12, IL-23 (Levine and Wine, 2013).

Predpoklad abnormalni imunitni reakce podporuje 1 Pickard et al. (2017), ktery uvadi, ze
u pacienti s IBD byla zaznamenéana rapidné zvySena sekrece protilditek IgG v mukose
protichidné k fyziologick¢ IgA odpovédi proti komensdlnim bakteriim. Reaktivita séra

k mikrobialnim antigenim byla také zvySena. Navic byly lymfocyty izolované z mukosy
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pacientii s Crohnovou chorobou hyperreaktivni ke stimulim antigeni od komenzali
(naptiklad k flagellinu, dominantnim antigenu v ptipad¢ Crohnovy choroby).

Fenotyp onemocnéni je rizny, coz se projevuje variabilnim rizikem operace, vyzivovym
stavem a prubéhem onemocnéni. Sheehan et al. (2015) napiiklad uvadi vyznamné rozdily
Vv lokalizaci onemocnéni mezi asijskou a australskou skupinou.

Spole¢né piisobeni rizikovych faktorti urcuje, kdo onemocni, zatimco infekce onemocnéni IBD
spousti (Sheehan et al., 2015).

Zékladni faktory vzniku onemocnéni IBD se déli na faktory genetické a faktory

environmentalni.
5.2.2.1 Genetické faktory

Ne vSechny formy IBD jsou ovlivnény zménami stievni mikrobioty stejné. Existuji ptipady

velmi casnych atakii IBD, které se objevily velmi brzy po porodu, ¢ili v dobé¢, kdy jeste
nebyla vytvofena stfevni mikrobiota. Tyto ptipady jsou pravdépodobné zplisobené
dominantnimi genetickymi defekty, jako naptiklad nedostatkem genu IL-10 a jeho receptoru,
Vyznamnym objevem byla v oblasti genetickych faktorti identifikace genu NOD2, ktery
piispiva konkrétné ke vzniku Crohnovy choroby (Derikx et al., 2016). Griffiths (2005) uvadi
jako druhy gen pfispivajici primarné k CD, gen CARD15. Pochopeni polymorfismu v téchto
dvou genech pomohlo pochopit vztah mezi vrozenou imunitou a bakteriemi stievni
mikrobioty. Miyoshi a Chang (2016) uvad¢ji dalsi piiklady genit ATG16L1, IRGM, IL23R ¢i
CARD9. Sheehan et al. (2015) doplnuje piiklady dale o geny XBP1 a ORMDL3 a jako
spole¢ny divod vyssiho genetického rizika obecné uvadi autofagii (mechanismus, pomoci
které¢ho bunky rozkladaji samy sebe a zajiStuji tak homeostazu), kterd vede k nevhodné
vrozené imunitni odpovédi.
Byla identifikovana spousta lokust genti pro IBD, které jsou davany do souvislosti s vrozenou
imunitou, zodpovédnou za primdrni obranny systém proti komenzalnim stfevnim bakteriim.
Tento fakt podtrhuje vyznam interakce stievniho zanétu a stievni mikrobioty (Derikx et al.,
2016). V soucasné dobé se jedna ptiblizné o 200 lokusi (Sommer et al., 2017).

Mutace a polymorfismus v téchto genech zpisobuje abnormalni funkci Panethovych
bunék, coZ jsou specializované epitelialni buniky nachazejici se ve stfevnich kryptach, které
produkuji peptidy k redukci bakterii ve stfevni mukose. Mimo naru$eni procesu redukce

bakterii dochazi dale k naruseni autofagie (Levine and Wine, 2013).



Z divodu vysokych nakladt pro analyzu genomu jsou preferovany ptipady s rodinnou
historii onemocnéni ¢i piipady s extrémnimi projevy znakti onemocnéni (Christodoulou et al.,
2012).

Genetické faktory hraji vy$s$i roli u onemocnéni diagnostikovanych V nizkém véku
z divodu vyssi genetické zatéze zpusobujici mutaci genomu. Predpoklada se, ze u takovych
pacientii md nemoc agresivnéjsi fenotyp, specidlné Casté diagnostikovana Crohnova choroba
je spojovana s vyssi pottebou chirurgického zdkroku a niz§im poklesem zanétlivosti

(Christodoulou et al., 2012).

5.2.2.2 Environmentdlni faktory

Environmentalni faktory uzce souvisi s modernim zivotnim stylem a vice ovlivituji UC nez
CD (Sheehan et al., 2015).

Vyznam environmentalnich faktort zdiraziuje rapidni nérlst incidence IBD (Ng et al.,
2015).

Ng et al. (2015) proved! studii ACCESS (Asia-Pacific Crohn’s and Colitis Epidemiology
study), ktera je jako jedna z mala lokalizovand na tzemi Asie a Australie ve srovnani
s drivejSimi studiemi z oblasti Evropy ¢i Ameriky, a tak umoziuje potvrzeni fenoménu
,westernizace®. Tento pojem zahrnuje zmény v dieté¢, industridlni vyvoj, expozici
Kk antibiotikim v détstvi, vakcinaci, zvySenou sanitaci a dal$i zmény charakteristické
pro zapadni civilizaci. Jedna se o rizikové faktory jak pro IBD, tak i pro dal$i onemocnéni.
Obrazek 2 (Obr. 2) piedstavuje celosvétovou geografickou distribuci Crohnovy choroby.
onemocnéni potvrzuje zminovany fenomén westernizace.

Koufeni uzce souvisi se zménami v expresi a funkci genu NOD2. U CD je prokazano
koufeni jako rizikovy faktor, zatimco u UC ma protektivni vliv (Sheehan et al., 2015).

Narist spotfeby antibiotik je spojen se zvySenym rizikem vzniku CD, a to specialné u déti.
UZzivani antibiotik v t¢hotenstvi miiZze indukovat zmény stfevni mikrobioty ditéte. Na druhou
stranu je vyuzivana antibiotickd lécba podavana v nizkych davkach, kterd prokazatelné
zvySuje mnoZzstvi SCFA (mastné kyseliny s kratkym fetézcem) ve stfevé (Tlaskalova-
Hogenova, 6.12.2017, pers. comm.). Expozice antibiotikim v prvnich letech zivota je spojena

S obezitou v téchto letech a rozvoji IBD (Sheehan et al., 2015).
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Obr. 2: Celosvétova geograficka distribuce Crohnovy choroby. Nejvyssi distribuce je oznacena

cervené, stiedni zIute, nizka modie a Sedivé jsou oznaceny oblasti s neznamou distribuci (Kaplan,

2015).

Z environmentalnich faktorti Ize dale jmenovat vyzivu a vyzivové zvyklosti. Soucasné
zmény stravovacich zvyklosti zahrnujici preferenci zpracovanych, €asto vysoce tuc¢nych
potravin s vysokym obsahem cukru, izce souvisi se socioekonomickym rozvojem a na IBD
maji prokazatelné vliv (Sheehan et al., 2015).

Ng et al. (2015) ptidava k vyzivovym rizikovym faktorim chléb a redukci zeleniny, ovoce
a vlakniny.

Je prokédzano, Ze emulzifikdtory a bé€Zné€ pouzivand aditiva méni stfevni mikrobiotu mysi
a nasledné¢ mohou indukovat zanét ¢i metabolicky syndrom. Diskutovanym vyzivovym
faktorem je obezita, u niz se studie zna¢né rozchazeji. Nékteré stylizuji obezitu jako rizikovy
faktor rozvoje IBD, a to ptredev§im u CD, u Zen ¢i déti, zatimco jiné studie vliv obezity
na rozvoj IBD popiraji. Jak u obéznich déti s CD, tak i u dospé€lych pacientl existuje vyssi
riziko, Ze v budoucnosti podstoupi chirurgicky zédkrok. Obezita mize dale ovliviilovat u¢innost

medikament6zni 1é¢by (Sheehan et al., 2015).



Ng et al. (2015) uvadi jako rizikovy dietni faktor CD ¢astou konzumaci dzusu a u UC denni
konzumaci prazenych kukufi¢nych vlocek (cornflakes). Protektivni vliv ma naopak caj
a kéva, které obsahuji antioxidanty a v ptipadé zeleného Caje navic polyfenoly.

Dalsim rizikovym faktorem je dle Levina a Winea (2013) gliadin obsazeny v glutenu.

Kojeni po dobu 12 mésicii a déle ma silny protektivni efekt u CD. Fyzicka aktivita mtze
indukovat autofagii a pusobit tak protektivné. Vyristani déti v domdacnosti s mazlicky,
predevsim se psi, umoznuje détem expozici ke zvifecim mikroorganismiim a tim leps$i rozvoj
imunity (Ng et al., 2015).

Pokrocilé modely odhaluji, ze 60 % variability mikrobidlnich druhti je dano vyzivou. Zmény
ve vyzivé se odehrdvaji jak na urovni sloZeni stfevni mikrobioty, tak na trovni jeji funkce

(Levine and Wine, 2013).
5.2.3 Priznaky a komplikace

Mezi piiznaky patii krvavy prijem, Casto doprovdzeny bifiSnimi kiecemi, ¢i anorexie
(Vermeire, et al., 2015). Derikx et al. (2016) dopliuje mezi ptiznaky ztratu vahy a unavu.
U nékterych pacientii se mohou objevit extraintestindlni piiznaky, a to naptiklad kozni 1éze,
onemocnéni kloubt ¢i primarni sklerotizujici cholangitida, kterou vysvétluje Karaskova et al.
(2008) jako chronické progresivné fibrotizujici zanétlivé onemocnéni zlu¢ovodd.

Nevyléceny zanét miize vést k nejriznéjSim komplikacim, naptiklad k z(zeni stfeva,
fistulam ¢i abscesim (Vermeire et al., 2015) ¢i zménam vahy zachazejicich do extrému
obezity nebo naopak malnutricie (Sheehan et al., 2015).

Malnutricie je zptusobena né¢kolika faktory, a to malabsorpci, nartstajicimi ztratami zivin,
vys$Simi potfebami energie, interakci 1€kl s Zivinami a snizenym dennim pfijmem zivin.
Snizeny denni pfijem Zivin byva zplsoben nejcastéji anorexii, nevolnosti, zvracenim,
poruSenym senzorickym vnimanim a dietnimi omezenimi. Senzorické vnimani muizZe byt
naruseno 1é¢bou metronidazolem. Casto dochéazi k deficienci mikroprvki, predevsim zinku,
zeleza a niklu. U vice nez 85 % détskych pacientli s CD a 65 % détskych pacientii s UC doSlo
v dob¢ diagnézy k tbytku vahy. Malnutricie u déti dale asti v 15 — 40 % Vv poruchy rastu,
zejména u déti s CD (Shamir, 2009). Poruchy ristu se objevuji u vice nez 46 % déti s CD
(Critch et al., 2012). Vlivem malnutricie miize dochazek az k zastaveni rastu, které se Castéji
objevuje u déti s CD nez UC (Hartman et al., 2009).

Mohou se ptidruzit kampylobakteriové ¢i klostridiové infekce (Pickard et al., 2017).
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5.2.4 Hodnoceni onemocnéni

K hodnoceni Crohnovy choroby se vyuziva v piipad¢ détskych pacientd Pediatric Crohn
Disease Activity Index (PCDAI), u dospélych pak Crohn Disease Activity Index (CDAI).
U nemocnych ve fazi relapsu dosahuje PCDAI hodnoty vice nez 20 (Shamir, 2009), ve fazi
remise hodnoty < 7,5. K hodnoceni onemocnéni se dale pouziva hodnota CRP (C-reaktivni

protein) a dalsi (Levine and Wine, 2013).
5.2.5 Zpusoby lé¢by

Jelikoz na Crohnovu chorobu nebyl doposud nalezen ucinny I€k, je cilem 1é¢by pouze
potlaceni zanétu, zkraceni akutni faze onemocnéni a dosaZeni dlouhodobé bezptiznakového
obdobi. Jednou z moznosti 1éCby je enterdlni ¢i parenterdlni vyziva, dale je
to medikamentdzni 1é€ba, biologicka 1écba, chirurgicka 1écba, 1écba probiotiky a prebiotiky,

fekalni mikrobidlni transplantace a alternativni terapie.

5.2.5.1 Medikamentozni lé¢ba

Medikament6zni 1écba je v souCasné dobé vyrazné orientovand na nasledky IBD, nez
na jejich pri¢iny. Principem 1é¢by je blokace zanétlivé imunitni odpovédi (Fri¢, 2010).

Existuji dva typy medikamentdzni terapie, a to lécba indukéni a 1é¢ba udrzovaci. Indukéni
lécba vede k potlaceni akutné vzniklého zanétu a je zalozena na vysokych davkach lék.
Cilem udrzovaci 1é¢by je pak dlouhodobé udrZeni remise a je snizovan pocet i davky léki
(Bajerova et al., 2013).

Aminosalicylaty, antibiotika, kortikoidy a biologickou lécbu volime pro indukéni fazi
lécby, pro dlouhodobou terapii (udrzovaci fazi) k udrZzeni remise jsou vhodné

aminosalycylaty, imunosupresiva a biologické 1é¢ba (Lukas, 2011).

5.2.5.1.1 Aminosalicylaty

Lukas (2011) uvadi, Ze vyznam aminosalicylati v terapii CD klesa. Dnes se vyuzivaji
pfedevsim k prevenci recidivy CD po provedené chirurgické resekci (tj. odstranéni ¢asti nebo
celého stieva) ve formé ¢ipkii nebo rektalnich nélevii. Lze je vyuZit 1 pro mirné formy
terminalni ileitidy a CD lokalizované na tracniku.

NejvyznamnéjSimi léky jsou mesalazin a sulfasalazin (Lukas, 2011).

Derikx et al. (2016) uvadi aminosalicylaty, a to konkrétné¢ 5-aminosalicylovou kyselinu
jako prvni volbu lécby UC.
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5.2.5.1.2 Glukokortikoidy a kortikosteroidy

Cierna (2011) charakterizuje glukokortikoidy (napf. prednison, medrol) jako léky
hormonalniho charakteru, které maji silné protizanétlivé ucinky, ale jsou vyuzitelné
I pro potlac¢eni imunitnich reakci. Lukas (2011) glukokortikoidy rozdéluje do dvou skupin,
a to na glukokortikoidy se systémovym ucinkem a topicky piisobici glukokortikoidy.

Glukokortikoidy se systémovym ucinkem (napf. kortizol) jsou podavany piredevsim
v peroralni nebo parenterdlni 1é¢b€, maji mocny protizanétlivy efekt a jsou vyuzivany
u nemocnych s t€z§im pribéhem CD. Jejich dlouhodobé podavani je vSak zatizeno vysokym
rizikem zavaznych nezadoucich ucinkl, jejichz intenzita nartstd s davkou a délkou podavani
(Lukas, 2011).

Lukas (2011) uvadi, ze topicky pusobici glukokortikoidy (napt. budesonid) jsou
alternativou pro omezeny pocet nemocnych, a to s mirnou a stfedni aktivitou CD. Jejich
hlavni vyznam spoc¢iva v minimalizaci systémovych projevt.

Terapie kortikosteroidy indukuje remisi u 70 — 80 % dosp€lych pacientd s akutnim stadiem
Crohnovy choroby (Heuschkel et al., 2000).

V piipadé, ze pacienti na 1éCbu nereaguji nebo vyzaduji trvale vysoké davky kortikoidi,

pristupuje se k podavani imunosupresiv (Cierna, 2011).

5.2.5.1.3 Imunosupresiva

Imunosupresiva jsou indikovana v terapii chronicky aktivnich forem IBD, u n¢kterych
recidivujicich mimostfevnich projevi, v 1€cbé fistulujici CD a v piipadé ztraty Gcinnosti
terapie kortikosteroidy. V praxi jsou vyuzivana pfedevsim pro svij tzv. kortikosteroidy Settici
efekt, ktery umoziuje snizit riziko vedlejSich ucinkli podavani kortikoidt (Lukas, 2011).

Dle Lukase (2011) mezi vyznamna imunosupresiva patii thiopuriny (napi. azathioprin
a 6-merkaptopurin), dale metotrexat a kalcineurinové inhibitory (napt. cyklosporin A
a tacrolimus).

Imunomodulatory byvaji po aminosalicylatech druhou volbou 1é€by v ptipadé UC, ovSem

jsou spojeny s vyssim rizikem zanétlivych komplikaci (Derikx et al., 2016).

5.2.5.1.4 Antibiotika a chemoterapeutika
Antibiotika a chemoterapeutika (napf. chinoliny a makrolidy) se pouZzivaji pfedev§im
v lécbé lumindlni a penetrujici formy nemoci a pfi lé€eni n€kterych hnisavych komplikaci

(Lukas, 2011). Maly (2004) uvadi, ze antibiotika brani pteristdni patologické stfevni
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mikroflory u aktivni formy nemoci. U chemoterapeutik je znacnd moznost nezddoucich
ucinkt pti dlouhodobém podavani.

Antibiotika mohou redukovat pravdépodobnost pozdéjsiho navratu CD po operaci
(Sheehan et al., 2015).

Lukas (2011) uvadi, Zze vyhodou antibiotik a chemoterapeutik je rychly nastup ucinku.
Jejich nevyhodou je pak kratkodobost ptfiznivého ucinku lécby a nutnost mnohatydenniho
podévani.

Dle Marchesiho et al. (2016) je pouziti antibiotik v 1é€bé G¢inné u urcitych skupin
pacientli, zejména u pacientii po resekci stieva, u nichz byla podavana antibiotika

metronidazol a ornidazol.

5.2.5.1.5 Symptomaticka terapie

Symptomaticka terapie predstavuje Skalu 1€kt pouzivanych ke snizeni frekvence stolice,
zmirnéni bolesti bficha, pfedchazeni nezddoucim vedlej$im u¢inklim systémovych kortikoid
a imunosupresivnich 1€kt a l€ky dopliujici nedostatek zeleza, stopovych prvki, vitamint
a podobné. Terapie neovliviiuje vlastni zanétlivy proces, pouze ma za cil ulevit pacientovi

od nejvétsich obtizi (Bajerova et al., 2013).
5.2.5.2 Biologicka lécba

Biologicka 1é¢ba je v kontrastu s medikament6zni terapii zaloZena na vyuziti pfirodnich
produkt namisto synteticky vyrobenych 1é¢iv (Skrabalkova, 2013).

Lukéas (2011) uvadi jako priklady biologické 1écby I€ky adalimumab a infliximab,
namifené proti tumor nekrotizujicimu faktoru alfa (TNF), ktery je uvolfiovan do tkani
a télesnych tekutin z aktivovanych leukocytli v prubéhu zanétlivé reakce. Tyto 1éky maji dle
Gabalce (2009) celou tfadu ucinkli, kromé¢ blokady TNF i ovlivnéni apoptosy bunék.
Biologicka 1écba je aplikovana ptedevs§im parenteralné a uc¢inek pretrva nékolik tydni.

Luka§ (2011) uvadi dalsi I€ky, jako certolizumab pegol, zaloZzen na podobném
mechanizmu G¢inku jako adalimumab nebo infliximab, dale natalizumab, zabraiujici migraci
leukocytli do tkané a nejnové€jsi testy 1éku vedolizumabu se selektivnim ucinkem na travici
trakt.

Utinna je dle Bajerové at al. (2013) tzv. konkomitantni terapie spoéivajici v $estimésiénim
soucasném podavani biologické 1écby spolu s imunosupresivy a ndsledném ukonceni terapie

imunosupresivy. Je prokazano, Ze v prvnich Sesti mésicich se ucinek infliximabu zvySuje
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a v dal$im prab¢hu efekt mizi. Vyhoda konkomitantni terapie musi byt zvazena v kontrastu se
zvySenim rizika infekce a rizika zhoubnych nadort (Baumgart and Sandborn, 2012).

Nevyhodou biologické 1écby je nemoznost aplikace v ptipad¢ alergie, infekce, nadorového
onemocnéni, poruchy prichodnosti TT nebo nevyprazdnénych abscest (Bajerova a et al.,
2013). Dalsi nevyhodou je zvySené riziko infekénich komplikaci jako V piipadé
imunosumpresiv a také vysoké vydaje biologické 1é¢by (Derikx et al., 2016).

Obecné muze byt biologicka lécba ucinna k udrzeni remise (Akobeng and Thomas, 2007).
5.2.5.3 Chirurgicka lécba

Selze-li medikamentozni 1é¢ba a objevi-li se komplikace, je vyuzita chirurgicka 1écba.
U pacientit s CD je odstraniovana jen postizena Cast stieva, v piipadé onemocnéni UC celé
thusté stievo (Cierna, 2011).

Chirurgické vykony u CD neslouzi k pfi¢inné 16¢b¢, ale pouze snizuji nemocnost pacienta
(Bajerova et al., 2013). Po zakroku ¢asto dochazi k recidivé zanétu (Vermiere et al., 2015).
Bajerova et al. (2013) vsak doklada existenci piipadi, kdy doslo k dlouhodobému odstranéni
obtizi a vyznamnému sniZzeni, pfipadné i preruseni medikament6zni 1é¢by.

Existuje n€kolik typt chirurgickych vykoni u CD. V pftipad¢ ilecekalniho postizeni,
tj. postizeni pfechodu mezi tenkym a tlustym stfevem, se provadi odstranéni této Casti stieva
(tzv. ileocekalni resekce) a opetovné spojeni zbylych konct zpét (tzv. anastomodza). Samotné
resekce se provadi 1 v pfislusném useku stieva v ptipadé meziklickovych stfevnich pistéli.
Dalsim typem zakroku je tzv. strikturoplastika, kdy se provadi rozsiteni zjizvenych useku
stteva vlivem CD podélnym protétim a piicnym seSitim jizevnatého ztzeni. Pokud je
postizeno celé tlusté stievo, coz byva u CD casto, provadi se jeho odstranéni, tzv. kolektomie.
Proktokolektomie se provadi pfi postizeni jak tlustého steva, tak konec¢niku s cilem jejich

odstranéni. Ileostomie je zakrok, pii némz se zavede sttevni vyvod (Bajerova et al., 2013).
5.2.5.4 Probiotika a prebiotika

Marchesi et al. (2016) definuje probiotikum jako Zivy organismus, ktery v ur¢itém
mnozstvi pfinasi zdravotni benefit svému hostiteli. Pfikladem mohou byt komeréné vyuzivané
rody Bifidobacterium ¢i Lactobacillus.

Cahova  (9.12.2017, pers.comm.) rozd€luje  probiotika na a)  probiotika
jednoslozkova/viceslozkova, b) probiotické kmeny na miru, c¢) fekalni mikrobialni
transplantace, d) bakteriofagy.
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Existuji rizné interakce probiotik S hostitelem zahrnujici naptiklad kompetitivni inhibici
ostatnich mikrobu, ucinek na funkci stfevni bariéry nebo interakce s antigenem (Marchesi et
al., 2016).

Tyto interakce jsou realizovany blokaci adhezivnich mist, kompetici o Ziviny
a antimikrobidlnimi G¢inky. Probiotické bakterie produkuji SCFA, které snizuji pH stfev
a inhibuji rust patogennich bakterii. Jak jiz bylo zminéno, butyrat také poskytuje vyzivu
enterocytim a pozitivné ovlivituje sttevni bariéru zvySenou sekreci mucinu a ucelenim jeji
struktury na zakladé utésnéni spoji mezi epitelovymi bufikami. Dale plsobi protizanétlivé
tlumenim imunomodulac¢nich drah, jako naptiklad signalni kaskady NFkB (Derikx et al.,
2016). Miyoshi a Chang (2016) uvadi vysokou ucinnost probiotik v piipad¢ klostridiovych
infekct.

Prebiotika jsou definovana jako selektivné podavané slozky, které usti ve specifické zmeény
ve slozeni a/nebo v aktivité¢ stfevni mikrobioty, coz pfinasi vyhody pro zdravi hostitele.
Vétsinou se jedna o nestravitelné sacharidy, oligosacharidy nebo kratké polysacharidy jako
inulin, oligofruktosa, galaktofruktosa, xylo-oligosacharidy, které jsou V soucasnosti
intenzivné zkoumany (Marchesi et al., 2016).

V piipadé UC jsou vysledky smisené (Colman and Rubin, 2014).

Marchesi et al. (2016) uvadi, ze v piipadé vyuziti E. coli jako probiotika dochazi u pacientt
s UC k remisi, E. coli je tak alternativou 5-aminosalicylatu.

Derikx et al. (2016) déli vyuziti probiotik do dvou skupin, a to na probiotika navozujici remisi
v aktivni fazi onemocnéni a na probiotika remisi udrzujici. Jako u¢inna probiotika k navozeni
remise shledava VSL#3, coz je komplex 8 druhii bakterii, K udrzeni remise pak jiz
zminovanou E. coli. Dale diskutuje vyuziti samostatnych organismi, jako Saccharomyces
boulardii, Bifidobacterium longum, Lactobacillus carei, Lactobacillus reuteri nebo jejich
kombinaci, a to napiiklad v produktech Bifido-fermented milk, BIO-THREE a Bifid Triple
Viable. Slozeni téchto tii probiotik naleznete v ptiloze 1.

Nicménég, ucinnost probiotik a prebiotik pii 1écbé CD neni prokazéna (Derikx et al., 2016;
Marchesi et al., 2016).

Cahova (9.12.2017, pers. comm.) uvadi problémy probiotik, které je tieba vytesit, aby byla
lécba zefektivnéna, a to a) konkretizace druhtl, b) zajisténi preziti mikroorganismi v GIT,
¢) manipulace s anaerobnimi druhy, d) interakce mezi mikroorganismy a dietou.

Vyhodou probiotik a prebiotik jako 1écby IBD je nizké4 cena a soucasna kombinovatelnost

S ostatnimi terapeutickymi metodami. Studie probiotik jsou velmi rtznorodé z hlediska
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zkoumanych bakterialnich rodti a métenych vystupi, coz vede ke slozitosti porovnatelnosti
vysledkt a slozitosti celkového zhodnoceni u€innosti probiotik jako moznosti 1é¢by. Studie
prebiotik jsou obecné méné rozsahlé nez v piipadé studii probiotik. Do budoucna se
predpoklada, ze budou probiotika a prebiotika hrat klicovou roli v dietnich opatienich,
a budou urcena kazdému pacientovi na miru dle typu, stadia onemocnéni IBD a podobné
(Derikx et al., 2016).

Bures (2009) diskutuje vyuziti Cervi k 1é¢bé IBD. Vyuziva principu, ze helminty
indukovana imunitni odpovéd’ miize zmirnit poSkozeni zplsobena zanétlivou odpovédi
Clovéka. Ktémto ucelim byl vyuzit tenkohlavec prase¢i (Trichuris suis), kdy doslo
ke zlepseni symptomu u vétSiny nemocnych CD. Extrakty z helmintl byly stejné G¢inné jako
zivi Cervi. K vyuziti téchto poznatkt v 1é¢be je tieba hlubsiho pochopeni komplexniho vztahu
mezi lidskym hostitelem a parazitickymi Cervy.

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) piikladdd moznosti 1écby probiotiky
u chronickych onemocnéni velky vyznam a uvadi, Ze jelikoz je vétSina probiotickych prospésnych
bakterii nekultivovatelnych, mél by se vyzkum zaméfit na moznosti zlepSeni kultivace téchto
bakterii.

Kombinace probiotik a prebiotik se nazyva synbiotikum. Honzak (9.12.2017, pers. comm.)
i Cahova (9.12.1017, pers. comm.) vidi perspektivu praveé v synbiotikach, fungujicich na principu
dodéni probiotickych organismii spolecné s Zivinami pro tyto organismy, coz zvySuje ucinnost

klasickych probiotik.
5.2.5.5 Fekdlni mikrobidlni transplantace

V posledni dobé je velkym pfedmétem zajmu v oblasti 1é¢by IBD fekalni transplantace
mikrobioty (FMT). Je definovana jako pieneseni stfevni mikrobioty zdravého darce za ucelem
obnoveni ptirozené stabilni mikrobioty piijemce (Vermiere et al., 2015).

V Ceské Republice je FMT zatim na Grovni experimentélni, zatimco k lé¢ebnym uéelim je
vyuzivéana v cizing, napiiklad v USA (Honzék, 9.12.2017, pers. comm.).

Pro FMT existuji banky lidskych stolic od zdravych darct, kteti jsou selektovani na zakladé
vyluCovacich faktort jako napiiklad nedavno zafazenia obezita darcl, z divodu ptipadu
transplantace, kdy pacient po terapii vyrazné pribral (Tlaskalova-Hogenova, 6.12.2017, pers.
comm.).

FMT je lécebnd metoda ucinnd hlavné u pacientl trpicich klostridiovymi infekcemi,

ato az v 95 % (Tlaskalova-Hogenova, 6.12.2017, pers. comm.).
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Uginnost FMT jako 16¢by IBD hodnotil systémovy prehled, ktery byl proveden celosvétové
na zaklad¢ 817 studii, z nichz bylo selektivné vybrano 18 studii. Zajimavym zjisténim zde byl
fakt, ze FMT byla G¢inngj$i u mladSich jedinc. Vysledkem systémového piehledu byla
Klinicka remise 22 % pacientii s UC oproti 60,5 % pacientd s CD, u nichz byla remise témét
trojnasobn¢ Gspesnéjsi. Dale byla potvrzena bezpecnost FMT. Nicméné vysledky byly znaéné
riznorodé, jelikoz se jednalo o rtzné typy studie a souCasné byla 1é¢ba aplikovana
heterogenni skupiné pacientti (Colman and Rubin, 2014).

Sheehan et al. (2015) diskutuje bezpe¢nost FMT a uvadi moZnost prenosu infekce,
neprozkoumanych patogent ¢i fenotypu, jez mize vést k mutacim a nasledné¢ pisobit
karcinogenné. Jako bezpe¢nou a vhodnou formu vnima FMT definovaného mikrobidlniho
ekosystému o minimalnim poctu bakterii.

Po FMT byla zaznamenana redukce kmene Proteobacteria a naopak narGst kmene
Bacteroidetes, coz znaéi téinnost FMT, jelikoZ tak doSlo k ¢asteénému vyrovnani dysbiosy.
Déle byly zaznamenany zmény v metabolismu bakterii po FMT, a to konkrétné naptiklad
narist rodt produkujicich butyrat (Ruminococcus, Blautia, Lachnospiraceae, Roseburia
a Faecalibacterium), dale zmény v biosyntéze, degradaci sekundarnich metabolitti a toxind
(Colman and Rubin, 2014).

Sekvenovani 16S a metagenomické sekvenovani mikrobioty pacienti po FMT provedl
Vaughn et al. (2014), jehoz vysledky také potvrzuji ucinnost FMT, ovSem pouze u 10 %
pacientl toto zastoupeni mikroorganismi vydrzelo delSi dobu.

V jiné studii, kde byla opét sekvenovana mikrobiota metodou sekvenace 16S, Vermiere et al.
(2015) shledava FMT ucinnéjsi pro pacienty s UC nez s CD.

Vermiere et al. (2012) specifikuje, Zze 1é¢ba FMT je ucinna Vv ptipadé CD po dobu 8 tydnu.

Poté se mikrobiota vrati zpét do dysbiotického stavu.

5.2.5.6 Alternativni lécba

Bajerova et al. (2013) uvadi, Ze alternativni lé€ba dosud nevedla k dosazeni remise
onemocnéni. Pfi nevhodném pouZiti by mohla situaci naopak zkomplikovat. Mezi alternativni
metody lécby se fadi Gprava stravy, pouzivani bylinnych odvari, lécba energii, hypnoterapie,
uzivani dopliki stravy, enzymaticka terapie, homeopatika a vyplachy stiev.

Byla publikovéna fada ptipadd, kdy po uZiti pfipravka alternativni 1é€by doslo k vaznému
poskozeni zdravi, nejCastéji se jednalo o poSkozeni jater (Pracovni skupina pro détskou

gastroenterologii a vyzivu Ceské pediatrické spoleénosti, 2015).
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5.2.5.7 Dieteticka opatieni

Vyziva ma dtlezitou roli v 1é¢bé IBD, a to jak z hlediska prevence a korekce malnutricie,
prevence osteopordzy a podpory optimdlniho ristu a vyvoje (O’Sullivan and O’Morain,
2006), tak z hlediska 1é¢ebného v piipadé enteralni a parenteralni vyzivy.

Derikx et al. (2016) se ve své studii zmiftuje o budouci roli probiotik a prebiotik jako
dietetické¢ho opatieni IBD, které bude kazdému pacientovi uréeno dle stadia onemocnéni, jeho
typu a podobné.

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) uvadi, ze pii IBD je tfeba zvySit podil
vlakniny ve strave, jelikoz se jedna o energeticky substrat pro probiotické bakterie ve stievech
a vede k produkci SCFA, které maji protektivni funkce vac¢i IBD. V sou¢asné dob¢ je vlaknina
pfijiména v nedostatecném mnozstvi. WHO doporucuje 30 g vldkniny na den, redln¢ je vSak
primémé konzumovano 15 g denné. V urCitych lokalitaich v USA dokonce existuje korelace

mezi zvySenou prevalenci chronickych onemocnéni GIT a snizenou konzumaci vlakniny.

5.2.5.7.1 Enteralni vyziva

Griffiths (2005) charakterizuje enteralni vyzivu (EN) jako vyzivu o pfesné¢ definovaném
sloZzeni v tekuté formé¢. Levine a Wine (2013) rozdéluji enteralni vyzivu na rtizné formule,
a to elementarni, semi-elementarni a polymerni. Elementarni formule obsahuje protein
ve form¢ aminokyselin, polymerni formule potom jako neporusené bilkoviny (Hartman et al.,
2009). Semi-clementarni formule kombinuji aminokyseliny s oligopeptidy (Dziechciarz et al.,
2007).

Polymerni formule jsou vétSinou méné ndkladné a maji lepsSi senzorické vlastnosti, coz je
vyhodné pro oralni terapic u déti. Polymerni formule dale pfispivaji K nartstu vahy
zadoucimu u détskych pacientd. Primérna délka enterdlni vyzivy se pohybuje mezi 6 a 12
tydny, lécba vSak miize byt i v dlouhodobém horizontu. K posouzeni efektivity EN je tieba
minimdlniho trvani vyzivy 3 az 4 tydny. Vyziva mize byt podavana ordln€ ¢i nasogastrickou
trubici (NG). Podavani usty je vyhodnéjsi z hlediska nakladd, jednoduchosti
a psychologického vlivu na pacienta, ackoli NG je preferovana z divodu nechuti oralniho
podavani. NG tak mize byt vyhodnd zejména pii dlouhodobém podavani. Oralné je EN
podavana ve 3 az 4 porcich denné&, nasogastricky konstantn€ po dobu 24 hodin. Enteralni
vyziva je dvojiho typu, a to dopliikova (PEN) a vyhradni (EEN). PEN je kombinovana
s konvenéni vyZivou a vyuzZiva se ke zlepSeni vyzivového stavu a udrZeni remise, zatimco

EEN je podavana jako jediny zdroj zZivin a je vyuZivana jako primarni terapie k navozeni
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remise. Enteralni vyziva muze byt kombinovana také s medikamentdzni terapii, predevsim
s mesalaminem, 6-erkaptopurinem/azathioprinem, metotrexatem ¢i infliximabem (Critch et
al., 2012).

Ideélni slozeni enteralni vyzivy a zptisob podani jsou pfedmétem mnoha studii (Rubio et al.,
2011).

Zvlaste u déti s malnutricii a déti s narusenim ristu v disledku nedostatecné vyzivy je
enterdlni vyziva volena jako primarni 1écba. U dospélych je u¢inngjsi variantou pro indukci
remise lécba kortikoidy (O’Sullivan and O’Morain, 2006), v nékterych ptipadech je vSak
vhodngjsi 1é€ba EN z divodu minimalizace vedlejSich ucinkt (Hartman et al., 2009).
Mezi mnoha studiemi srovnavajici ucinnost EN a kortikoidd, Seidman et al. (1993) shledava
jako jediny autor lécbu kortikoidy u déti u€innéjsi nez 1écbu enteralni vyzivou.

Vyznamnym benefitem enteralni vyzivy je zhojeni mukosy stfeva, ke kterému pii 1écbé
kortikoidy nedochdzi (Rubio et al., 2011). Dal§im diivodem preference enterdlni vyzivy u déti
je minimalizace vedlejsich uc¢inkt 1é¢by v kontrastu s Iécbou kortikoidy, u niz dochazi
k opozdénému ristu a pubertalnimu vyvoji a porucham mineralizace kosti. (Heuschkel et al.,
2000). S pubertalnim vyvojem uzce souvisi vedlejsi ucinek 1é¢by kortikoidy akné, které se
pii lécbé EN neobjevuje (Rubio et al., 2011).

Spontanné se remise objevi u 18 — 42 % ptipadi béhem 3-4 mésici. U lécby enterdlni
vyzivou se remise objevi mezi 53 — 80 % piipadi onemocnéni CD (Heuschkel, 2000).

V Iécbeé UC neni enterdlni vyziva volena jako primarni strategie (O’Sullivan and
O’Morain, 2006).

Mechanismus, jakym mize EN ovliviiovat zanétlivy proces, dosud neni znam
a je predmétem mnoha studii (Akobeng and Thomas, 2007).

Studie Johnsona et al. (2006) sledovala, zda je suplementéarni terapie (PEN) stejné G¢inna
jako vyhradni EN v indukci remise u détskych pacientl s aktivni fazi CD. Autofi dospéli
k zavéru, Ze K remisi doslo u 42 % pacientti s vyhradni EN, zatimco pfi terapii PEN pouze
15%, 1écba vyhradni EN tak byla shleddna Gi¢inng;si.

Dosavadni studie patraji, zda remise indukovana enterdlni vyzivou souvisi s modulaci
sttevni mikrobioty. Studie Lionettiho et al. (2005) vyuzivajici 16S sekvenovani tento
pfedpoklad potvrdila. Za mozné G¢inné sloZky jsou povazovany probiotické a bezezbytkové
komponenty enteralni vyzivy.

Leach et al. (2008) provedl studii se Sesti détskymi pacienty s CD lé¢enymi polymerni

EEN a naslednou PEN kombinovanou s medikamentézni 1é€bou. Jako kontrola poslouzilo
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7 zdravych, neptibuznych déti. Byl potvrzen ptfedpoklad modulace mikrobioty pomoci EN.
V pribé¢hu EN doslo ke snizeni poctu u vSech sledovanych bakterii. Vyznamna pozitivni
korelace mezi PCDAI a Bacteroidetes-Prevotella, kdy je narust poctu bakterii davan
do souvislosti s CD, potvrzuje piedpoklad, ze je uc¢innost EN zalozena pravé na modulaci
sttevni mikrobioty. Zmény v markeru S100A12, jehoz obsah rapidné nartstd pii zanétu,
korelovaly s PCDAI a to tak, Zze v prub¢hu 1é¢by EN doslo k jejich poklesu, coZ potvrzuje
ucinnost 1é¢by EN. Zastoupeni Clostridium leptum vykazovalo jak s PCDAI, tak s SI00A12
korelaci negativni, coz vede k domnénce, Ze by mohla byt tato bakterie prospéSna
Vv probiotické terapii po ukonceni vyhradni EN. Lécba EN je okamzitd a velmi G€innd, na coz
poukézal dale fakt, Ze s odstupem 18 tydnii se sloZeni mikrobioty opét navratilo do stavu pted
zahajenim 1éCby.

Studie Rubia et al. (2011) zkoumala, zda existuje rozdil v navozeni remise v efektivité
vyhradni enterdlni vyzivy podavané oralné ¢i nasogastricky. Enterdlni vyZiva podavana 106
détskym pacientim po dobu 8 tydnti prokazala, Ze méné agresivni oralni podavani enteralni
vyzivy je stejné i¢inné v navozeni remise jako podavani nasogastrickou trubici.

Studie Grovera et al. (2014) prokazala, ze EN indukuje remisi u détskych pacient s CD.
Vysledky endoskopie byly v pribéhu jednoho roku vyrazné ptiznivéjsi v pripadé Sestitydenni
enteralni vyzivy u 26 détskych pacienti.

Studie Yamamota et al. (2007) sledovala efektivitu udrzeni remise u pacienti s 50%
podilem enteralni vyzivy ve stravé a u kontrolni skupiny pacientti s béZnou dietou po dobu
jednoho roku. Relaps se objevil u 25 % pacientl 1é¢enych enteralni vyzivou a u 65% pacientl
konzumujici béznou stravu.

Studie Quince et al. (2015) sledovala, zda enteralni vyziva moduluje mikrobiotu pomoci
sekvenace 16S na pfistroji MiSeq, vyuZzivajici reversibilni terminatorovou sekvenaci I1lumina.
Byly analyzovany vzorky stolice od 23 détskych pacientit s CD, ktefi byli 1éCeni enteralni
vyzivou po dobu 8 tydnii a od kontrolni skupiny 21 zdravych déti bez rodinné historie
vyskytu IBD (vzorek H). Vzorky byly odebirdny b&hem prvnich Sesti dnli po zahdjeni EN
(vzorek A), po 16 dnech (vzorek B), po 32 dnech (vzorek C), po 54 dnech (vzorek D), tedy
ke konci EN, a posledni vzorek byl odebran po 63 dnech, kdy uz se pacienti vratili ke
konven¢ni stravé. Byla prokazana snizena diverzita mikrobioty pacienti s CD v kontrastu
s kontrolni skupinou. Bylo shledano, ze béhem EN byl pokles diverzity jesté prohlouben

a doslo k vétsi diferenciaci sloZzeni mikrobioty vzhledem ke kontrolni skupiné. Po navraceni
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k obvyklé stravé doslo k narustu diverzity (Obr. 3). Zastoupeni jednotlivych zastupci
mikrobioty Ize vidét na obrazku 4 (Obr. 4).
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(Obr. 3): Vysledky modulace mikrobioty pomoci EN hodnocenim Shanonovy entropie rodu

(Quince et al., 2015).
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Obr. 4: Vysledky sekvenace mikrobioty (Quince et al., 2015).
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Mimo prohloubeni dysbiosy bylo béhem EN pozorovano naruseni biosyntézy thiaminu
a biotinu, dvou vitamini B-komplexu a zmény syntézy SCFA. Tato zjisténi vysvétluji pokles
poctu témet vSech bakterii v pribéhu EN a prohloubeni dysbiosy. Paradoxem je, ze béhem
EN dochazi k redukci druht, které jsou povazovany za protektivni u CD, ale zaroven je
enteralni vyZziva vysoce ucinna. Pfedpoklad modulace mikrobioty vlivem EN tak byl
potvrzen.

Studie Ashtona et al. (2017) testovala 6 détskych pacientii s riznymi formami IBD
a riznou léCbou (3 pacienti 1é€eni kortikosteroidy a 3 léceni EEN). Kontrolni skupinu tvofili
sourozenci 3 pacientt, ktefi byli vySetfeni a shledani zdravi. Vzorky byly odebirany
pied nasazenim 1écby, po dvou tydnech 1écby a po 6 tydnech 1éCby. Jednalo se o fekalni
vzorky, které byly analyzovany 16S sekvenovanim. Pfed nasazenim 1éCby bylo u pacientt
shledano naru$eni metabolickych cest (celkem 31 zménénych metabolickych cest). Byla
redukovana schopnost metabolismu aminokyselin a sacharidi. Po Sesti tydnech 1é¢by byla
vSak metabolicka aktivita u pacientti srovnatelna s metabolickou aktivitou zdravé kontrolni
skupiny. V prubéhu 1é¢by byl zaznamenan nartst diverzity. Vyss$i diverzitu vykazovala
mikrobiota pacientt 1é¢enych kortikosteroidy nez léCenych EN. U téchto pacientd byla
diverzita dokonce vyS$i nez u kontrolni skupiny. Byl sledovan obsah SCFA a jejich
pomérného zastoupeni. Koncentrace jednotlivych SCFA 1 jejich celkovy obsah nevykazovaly
konzistentni vzorec, u nckterych pacientii klesaly, u jinych nariistaly. Béhem remise se
zvysuje absorbce epitelu stieva pro SCFA, coz vysvétluje, ze nebyl detekovan nartist obsahu
SCFA, bakterialni fermentace v§ak mohla byt 1é€bou piesto zménéna.

Studie Levina a Winea (2013) spatiuje ucinnost 1écby k indukci remise spise ve vyfazeni
slozek vyzivy, které mohou byt rizikové pro Crohnovu chorobu.

Dalsimi hypotézami u¢innosti EN jsou: normalizace stfevni permeability, celkové naplnéni
vyzivovych potieb, snizeni syntézy zanétlivych mediatori prostfednictvim redukce tuku
ve straveé a poskytnuti dillezitych mikronutrientti (Critch et al., 2012).

Sledovana je také uUc¢innost EN v zdvislosti na lokalizaci onemocnéni. Hartman et al.
(2009) uvadi, ze nebylo provedeno dostatek studii a data jsou nedostate¢na k vytvoifeni zavéru
(Hartman et al., 2009). Studie Afzala et al. (2005) vsak potvrzuje piedpoklad doktord,
a to Ze je EN 0¢innéjsi u pacientil s onemocnénim lokalizovanym v kycelniku ¢i v kycelniku
a tra¢niku zaroven, v porovnani s onemocnénim lokalizovanym samostatné v tracniku.

Vétsina studii sledujici u¢innost EN probiha na nové diagnostikovanych pacientech (Rubio

et al., 2011).
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Pfi posuzovani ucinnosti EN k 1é¢b¢ déti je tieba brat v uvahu, zda se jednd o studie
kratkodobé ¢i dlouhodobé. Studie Knighta et al. (2005) sledovala t¢innost EN dlouhodobé
u 44 détskych pacientii. EN byla podévana jako vyhradni strava po dobu 1 - 7 let a u vétSiny
déti nedoslo po nastupu remise k relapsu. Téméf polovina pacientit nepotiebovala kortikoidy
Kk udrzeni remise. Pokud ano, tak byla doba terapie zkracena témét na polovinu.

Enteralni vyziva je bezpecna a vétsSinou dobfe tolerovana. Vedlejsi ti€inky jsou minimalni
(23,5 %). Jedna se o nevolnost, bolesti biicha, plynatost ¢i zvraceni. Je zaznamenan ojedinély
vazny vedlejsi efekt, a to realimentacni syndrom (Hartman et al., 2009), ke kterému dochézi
Vv ptipad¢€ nasazeni EN podvyzivenému pacientovi (Critch et al., 2012).

Nevyhody enteralni vyzivy jsou reprezentovany vysokymi naklady, sniZenou chutnosti
vyZzivy, obavami z vylou¢eni konvencni stravy a strachem z podavani vyzivy v trubici (Critch
et al., 2012). Lécba je naro¢na jak pro Iékare, tak pro pacienta a jeho okoli (Dziechciarz et al.,

2007), které je tieba poucit (Critch et al., 2012).

5.2.5.7.2 Parenteralni vyziva

Parenterdlni vyZiva (PN) se od enterdlni rizni tim, Ze se potfebné Ziviny télu dodavaji
formou infuznich roztokl ptimo do krevniho obéhu (Bajerova et al., 2013).

Dtive byla PN primarni volbou k indukci remise u pacientti s CD, u nichz dochéazelo
ke zlepSeni ve 40 az 90 %. U UC se jako primarni terapie nevyuzivala, jelikoz nebyla
shledana ucinnou (Shamir, 2009).

Pouziva se predevs§im k navozeni remise v ptipadech, kdy neni zazivaci ustroji v dasledku
probihajicitho zanétu schopno zpracovat EN, nebo jako kombinace s EN. Samotna PN je
nasazena pacientii s fistulujici formou CD a v prib&hu predoperaéni péce (Sachlova, 2011).
Uginnost PN k 16¢bé fistuli se pohybuje v rozmezi 43 - 63 % (Hartman et al., 2009).

Vice nez 20 % dospélych pacientll vyuzivd domaci parenteralni vyzivu, ktera zlepSuje
vyzivovy stav, kvalitu Zivota, ale je také spojovana se zvySenou mortalitou a potencidlnimi
komplikacemi ohrozujicimi Zivot. Jednu ¢i vice komplikaci spojenych s PN ma 58,5 %
pacientii. K umrti maze dojit v disledku sepse zpiisobenou katetrem (Hartman et al., 2009).

Délka PV je 2 — 3 tydny, béhem nichZ lze nastolit remisi u 60 % téZce nemocnych, avSak
mnohdy za cenu zna¢ného Ubytku na vaze. Pokud lécba presahuje 1 tyden, je nutno zavést
centralni Zilni katétr pro pokryti vSech potteb organismu (Bajerova et al., 2013).

Lécebné metody enteralni a parenteralni vyzivy, doplnéné dietnimi opatfenimi se navzajem
nevylucuji, nybrz Castokrat kombinuji a vhodné dopliuji u nemocnych s poruchami vyzivy

u IBD (Vrzalova et al., 2011).
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5.3 Mikrobiota

Lidské stievo je kolonizovano komplexem velkého mnozstvi mikroorganismt, kolektivné
nazyvanych jako stfevni mikrobiota. Tyto mikroorganismy ziji v komenzalnim vztahu s nasim
télem. K udrzeni homeostaze a prevence pied abnormalni imunitni odpovédi ke komenzalnim
bakteriim jSOU vyuzivany rizné mechanismy. NejdilezitéjSim z nich ve vztahu k mikrobioté
je produkce mukoézni vrstvy v poharkovych bunkach (goblet cells), ktera pokryva epitelialni
buniky stieva. Funkce mukézni vrstvy jsou: &) ochrana stfevniho epitelu pfed poskozenim
potravou ¢i travicimi sekrety, b) podpora bakterialni kolonizace epitelu na zakladé poskytnuti
adhezivnich mist K epitelu a dodanim uhliku, c¢) prevence pied uchycenim patogent a jejich
setrvani ve stieveé, ¢imz je mukdézni vrstva hlavni slozkou vrozené imunity (Sicard et al.,

2017).
5.3.1 Zdrava stfevni mikrobiota

Komplexni ekosystém stfevni mikrobioty obsahuje 10 bakterii, coz zahrnuje vice nez
35 000 bakterialnich druhii se vzristajici rozmanitosti a poctem smérem od zaludku po tlusté
sttevo (Derikx et al., 2016).

v symbiose s hostitelem a formuji stabilni komunitu, odolavajici invazi cizich bakterii
a rozSifovani pathobiontii. Tento stav shrnuje pojem kolonidlni rezistence. K jejimu udrzeni
slouzi pfimé a nepfimé mechanismy.

Piimé mechanismy lze rozd¢lit na dvé zadkladni skupiny, a to kompetici 0 zdroje
a usmrcovani bakterii. Oba mechanismy maji tendenci uplatiiovat se mezi blizce ptibuznymi
druhy. Usmrcovani ¢i inhibice ristu je realizovana a) bakteridlnimi polypeptidovymi
molekulami bakteriociny, b) bakteriofagy, kteti se mohou vlivem zanétu pfeménit z pasivni
formy profdga na aktivni formu, c) metabolickymi inhibitory, jako SCFA ¢i Zlucovymi
kyselinami. Kompetice o zdroje zahrnuje jednak kompetici o Ziviny jako sukcinat, sialovou
kyselinu, fukosu ¢i zelezo, ¢ehoz byva vyuzivano k 1é¢bé, a zadruhé kompetici o prostor, ¢ili
0 adhezivni mista na stfevni sliznici.

Nepifimé mechanismy zahrnuji stimulaci vrozené ¢i adaptivni imunity a dale neimunitni
mechanismy. Z neimunitnich mechanismt lze uvést zménu struktury ¢i sloZzeni mukosy,
Z imunitnich mechanisma pak a) regulaci myeloidnich bunck jako neutrofild, eozinofili ¢i

regulace makrofagii, b) regulaci lymfocytti (Th17 bunék, ptfirozenych lymfoidnich bunék
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ILC3 a regulacnich lymfocytl), c¢) regulaci B-lymfocytd (imunoglobulini IgA, IgE, 1gG),
(Pickard et al., 2017).

Mikroorganismy stfevni mikrobioty (GM) maji diilezité metabolické, ochranné a trofické
funkce. Celkovy profil GM a pfitomnost ¢i absence jednotlivych druhti mikroorganismi jsou
dilezité v udrzeni homeostaze a spravnych funkci imunitniho systému (Marchesi et al., 2016).
Marchesi et al. (2016) uvadi, ze za poslednich 10-15 let nase znalosti o GM vzrostly
exponencialn¢é. Pokud Iépe porozumime mechanismu a slozeni GM, budeme moci vyvinout
nové lécebné metody ¢i strategie modulace GM k lé¢bé nebo prevenci onemocnéni.
V nékterych pripadech bude mozné pouzit mikrobiotu K detekci stievnich onemocnéni dfive,
neZ ji umoZni konvencni diagnostika.

Rozvoj vysoce vykonnych sekvena€nich technologii usnadnil metagenomicky vyzkum
slozitosti a vysoké diverzity lidské mikrobioty a prokazal vyznamné rozdily v jejim sloZeni
u jednotlivct. Individualni rozdily jsou dle nékterych autort déleny do 3 typt, oznaCovanych
jako tzv. enterotypy, coz jsou shluky vyznamnych bakterii (Vermiere at al., 2015). Derikx et
al. (2016) identifikuje 3 enterotypy dle rodi, jejichz pocet je u jedince nadprimérny,
a to enterotyp 1, kdy je ve stievni mikrobioté vyssi pocet rodu Bacteroides, enterotyp 2
pro rod Prevotella a enterotyp 3 pro rod Ruminococcus.

Jiné studie oznacuji individualitu mikrobioty jedinct jako mikrobidlni fingerprint, neboli otisk
prstu (Sommer et al., 2017). Ten je jiz vyuzivan i ve forenznich analyzach v kriminalistice
(Honzék, 9.12.2017, pers. comm.).

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) dodava, Zze 70% stievnich bakterii
je nekultivovatelnych, a proto byly sekvenacni techniky ohromnym ptinosem.

Marchesi et al. (2016) piSe o stievni mikrobioté jako o lidském organu, porovnatelném
S imunitnim systémem, slozeném ze souboru bun¢k, které obsahuji 100 krat vice gent,
nez samotny hostitel. Mikrobiota je hostitelsky specifickd, dédi¢nd, je mozné ji modulovat
pomoci diety, operativné ¢i antibiotiky a v pfipad¢ jejiho naruseni je ovlivnéna fyziologie
hostitele.

Kanalyze GM jsou zkouméany vzorky stolice, které ovSem piesné nereprezentuji jeji
kompletni sloZeni.

U savct probihéd kolonizace mikroorganismy ihned po narozeni. V neonatdlnim obdobi je
mikrobiota méné rozmanita nez u dospé€lych jedinci. Rozviji se, jakmile dité za¢ne pfechazet

z diety zahrnujici vyhradn€ matetské mléko k potravindAm bohatych na vldkninu.
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V tomto obdobi dojde k vyznamné kolonizaci traviciho traktu dominantnimi taxony
dospélych, kmeny Clostridiales a Bacteroidales (Pickard et al., 2017).

Derikx et al. (2016) uvadi, ze v dospélosti je mikrobiota relativné stabilni. Tlaskalova-
Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) toto tvrzeni konkretizuje. Ke stabilizaci mikrobioty dochazi
po druhém roce Zivota.

Ruzné ¢asti GIT maji rizné funkce, strukturu a fyzikalné-chemické parametry jako obsah
zivin, kysliku ¢i zmény pH (Sommer et al., 2017). Stievo je osidleno mikroorganismy
S nejriznéjSimi naroky na tyto parametry. Méni se zastoupeni jednotlivych Zlu¢ovych kyselin,
pH, mnozstvi zivin a zasobeni kyslikem (Obr. 5). Do pocatku tenkého stfeva pievladaji
primarni zlucové kyseliny, dale pak sekundarni Zlucové kyseliny, k jejichz tvorbé ptispivaji
pravé stievni mikroorganismy. V zaludku je pH velmi nizké a ptezivaji proto zde
mikroorganismy zvyklé na extrémni podminky. V tenkém stfevé se poté pH zvysuje
az po ileum, kde klesne a v tlustém stfevé opéct nartsta. Mnozstvi Zivin stejné jako zasobeni
kyslikem klesa od pocatku traviciho traktu po konec traktu. Jak jiz bylo zminéno, pocet
organismu narasta od poc¢atku GIT smérem k jeho konci. Organismy jsou navic distribuovany
Vv jednotlivych vrstvach stfevni stény. Cahova (9.12.2017, pers.comm.) proto podporuje

tvrzeni, Ze vzorky stolice jen malo reprezentuji sloZeni stievni mikrobioty.

pH=2-3 zaludek 10Y/ml
pH=6 duodenum 10%/ml
z
£ 0, pH=6 jejunum 10%/ml
L
X pH=7,4 ileum 107/ml
E
@
-
£ pH=5,5 cecum
-
\2/

v v ,,,,,,,,,,,, 1012/ ml
pH=6,5

Obr. 5: Zména podminek pro mikroorganismy v travicim traktu (Cahova, 9.12.2017,

pers.comm.).

V tenkém stievé prevlada kmen Proteobacteria a fad Lactobacillales, a to z diivodu vysoké
obsahu zivin preferovanych témito bakteriemi, mono- a di-sacharidd a aminokyselin.

V tlustém stfevé dominuji bakterie schopné svymi enzymy Stépit komplexni polysacharidy
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jako vlakninu ¢i muciny a vyuzivat je jako energeticky zdroj. Jedna se o bakterie kmenu
Bacteroidales a fad Clostridiales (Pickard et al., 2017).

Marchesi et al. (2016) uvadi, Ze je stfevni mikrobiota casto vniméana jako dvoukmenovy
systém. Pomér kment Firmicutes a Bacteroidetes vsak neni shodny mezi vSemi jedinci.
Kromé¢ téchto dvou kmenti ma vyznamné funkce dalSich 10 kmenti.

Honzak (9.12.2017, pers. comm.) dopliiuje, Ze pomér Firmicutes a Bacteroidetes je variabilni
zhruba z 10%.
Cahova (9.12.2017, pers.comm.) rozdéluje sttevni bakterie do 5 hlavnich skupin (Obr. 6).
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Obr. 6: Hlavni zastupci stfevni mikrobioty (Cahova, 9.12.2017, pers.comm.).

Casto miize byt néktera bakterie sou¢asné komenzalem a potencionalnim patogenem, jako
napiiklad E. coli, vyuzivana jako probiotikum pii 1é¢bé UC (Marchesi et al., 2016). Takové
bakterie jsou nazyvany pathobionti a z komenzalli se mohou zménit v patogeny za urcitych

okolnosti (Pickard et al., 2017).
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5.3.1.1 Funkce mikrobioty

Mikrobiota zastava funkce absorbce Zivin a vitaminti, syntézu vitamind a aminokyselin,
produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem, udrzeni funkce stfevni slizniéni bariéry,
imunomodulace a ochranu pted patogeny. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) jsou
vyznamnymi protizdnétlivymi faktory, energetickymi zdroji pro bunky epitelu a udrzuji
slizniéni bariéru. Jedna se predevSim o butyrat a propionat, které tak maji klicovou roli
v imunitni odpovédi a rozliSeni zanétu. Bakteriemi produkujicimi SCFA jsou napiiklad rod
Clostridium a kmen Bacteroidetes, u nichz jsou zaznamenany pii IBD poklesy pocti, coz
Casto vyusti v nedostate¢né energetické zasobeni stievni sliznice a zmény imunitni odpovédi,
v podstatu etiologie IBD (Derikx et al., 2016).

Naruseni slizni¢ni bariéry je mnoha autory vnimano jako zakladni ptedpoklad k rozvoji
onemocnéni. Byla provedena studie srovnavajici miru naruseni stfevni bariéry mezi kontrolni
skupinou zdravych jedinct, pacientli s CD a jejich zdravymi piibuznymi prvniho stupné.
U kontrolni skupiny byla bariéra naruSena v 5 % ptipadu, u pacientti s CD ve 48 % a u jejich
piibuznych ve 40 %, coZ poukazuje na souvislost s mutaci genu NOD2. Soudrznost bun¢k
epitelu zajistuji apikalni komplexy, coz jsou multiproteinové struktury regulované
cytoskletem, a to na zakladé signalti od proteinti putujicich skrz membrany (Levine and Wine,
2013).

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) uvadi, stievo obsahuje 70 % imunitnich bun¢k
a pomér poctu bakterii v lidském organismu ku poctu télnich bunék je zhruba v poméru 1:1.
Sommer et al. (2017) tento pomér potvrzuje a upiesiuje, ze diivejsi Casto citovany pomeér poctu
bakterii k poctu télnich bun¢k 10:1 byl pfecenovan.

Schopnost symbiotickych bakterii inhibovat kolonizaci patogeny je zprostfedkovana
riaznymi mechanismy (Pickard et al., 2017). Tyto mechanismy budou popsany v kapitole
dysbiosy pfi IBD.

Honzak (9.12.2017, pers. comm.) diskutoval souvislost mikrobioty s psychosomatickou, ktera
je podpofena hojnym poctem nervovych bunék ve stfevech, kde dochazi k obousmeérné
komunikaci mezi centralni nervovou soustavou a stfevem, eXistuje tedy pravdépodobné spojitost
1 mezi mikrobiotou a nasim chovanim. Jako ptiklad uvedl rozvinuti manie po aplikaci antibiotik.
Dalsi funkci mikrobioty je pfeména sekundarnich metabolitl rostlin, a to napiiklad polyfenoli
na biologicky aktivni latky, které mohou pusobit pozitivné na lidské zdravi jako antioxidanty

(Marchesi et al., 2016).
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Derikx et al. (2016) dopliuje, ze funkce jednotlivych kmenii mezi sebou interaguji.
Existuji bakterie zajiStujici vice funkci (bifidobakterie) i specifické bakterie (sulfat-redukujici
bakterie), (Marchesi et al., 2016).

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) uvadi, ze zminéné funkce mikrobioty ovliviiuji
a narusuji metabolické dg&je, ¢imz mulze dochazet K onemocnénim jako IBD, obezita,

kolorektalnimu karcinom ¢i inzulinova rezistence.
5.3.1.2 Faktory ovlivitujici sloZeni mikrobioty

Slozeni mikrobioty v ¢asném stadiu zivota ovliviiuje zplusob porodu ¢i kojeni. V ptipadé
porodu cisafskym fezem je mikrobiota novorozencti prokazatelné inbihovana. Existuji postupy,
kterymi l1ze po porodu cisaiskym fezem c¢aste¢né docilit potlaceni inhibice mikrobioty, jako
naptiklad aplikaci vagindlniho stéru matky na pokozku novorozence. Také Casna expozice
k mikrobim ma prosp&$ny vliv na rozvoj mikrobioty, a tim na imunitni systém, proto pifehnana
hygiena v détstvi mnohdy spise Skodi (Honzak, 9.12.2017, pers. comm; Tlaskalova-Hogenova,
6.12.2017, pers. comm).

Dalsim faktorem ovlivijici slozeni GM je zivotni prostfedi. Dle studie diverzity mikrobioty
kmeni z Tanzanie a Brazilie, byla u domorodych kment prokazana vyssi diverzita a s ni
souvisejici vysoce funkéni imunitni systém (Mendes et al., 2012).

Osetieni antibiotiky vyrazné¢ redukuje mikrobiotu a zaroven zvysuje citlivost k patogentim
(Cahova, 9.12.2017, pers. comm.).

Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) uvadi jako dalsi faktor ovlivitujici slozeni
mikrobioty vyzivu.

Nedavné studie prepokladaji, Ze zména mikrobioty byla indukovana jiz zménami ve vyZzZiveé
Vv prubéhu vyvoje lidstva (Sommer et al., 2017).

Vlaknina je energetickym substratem pro probiotické bakterie ve stievech a vede k produkci
SCFA, které maji protektivni funkce v ptipad¢ IBD (6.12.2017, pers. comm.).

Mimo pfijem vlakniny ovliviiuji slozeni mikrobioty typy tukii ve vyzivé. Vyziva bohata
na nasycené tuky obsazené v mléku, zvyhodniuje kmen Proteobacteria, specialné bakterii Biophila
wadsworthia. Prevladajici zivodisna strava zvySuje pocty bakterii tolerantnich ke zluci jako
Bilophila sp. (opét zejména Biophila wadsworthia) Bacteroidetes a Alistipes a naopak redukuje
Firmicutes (Miyoshi and Chang, 2016).

Studie De Filippo et al. (2010) sledovala, jak rozdily ve vyzivé ovliviiuji mikrobiotu. Byly
porovnavany dvé skupiny 12letych déti, a to déti z Burkina Faso a déti z Florencie. Tato studie

prokéazala vyznamné rozdily ve sloZeni mikrobioty, kde u déti z Burkina Faso pfevladala skupina
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bakterii Prevotella, patfici mezi Bacteroidetes a u déti z Florencie naopak pievladal druhy
dominantni kmen mikrobioty, kmen Firmicutes. U déti z Burkina Faso s pestrym jidelnic¢kem
zahrnujici termity, proso, Cirok, kufe a palivé kaSe z mistni zeleniny, byla prokdzana vyssi
produkce SCFA, zatimco u déti z Florencie, reprezentujici typickou zapadni dietu, bylo nalezeno
vice potencialné patogennich bakterii.

The American Gut Project je celosvétove nejvetsi lidmi financovany védecky projekt v historii.
Umoziuje ucastnikiim studie identifikovat mikroorganismy obsazené ve stfevni mikrobioté, coz
pfispiva k zaméru védcl poznat, jak jsou lidské mikroorganismy asociovany s riiznymi aspekty
naSeho zivota, jako vyzivou, konzumaci alkoholu ¢i nékterymi onemocnénimi jako je autismus

nebo IBD (The American Gut Project, 2017).
5.3.2 Dysbiosa stirevni mikrobioty pii IBD

JiZz Hippokrates tvrdil, Ze vSechny nemoci zacinaji ve stfevech (Honzdk, 9.12.2017, pers.
comm.).

Ackoli dosud nebyla nalezena pfi¢innd souvislost mezi patogenitou IBD a zménami
mikrobioty, pfiklada se dysbiose pii IBD vyznamna role (Vermiere et al., 2015).

Marchesi et al. (2016) dysbiosu definuje jako naruseni ¢i nevyrovnanost biologického
systému, coz muze vést k rozvoji riznych onemocnéni, kuptikladu IBD ¢i kolorektalnimu
karcinomu. Sommer et al. (2017) k t¢émto nemocem dopliiuje astma, obezitu, diabetes
¢i atopicky ekzém.

Pti dysbiose je tak naruseno spole¢né souziti patogennich a komenzalnich mikroorganismii,
které ve zdravé mikrobioté udrzuje homeostazu (Derikx et al., 2016).

Je prokazano, ze pii IBD dochazi v mikrobioté k vyznamné redukci poctu a biodiverzity
nékterych mikroorganismi (Colman and Rubin, 2014). Derikx et al, (2016) dodava,
7e soucasné vSak celkovy pocet mikroorganismi nartsta.

Pickard et al. (2017) uvadi, Ze stievni dysbiosa silné€ koreluje se stavem choroby.

Vysledky studii zkoumajici rozdily ve zménach sloZzeni mikrobioty u UC a CD jsou
riznorodé. U néekterych studii vyplyvaji specifika pro UC a CD, zatimco jiné rozdily
nepotvrdily (Derikx et al., 2016).

Pro studie mechanismu patogeneze jsou nejvhodnéjSimi subjekty zvifeci modely, zv1aste
pak gnotobionti, coz jsou bezmikrobni organismy (Miyoshi and Chang, 2016). U gnotobiontti
jsou zaznamenany nejrizn€j$i zmény v porovnani se zvifetem osidlenym mikrobiotou,

a to zmény ve stavbé stfeva, v imunitnim systému, zmény ve stavbé a funkci centralni
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nervové soustavy a zmény v délce zivota, kdy se gnotobionti prokazatelné¢ dozivaji vyssiho
véku (Cahova, 9.12.2017, pers. comm.).

Pti dysbiose jsou zaznamenany zmény mukdzni vrstvy u UC, a to jeji ztenCeni, zatimco
u CD je vrstva podobna jako u zdravych jedinci, ale je zde abnormalni exprese a glykosylace
mucinu. Komenzalni bakterie stfevni mikrobioty se adaptovaly ke kolonizaci mukoézni vrstvy
stieva diky schopnosti pfilnout ke komponentim mukézy, schopnosti vyuzit ziviny mukozy,
modulovat slozeni mukézy a vnimani chemickych podnétii. Castokrat tyto strategie vyuzivaji
i patogeny (Sicard et al., 2017).

Cahova (9.12.2017., pers.comm.) zminuje fenomén Quorum sensing, coz je forma
mezibunééné komunikace, kterd umoziuje bakteriim monitorovat okoli a ménit své
,chovani®, tj. expresi urcitych gentl, v zavislosti na signalech produkovanych bud’ ptislusniky
stejného druhu, jinych druhi nebo hostitele. Bakterie tak poznd, kdy je ¢lovek oslabeny,
a tedy je vhodna doba k jeho napadeni. Dal§im mechanismem, ktery zvySuje u¢innost
patogennim bakterii, je jejich schopnost vytvaret biofilm. Biofilm je charakterizovan jako
organizovana bakteridlni struktura s koordinovanym chovanim jednotlivych ¢lent.

Sicard et al. (2017) dopliuje, Ze se mikroorganismy Vv biofilmu vzajemné spojuji a jsou
piipojovany k povrchu mukoézni vrstvy. Hlavnimi bakteriemi tvofici film a soucasné davany
do souvislosti s IBD jsou bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, pfedevsim adherentni invazivni
druh Escherichia coli (AIEC) a bakterie Bacillus fragilis. Tvorba biofilmu AIEC je
charakteristicka pii Crohnové chorobé, v kontrastu s jinymi typy E. coli, které biofilm netvofi.
Dalsi strategii AIEC mimo tvorbu biofilmu je degradace mucinu pomoci proteasy Vat-AlEC,
coz v disledku vede k poklesu mukoézni viskozity.

Rozsah dysbiosy v ramci jednotlivych mikroorganismi dosud neni prozkouman. Probihaji
rozsahlé studie bakteridlni dysbiosy, avsak pro dysbiosu hub a virti jsou dostupna data vzacna
(Sokol et al., 2017).

Velmi malo studii se zabyvalo zménami mikrobioty na Grovni Archea. V jedné studii byla

zaznamenana redukce methanogenti, zatimco v dal$i nebyly prokdzany vyznamné rozdily

(Miyoshi and Chang, 2016).

5.3.2.1 Dysbiosa bakterii

Jedny z prvnich studii zabyvajicich se dysbiosou pti IBD hledaly potencionalniho vinika
zanétlivého procesu. Byly zkoumany bakterie Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,

Helicobacter sp., Campylobacter non-jejuni/coli a adherentni invazivni E. coli. Pozdé&ji
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se studie zaméfily na fakt, ze je zmeénéna celd mikrobiota, coz je pravdépodobné
nejvyznamnéj$i objev ve vyzkumu IBD v minulém desetileti (Marchesi et al., 2016).

Metagenom dysbiotické mikrobioty pii IBD obsahuje o 25 % genli méné€, nez metagenom
mikrobioty zdravé. Soucasné je zaznamenan pokles proteinti a metabolickych drah. Dysbiosa
pfi CD je charakteristickd zménami v metabolismu bakterii zpracovavajicich sacharidy,
zménami v interakcich mezi bakteriemi a hostitelem a zm&nami v sekreci enzymu hostitele.
Pti IBD dochazi také ke zvyseni uc¢innosti mikrobialnich cest pro toleranci na oxidativni stres,
dochazi k porucham imunity, zvySuje se absorpce metaboliti hostitelem, snizuje se biosyntéza
SCFA a je narusena biosyntéza aminokyselin. Byl zaznamenan nartust metabolitu T2D, ktery
je davan do souvislosti s jinymi chronickymi zanéty a autoimunitnimi onemocnénimi
(Marchesi et al., 2016).

Vermiere et al. (2015) zaznamenal snizeni poctu protizanétlivych bakterii v porovnani
se znasobenim bakterii indukujicich zanét.

Typickym znakem dysbiosy pii IBD je dle Marchesiho et al. (2016) zména poméru dvou
zakladnich kment stfevni mikrobioty Firmicutes: Bacteroidetes ve prospéch kmene
Bacteroidetes, ktery je spojen s narustem kmene Proteobacteria. Nékteré studie kromé
redukce Firmicutes uvad¢ji i pokles jejich diverzity.

Jednim z redukovanych rodu pii IBD, je Faecalibacterium, fazen do kmene Firmicutes,
Celedi Clostridia. Dochazi zde k vyznamné redukci druhu Faecalibacteria prausnitzii
ucinek prokazany jak in vitro, tak in vivo (Vermiere et al., 2015). Nékteti autofi védecké
literatury vSak souvislost redukce téchto bakterii ve vztahu k IBD popiraji (Marchesi et al.,
2016).
Redukce je prokazana i na trovni rodi Ruminococcus, Coprococcus, Blautia, Eubacterium
a Dorea (Sokol et al., 2017). Myioshi a Chang (2016) dopliuji redukované bakterie o ¢eled’
Lachnospiraceae a rod Roseburia, napt. Roseburia hominis, produkujici butyrat u pacientt
s UC. Dale uvadeji redukei tiidy Erysipelotrichales.
Sommer et al. (2017) redukované rody rozsituje 0 rod Prevotella, Sheehan et al. (2015) o rod
Bifidobacterium, ktery je redukovany zejména u CD, dale druh Odoribacter sp. produkujici
SCFA a rod Anaerostipes produkujici butyrat.

Z bakterii, u nichz dochazi ke znasobeni, Ize uvést adherentni invazivni Escherichii coli

(AIEC), patiici do kmene Proteobacteria, kterda mize zanét podpofit, a to indukovanymi
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mutacemi FimH (Vermiere et al., 2015). Derikx et al. (2016) dopliuje, ze u kmene
Proteobacteria nartsta pocet zastupct ¢eledi Enterobacteriaceae, do néhoz je tazena i E. coli.
Pocet Bacteroides fragilis pii IBD rovnéz narGsta a zpusobuje celkové vyssi hmotnost bakterii
mikrobioty v porovnani se zdravymi jedinci (Marchesi et al., 2016). K nartstu dochazi také
u druhd Streptococcus anginosus, Aggregatibacter segnis a rodu Actinobacillus, oba patfici
do celedi Pasteurellaceae (Sokol et al., 2017), coz potvrzuji také Miyoshi a Chang (2016),
kteti doplhuji bakterie, u nichz dochdzi k narGstu, o0 bakterie Veillonellaceae
a Fusobacteriaceae. Sheehan et al. (2015) doplnuje skupinu o bakterii Rothia mucilaginosa,
Clostridium difficile, zptisobujici sekundarni klostridialni infekce a rod Shigella.
Dle Quince et el. (2015) nartstaji také poc¢ty rodu Atopobium.
Sommer et al. (2017) uvadi 8 skupin charakteristickych bakterii u pacientd s CD. Jedna
se 0 rody Peptostreptococcaceae (z kmene Bacteroidetes), Anaerostipes (z celedi
Lachnospiraceae), Methanobrevibacter (¢eled Methanobacteriaceae), Christensenellaceae
(tad Clostridiales), Collinsella (¢eled” Coriobacteriaceae), které jsou u CD redukované
a Fusobacterium a Escherichia, jejichz po¢ty jsou naopak znasobené.

Zmény v mikrobioté bakterii pii IBD jsou znazornény na obrazku 7 (Obr. 7) vlevo
v grafechE aF.

E Phyla E Phyla
100
@ p__Firmicutes
80 = p__Bacteroidetes &
p__Tenericutes p__Ascomycota
- p__Proteobactena - B p__Basidiomycota
60 p__Fusobacteria E O p__Zygomycota
g p__Actincbacteria @ W Other
# 40 W Other s
20
o-
2 O O o
PP P P @d\@o‘
F Family B f__Lachnospiraceae Genus [ g__Saccharomyces
B _Ruminococcaceae B g__Debaryomyces
[ o__Clostridiales;f__ B g__Penicilium
@ f _Bacteroidaceae 0 g__Kluyveromyces

B o_ _Malassezialesg
B g_ Candida

B f__Filbbasidiaceae;g__
) g_ Malassezia

B g__Rhodotorula

[ 7_Erysipelotrichaceae
Il i Prevotellaceae

@  Clostridiaceae

] f_Streptococcaceae
O 7_ Veilionellaceae

= A Fusarium
[ f__Lactobacilaceae Bg_fu i
@ f__Enterobacteriaceae % g—al'%i?z'y",}'g
O f__Pasteureliaceae 204 ] g_TOF{IlaSDOYE
g :_Eﬁ?gr?c?gg:cc:aa: (] Y:CuystoﬁbbaSIdlaceae;g__
= ::;iss{ef?laceae °'¢,° o g i,

> O < __Peptostreptococcaceae R R B g__Hyphodontia
R @d\\@o M Other DA W Cther

Obr. 7: Zmény v mikrobioté pti IBD oproti zdravym jedincim a pii IBD relapsech (IBDf)
a IBS remisich (IBDr) u bakterii (vlevo), u hub (vpravo), (Sokol et al., 2017).
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Je tieba dodat, ze je nutno pti hodnoceni zmén slozeni mikrobioty pii IBD brat v uvahu typ
vzorku (stolice ¢i vzorek odebrany chirurgicky), misto, odkud byl vzorek ziskan a fazi

onemocnéni pacientt, ktefi poskytli vzorek (Miyoshi and Chang, 2016).

5.3.2.2 Dysbiosa hub

Houby a bakterie koexistuji ve stievni mikrobioté a mohou se piimo ovliviiovat (Sokola et
al., 2017).

Simultanni analyza dysbiosy bakterii a hub Sokola et al. (2017) umoznila objasnit zmény
rovnovahy mezi fi§emi u pacientd s IBD v porovnani se zdravou kontrolni skupinou. Studie
predpoklada existenci vztahli mezi fiSemi mikrobioty a jejich zmény v dusledku IBD.

Byla pozorovana redukce mikrobioty hub, a to jak na irovni jeji biodiverzity, tak i sloZeni.

Pfi onemocnéni dochdzi ke zméné¢ poméru basidiomycét a askomycet ve prospéch
basidiomycét. Na druhové trovni je zaznamenana pomoci g-PCR a sekvenace redukce
Saccharomyces cerevisiae a naopak nartst Candida albicans. U kvasinky Saccharomyces
cytokinu IL 10. Dochazi tak k interakci s AIEC, u niz dochazi k redukci vlivem kvasinky
a tim k redukci zanétu. Pritomnost této kvasinky je ovlivnéna genem CARD?Y, ktery stimuluje
imunitni odpovéd’, a v piipadé IBD dochazi k vadné odpovédi, coz vede k redukci druhu
Saccharomyces cerevisiae. Podobna asociace genu s houbou je zaznamenana u genu
DECTINI1, kdy vsak dochazi ke znasobeni druhu Malassezia sympodialis, ktery vylucuje
potencialni alergeny, a miize dojit ke zvySeni lokalni zanétlivosti.

Miyoshi a Chang (2016) upfesnuji, ze u pacienti s CD dochazi k narastu Candida albicans,
Aspergillus clavatus a Candida neoformans.

Narust Candida albicans v piipad¢ IBD pravdépodobné neovliviiuje onemocnéni (Sokol
et al., 2017).

Zmény v mikrobioté hub pii IBD jsou znazornény na obrazku 7 (Obr. 7) vpravo v grafech E
aF.

5.3.2.3 Dysbiosa viri

Funkce virti ve zdravém stievé a pii dysbiose neni téméf vymezena, ackoli ji mnoho studii
ptiklada vyznamnou roli. Podobn¢ jako bakterie mohou hrat viry roli v udrzeni homeostaze.

Bakteriofagové formuji stfevni mikrobidlni populaci a jeji diverzitu pomoci mechanismu
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napadani bakterii a jejich redukce. Tuto ¢innost vykondvaji na zakladé vnéjsich stimuld
(Sheehan et al., 2015).

Marchesi et al. (2016) uvadi, ze byl zaznamenidn vyznamny narast bakteriofagi
Claudovirales.

V piipadé CD byla prokazéana vyssi Cetnost i diverzita bakteriofagli nez u zdravych jedinci.
Bakteriofagové jsou dilezitou formou pfenosu gent na horizontdlni urovni mezi bakteriemi

(Miyoshi and Chang, 2016).
5.3.3 Modulace mikrobioty jako l1é¢ebna strategie IBD

Modulace mikrobioty je vyuzivdna k terapeutickym ucelim pti 1écbé IBD. Lécebnych
strategii vyuZivajici modulaci mikrobioty je vice, a to; fekalni transplanatce, probiotika,
prebiotika, uprava diety ¢ podavani antibiotik. Uginnost modulace mikrobioty viak omezuje
ruznorodost fenotypti ¢i genotypti onemocnéni a jejich fazi (Marchesi et al., 2016).
Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) dopliuje dva dalsi zptisoby modulace,
a to rekombinantni buiikky (TGF-beta u CD) a postbiotika (metabolické slouceniny produkované
probiotickymi mikroby ovlivitujici rizné biologické funkce hostitele).

Cahova (9.12.2017, pers. comm.) vidi pfinos modulace mikrobioty spiSe v posileni urcitych
vlastnosti, nez radikalni zmény ve slozeni, a to napiiklad produkci urCitych metaboliti, jako
Spousta autort véetné Sheehana et al. (2015) poklada modulaci mikrobioty za slibnou 1é¢ebnou

strategii budoucnosti.
5.3.4 Metody analyzy stievni mikrobioty

Metody analyzy stfevni mikrobioty se rozd€luji na kultivacné-zavislé metody
a na kultivacné-nezdvislé metody. Kultivacné-zavislé metody jsou zalozeny na kultivaci, ktera
je limitujicim faktorem téchto technik. Principem kultivaéné-nezavislych metod je izolace
DNA a jeji nasledna analyza, naptiklad sekvenaci.

Kultivaéné-nezavislé metody pifindsi fadu vyhod oproti kultivaénim metodam,
a to moznost identifikace nekultivovatelnych ¢i obtizné kultivovatelnych mikroorganismil,
¢asovou usporu a dalsi (Motro a Moran-Gilad, 2017). Nevyhodou je finanéni naro¢nost (Brdicka,
2011).
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5.4 Sekvenovani nové generace

Koubkova et al. (2014) uvadi, ze rozlusténi DNA sekvence je nezbytné v podstaté
pro vSechna odvétvi biologického vyzkumu.

Sekvenovani nové generace Umoziuje diferenciaci mikroorganismi, objevovani novych
mikroorganismil, objasnéni virulentnich faktorti a markert rezistence, charakterizaci odpovédi
hostitele na mikroorganismy a dalsi (Motro a Moran-Gilad, 2017).

Mardis (2008) rozdéluje sekvenacni techniky na sekvenovani nové generace a konvencni
metody.

Konvenéni metody jsou také oznafovany jako technologie prvni generace. Cast NGS
technologii je oznaCovany jako technologie druhé generace, v soucasné dob¢ existuji
i technologie generace tieti a étvrté, které jsou v8ak velmi nakladné (Brdicka, 2011).

Sekvenaéni pfiistroje se stavaji pfedmétem konkurenéniho boje. Dochazi k jejich
nepretrzit¢tmu zdokonalovani; je zvySovan vykon pfistroji a jejich pouzitelnost
v nejruznéjSich aplikacich. Nartista 1 pouzitelnost jejich vysledki v praktické Iékarské
diagnostice, ktera za¢ina nabizet nebyvalé mnozstvi dat.

Sekvenatory jsou uvadény na trh jiz na urovni funkcnich prototypt a béhem prvnich let jejich
vyroby dochazi k mnoha tpravam a vylepSenim. Stroje tak zastaravaji takovou rychlosti, Ze je
nutné je maximalné vyuzivat (Brdicka, 2011).

Vznika celd tada pocitaCovym programi, které umoznuji nejen interpretaci analytickou,
ale také klinickou, bez niz by $lo sice o biologicky zajimavé vysledky, avSak bez 1ékaiského
vyuziti (Brdicka, 2011).

NGS technologie Koubkova et al. (2014) rozdéluje do dvou zakladnich kategorii, a to na a)
technologie zaloZzené na PCR amplifikaci templatu, které zahrnuji komercné dostupné
platformy Roche 454 System, Illumina sequencers, AB SOLID System a lon Personal
Genome Machine (technologie druhé generace) a b) technologie vyuzivajici tvz. ,.single
molecule sequencing®, kdy nedochédzi k amplifika¢nimu kroku pted vlastni sekvenaci a jsou
zde zahrnuty platformy jako HeliScope, PacBio RS SMRT System a Oxford Nanopore

(technologie tieti generace).
5.4.1 Princip sekvenovani

Principem sekvenace je rozbiti nativnich molekul DNA na fragmenty, ¢imZ vznikaji

tzv. knihovny fragmentl. Jelikoz fragmenty vznikaji z velkého poctu vychozich
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DNA molekul, tak se vrizné mife navzajem piekryvaji a tyto piekryvy umoziuji jejich
vzdjemné pospojovani a sestaveni nukleotidové sekvence znac¢né délky, ktera je

osekvenovana a nasledné zpracovana bioinformatickymi technologiemi (Brdicka, 2011).
5.4.2 Rozdily mezi NGS a konven¢nimi metodami

Zasadnim rozdilem NGS a konvenénich metod, které detekovaly DNA baze v fad¢ jednu
po druhé, je moznost paralelni sekvenace, ktera zpracuje soucasné az tisic molekul soucasné
(Koubkova et al., 2014). V jejim duasledku je rapidné zkracena doba potiebna k piecteni
dlouhych DNA sekvenci, k celému procesu je tieba pouze jeden ¢i dva piistroje a k vytvofeni
knihovny sta¢i pouze malé mnozstvi DNA (Mardis, 2008).

Koubkova et al. (2014) uvadi, Ze k urceni sekvence prvniho lidského genomu bylo potieba 10
let, zatimco NGS umoznuji urcit sekvenci lidského genomu nebo jen jeho vybranych casti
za zlomek ¢asu (n¢kolik tydnll) a za mnohem niZsi cenu.

I pfes veskeré vyhody oproti konvenénim metodam je vSak analyza zatizena vysokymi
naklady na pfistrojové vybaveni a samotny provoz (Mardis, 2008).

V piipad¢ klasickych metod muize byt kvalita vysledku a cely proces prakticky ovladan
technikem, zatimco pro spravnou funkci pfistroji nové generace je nezbytné odpovidajici
pocitacové 1 personalni vybaveni. V tymech pouzivajicich stroje NGS se proto objevuji
bioinformatici jako jejich neodmyslitelna a nedilna soucast (Brdicka, 2011).

Principialné¢ se nové metody odliSuji od konvenénich ve zptsobu detekce naristajicich
retézcli. U konvencniho sekvenovani je vyuzivéna elektroforetickd separace, zatimco NGS
je zalozena na chemickych déjich odehravajicich se béhem vstupu nového nukleotidu
do syntetizovaného fetézce. Dalsim vyznamnym rozdilem je délka fragmenti DNA, které jsou
cteny sekvenatorem. U NGS dosahuji fragmenty v zavislosti na pouZité technice délky 35 —
250 bp, u konvenénich metod se jednd o 650 — 800 bp, coz velmi ovliviluje vyuzitelnost

ziskanych dat k dal$im aplikacim (Mardis, 2008).
5.4.3 Konvencni sekvenovani (prvni generace)

Nejvyznamnéjs$i konvenéni metodou je Sangerova sekvenace, jinak nazyvana enzymaticka
metoda sekvenace, vyuzivajici specifickych vlastnosti DNA polymerazy pfi syntéze nového
fetézce. Navzdory jeji pracnosti i Casové ndrocnosti se Sangerovo sekvenovani stalo velmi

roz§ifenym v laboratofich po celém svété, zvlast€é po jeji automatizaci. Automaticky
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sekvenator vyuziva kapilarni elektroforézu k separaci jednotlivych usekit DNA (Koubkova et
al., 2014).

Principem  metody je separace  oligonukleotidd  vzniklych  elektroforézou
Vv polyakrylamidovém gelu a jejich detekce stiibfenim ¢i pozdéji nahrazenou kapilarni
elektroforézou a fluorescenénim znac¢enim (Brdicka, 2011).

Sekvenacni technologie prvni generace se v ramci projektu HGP (Human Genome Project)
ucastnily analyzy sekvence lidského genomu v ohromném nasazeni (Brdicka, 2011), nicméné
projekt HGP poukézal na limitace Sangerova sekvenovani a potifebu novych technologii
s vyS$i vykonnosti a presnosti, niz§imi naklady a mensi pracnosti. Sangerovo sekvenovani
se Vsoucasnosti stale vyuzivda a hodi se naptiklad pro sekvenovani PCR produktt

nebo pro malé sekvenacni projekty (Koubkova et al., 2014).
5.4.4 Sekvenovani nové generace (druha generace)

Trhu sekvena¢ni techniky nové generace dnes dominuji tfi platformy,
a to a) pyrosekvenace (454/Roche), b) reversibilni terminatorova sekvenace (Illumina/Solexa)
a c) sekvenace ligaci (Life technologies/SOLiD). Vyhodou technologie 454 Roche je nejvétsi
(Koubkova et al., 2014).

Tyto techniky se odliSuji zpasobem ptipravy DNA fragmentii k sekvenaci, u vSech tii technik
je vsSak pfiprava zalozena na ligaci specifickych adaptori k obéma koncim kazdého
DNA fragmentu (Mardis, 2008)

Sekvenovani lze obecné rozdélit na celogenomové sekvenovani, exomové sekvenovani,
sekvenovani transkriptomu a cilené sekvenovani vybranych oblasti. Celogenomové
sekvenovani zahrnuje de novo sekvenovani a resekvenovani, u n¢hoz se sekvenuji stejné
genomy jako u de novo pfistupu, stim rozdilem, ze je k dispozici referenéni sekvence,
na kterou se nova sekvence zpétné¢ mapuje. U exomového sekvenovani jsou sekvenovany
pouze exomy, tedy kodujici oblasti slouZici pro transkripci bilkovin. Lidsky exom piedstavuje
cca 1% velikosti lidského genomu, z ¢ehoz plyne niz$i cenovd narocnost a jednoduchost.
Transkriptomové sekvenovani vyuZivd sekvenovani transkriptomu. Transkrimptom
pfedstavuje soubor vSech molekul RNA, kodujicich i nekddujicich. Cilené sekvenovani
vybranych oblasti je inovativni technika, jez umoziiuje sekvenovat pouze vybrané geny nebo

definované oblasti genomu, ¢imZ je Setfen Cas, penize 1 prostor pro skladovani dat. Cilené
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sekvenovani se proto vyuziva pro velky pocet screenovanych vzorki ¢i validaci genetickych
variant v populaci (Koubkova et al., 2014).

Typicky pracovni postup NGS dle Motry a Moran-Gilada (2017) zahrnuje: shromazdéni
vzorki a jejich pfiprava, extrakce nukleové kyseliny, ptiprava knihovny NGS, sekvenovani,
analyza dat a uchovani dat. NGS vyzaduje izolaci bakteridlnich druhti z Cisté kultury.
Extrakce nukleové kyseliny muze byt provedena riznymi metodami, avSak nékteré z nich
jsou zavislé na NGS metod¢, kterd bude pouzita. Spravny vybér metody je zasadni
pro uspeSnou analyzu. Pred samotné sekvenovani jsou zatazeny kroky fragmentace nukleové
kyseliny, ligace adaptorii, kterd umoziuje vytvoreni knihovny a amplifikace. Fragmentaci
zajist'uji bud’ sonikace, ¢i nebulizace (rozprasovani) nebo enzymatické St€peni. Amplifikace
je vétsinou provedena emulzni PCR ¢i bridge amplifikaci. Pfipravu knihovny a amplifikaci
ovSem nevyzaduji vSechny platformy NGS, tudiz jsou tyto kroky v nckterych metodach
pteskoceny.

Genetickou informaci plasmida 1ze osekvenovat za méné nez hodinu, bakteridlni genom
za nékolik hodin a lidsky genom za nékolik dni (Brdicka, 2011).

Nekteré udaje o pristrojich NGS jsou uvedeny v tabulce 1 (Tab. 1). Nejedna se o kompletni
sadu udaji, nebot’ byly jen ¢aste¢nd dostupné a mimo to nékdy obtizné srovnatelné. Udaje
v tabulce neodkazuji na kvalitu pfistroju, naptiklad naroky na kvalifikaci obsluhy, robustnost,
odolnost proti prostfedi a Spatnému zachazeni a dalSi dalezité parametry jako naptiklad
chybovost, pro kterou obecné plati, Ze ¢im jsou kratsi odecitané fragmenty, tim je chybovost

nizsi. DalSim dulezitym parametrem je také pocet piecteni daného useku (Brdicka, 2011).
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Vyrobce piistroje Minimalni Velikost Doba analyzy Cena Cena jedné
mnozstvi DNA DNA véetné piistroje sekvenace (K¢)
ve vzorku fragmentii | zpracovani dat * (Ke)
lon Torrent, Life | 1 pg 100-200 | * 1,9 milionu | 14 500,-
Technologies 100 MB 2-3h
GS Junior, Roche | 500 ng 400 * 3,7 milionu | 35000,-
454
MiSeq, lllumina 50 ng 35-150 * 2,2 milionu | 7 200 — 13 500,-
PACBIO RSPacific | 500 ng - 1ug 1500 * 17,4 7 000,-
Biosciences <100 GB 24 h milionu
HeliScope Helicos | 10 ng 25-55 * 14,4 %324 000,-
$$ milionu
30 GB 8 dni

$ v zavislosti na velikosti analyzovaného genomu
$$ ptiblizné desetindsobné pokryti kompletniho lidského genomu

* plasmidy obvykle mén¢ nez jednu hodinu, bakteridlni genom nékolik hodin, lidsky genom nékolik dni

Tab. 1: Srovnani jednotlivych technik (pfevzato od Brdicka, 2011).

VSsichni vyrobci poskytuji odhad piesnosti a kvality jednotlivych Cteni, avSak neexistuje
dukaz, ze kvalita ¢teni z jedné platformy je ekvivalentni kvalité Cteni z platformy druhé

(Koubkova et al., 2014).

5.4.4.1 Roche 454

Roche 454 pracuje na principu pyrosekvenovani, které Ize zjednodusené popsat jako sled
enzymatickych reakci, béhem kterych se zaclenuji jednotlivé baze do nové vznikajiciho
fetézce DNA, pfi¢emz dochazi k emisi viditelného svétla. Mnozstvi uvolnéného svétla je
umérné poctu zaclenénych nukleotidi.

Nevyhodou platformy jsou problémy v detekci homopolymernich tsekit DNA (napi. AAA
a GGQ), cili vétsi chyby v urceni poctu zaclenénych nukleotidii. Tyto chybové sekvence 1ze
rozli§it a vyfiltrovat specidlnimi programy. Dal§i nevyhodou je vysokd cena reagencii.
Na druhou stranu poskytuje Roche 454 velmi dlouha ¢teni a metoda je velmi rychla

(Koubkova et al., 2014).
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5.4.4.2 lllumina/Solexa

Sekvenator Illumina/Solexa je zalozen na principu sekvenace syntézou ve spojeni
s tzv. bridge amplifikaci. Existuje nekolik pfistroji rtizné vykonnosti: MiSeq, MiSeqDx,
NextGen 500, HiSeq2500 a HiSeq Ten.

Vyhodou Illumina sekvenatort je schopnost produkovat vice dat za méné Casu a penéz,

avsak s vyssi chybovosti (Koubkova et al., 2014).

5.4.4.3 Life Technologies/SOLID

SOLID platforma je zaloZzena dle Koubkové et al. (2014) na sekvenovani ligaci.
DNA knihovna je ptipravovana emulzni PCR a k fragmentiim DNA se ptipoji kratké adaptory
komplementarni k adaptoriim imobilizovanym na povrchu kulicek. Po amplifikaci se kulicky
kovalentn¢ navazi na sklicko se specialné¢ upravenym povrchem, které se vlozi do kazety
umoznujici fluidni pritok. Systém vyuziva osm nukleotidit dlouhé sondy se zndmou sekvenci
prvnich dvou bazi ozna¢enych fluorescencnimi barvami.

Vyhodou je vyssi pfesnost, jelikoz je kazdy nukleotid piecten dvakrat.
5.4.4.4 Life Technologies/lon torrent

Ptistroj Ton Personal Genome Machine (PGM) je zalozen na schopnosti piimo prevadét
chemicky signal do digitalni podoby. Opticky zplisob zaznamenavani jednotlivych nukleotid
byl nahrazen detekci vodikovych protoni uvolnénych v prabéhu syntézy nové vznikajiciho
fetézce. Proces probiha na polovodicovém Cipu husté pokrytém mikrojamkami, pod nimiz je
umisténa na ionty citliva vrstva. K ptipravé knihovny je vyuzita emulzni PCR. Kulicky
s templatem jsou ukladany na &ip tak, Ze v kazdé jamce je pouze jedna molekula DNA. Cip je
poté postupné zaplavovan jednotlivymi druhy nukleotidii a dochazi k syntéze DNA.

Vélenéni nukleotiddi zptisobi uvolnéni H, ¢imz dojde ke zméné pH zaznamenané detektorem.
Pokud nukleotid neni komplementarni, detektor zaznamena nulovy signal. Dojde-li
k zaclenéni dvou nukleotidd, signal je dvojnasobny.

Technologie je velice jednoduchd, rychla a levnd (Koubkova et al., 2014).
5.4.5 Single-molecule sekvenovani (tieti generace)

Koubkova et al. (2014) uvadi vyhody technologie single-molecule, a to Ze nevyuZziva

zadny amplifikacni krok pfed vlastnim sekvenovanim, coZz zkracuje dobu ptipravy DNA,
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redukuje cenu a snizuje chybovost, ktera prameni z amplifikace, umoznuje vyssi flexibilitu
Vv délce Cteni a presnou kvantifikaci DNA molekul, jelikoz je signdl zaznamenavan v redlném
Case.

Piikladem platformy tieti generace je Helicos Genetic Analysis Sytem, single-molecule
real-time (SMRT) ¢i nanopore sequencing, coz je technologie zalozena na biologickych
vlastnostech nanoporu. Sekvenovani stejné molekuly DNA miize byt v pfipadé¢ nanopore

sequencing neustale opakovano.
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6 Metody a material

Tato prace vznikla v ndvaznosti na mou bakalafskou praci s nazvem Vliv enteralni vyzivy
na mikrobiotu déti s Crohnovou nemoci vzniklou z roku 2016.

Na studii spolupracovala jak Fakultni nemocnice v Motole, tak Akademie véd Ceské
republiky.

V dnesni dob¢ funguje spousta laboratofi na principu sluzeb, kdy jsou vyizolované vzorky
DNA poslany firmé¢, kterd samotnou NGS provadi. Sekvenovéani vzorkd bylo z ¢asovych
a ekonomickych diivodi proto provedeno na Akademii véd Ceské republiky (AV), Ustavu
zivocisné fyziologie a genetiky sidlici v ulici Videnska, kde probihala cela analyza od faze
ptipravy knihovny a dale vcetné.

Jelikoz se jedna o rozsdhlou analyzu, v ptipadé praci na AV jsem se spolupodilela pouze
na piipravé knihovny, zbylé kroky NGS byly provedeny docentkou Ing. Vérou Neuzil
BuneSovou, Ph.D a doktorem Ing. Jakubem Mrazkem.

Na pracich na CZU navic spolupracovala Ing. Nikol Modraékova. V ramci praci na CZU

jsem se podilela na izolaci DNA a ptipravé amplikoni PCR.
6.1 Charakterizace vzorku

Na pocatku pokusu bylo do studie zatazeno 50 détskych pacienti Fakultni nemocnice
v Motole. Jednalo se o déti, u nichz byla stanovena diagndéza Crohnovy choroby, a v této
nemocnici byly podrobeny 1é¢bé enteralni vyzivou po dobu 6 tydnl. Enterdlni vyziva
podavand pacientim nebyla jednodruhova, jednalo se o kombinace rtznych znacek,
a to Modulen, Ensure a Nutridrink. Vzorky stolice téchto pacientii byly odebirany na zacatku
lécby a v jejim prabéhu, kdy se jednalo o vzorky pfed kolonoskopii, po kolonoskopii,
ve 3. tydnu 1écby a v 6. tydnu 1é€by. Nicméné, vSem détem se pokus nepodafilo dokoncit
a jen vzorky nékterych pacientli byly vybrany pro dalsi laboratorni analyzy a testovani.
Za dostacujici vysledek se povazovalo ziskdni vzorki pted zahdjenim 1écby a 6. tyden, ostatni
odbéry byly ziskdny pouze u nékterych pacientli. U nekterych pacientii se také podaftilo ziskat
vzorky stolice z obdobi po ukonceni 1éc¢by, a to 1 v 8. nebo 12. tydnu, kdy uz byli zpét
na normalni konvenéni dieté. Cerstvé vzorky stolice pacienti byly pouzity pro kultivaci
a biochemicky test, jejichz vysledky byly zpracovany v mé bakalaiské praci s nazvem Vliv
enteralni vyzivy na mikrobiotu déti s Crohnovou nemoci vzniklé v roce 2016. Cast vzorki

byla ulozena pro dalsi testovani, kdy byla izolovina DNA ze vzorkl stolice potfebna
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pro molekuldrné-genetické analyzy, mezi néz patii ndmi sledované sekvenovani nové
generace (NGS).

Seznam vzorkd selektovanych pacienti pouzitych k NGS s informacemi o véku,
provedenych odbérech a oznaceni jednotlivych vzorkt je uveden v tabulce 2 vyse (Tab. 2).
U dvou wvzorki (11C a 23B) byla koncentrace po stanoveni koncentrace
DNA spektrofotometrem piiliS vysoka, proto bylo tieba DNA pifed PCR vice nafedit
(az 100krat). U jednoho vzorku (38 C) chybi PCR produkt. V pribéhu analyzy dale bohuzel

doslo k selhani sekvenace tii vzorkt, a to konkrétné vzorka 10B, 12A a 15C.
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Vék k
prvnimu
odbéru

0. odbér K po kolon. 3. 6.tyden 8. 12. tyden DNA

MP10

12

SAMPLE
ID

. _ - — A,B,C

10A

10B

10C

[mP11

13

A,B,C D

11A

11C

11D

[mP15

10

A B,C,D

15A

15C

15D

[mP23

18

23A

23B

23C

[mP27

17

|

|
>
>
o

27A

278

27C

[mPp37

A B,C,D

37A

37C

37D

[mp38

A B,C,D

38C

38D

[mP39

13

A B,C,D

39A

39C

39D

[mPao

16

A B,C,D

40A

40D

10

[MPa1

15

A B,C,D

41A

41C

41D

11

[MPao

17

A,B,C D

49A

49C

49D

12

[mPp52

12

A B,C,D

52A

52C

52D

13

[mp54

14

A,B,C

54A

14

[mp55

13

A,B,C

55A

55B

55C

15

[mPs0

11

A,B,C D

60A

60C

60D

16

[mP67

16

AB,C

67A

67B

67C

17

[mPe9

17

,B,CD,H

69A

69D

69E

18

[mP71

10

A,B,C D

71A

71C

71D

Tabulka 2. Seznam selektovanych pacienti (MP — motol pokus, K — provedena kolonoskopie,

e odebrano, — neodebrano, A, B, C, D, E - potfadi vzorkll od jednoho pacienta pouzitych

k rozboru, sample ID — identifika¢ni ¢islo vzorku).
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6.2 Metoda NGS

Cilem metody NGS byl odhad mikrobialni diverzity v gastrointestinalnim traktu (GIT)
détskych pacientti s Crohnovou chorobou 1é¢enych pomoci enteralni vyzivy.
Z n&kolika existujicich platforem NGS, byla pro nase ugely vybrana platforma lon Torrent™
neboli polovodi¢ové sekvenovani.
Platforma lon Torrent™ sestava ze Sesti zakladnich krokd, a to; izolace DNA, pripravy

amplikonti PCR, pfipravy knihovny, pfipravy templatu, sekvenovani a analyzy dat.
6.2.1 lzolace DNA

Izolace DNA je zakladnim krokem k provedeni molekularné-genetickych metod. Metodika
1zolace DNA zavisi na druhu vzorku, z néhoz chceme DNA ziskat.

V této studii se jednalo o izolaci totdlni bakterialni DNA ze stolice pacienta pomoci kitu
FastDNA™ Spin Kit for Feces (MP Biomedicals).

Pro izolaci DNA bylo nejprve navazeno 250 mg vzorku stolice do lyza¢ni zkumavky
Lysing Matrix E tube, ke kterému bylo ptfidano 927 ul pufru fosfore¢nanu sodného a dale 122
ul MT pufru. Vzorky byly homogenizovany v pfistroji FastPrep®24 rychlosti 5 m/s po dobu
40 sekund a nésledné odstiedovany na 14 tisic otd¢ek po dobu 10 minut. Déle byl vyuzit
pouze supernatant pirevedeny do odstfed’ovaci zkumavky o objemu 2 ml, ke kterému bylo
piidano 250 ul PPS roztoku srazejiciho bilkoviny. Supernatant byl spolu s PPS roztokem
promichan desetinasobnym oto¢enim tuby a dale odstfed'ovan na 14 tisic otacek po dobu
2 minut. Odstiedény supernatant byl pfelit do zkumavky o objemu 15 ml obsahujici 1 ml
suspenze Binding Matrix a promichén ota¢enim zkumavky po dobu 3 az 5 minut. Vzorek byl
opét odstiedén na 8 tisic ota¢ek po dobu 2 minut. Supernatant byl slit a peleta resuspendovana
s 1 ml pfipravku Wash Buffer #1. 600 pl resuspendované pelety bylo pifevedeno do zkumavky
SPIN Filter a odstfedéno na 14 tisic otacek po dobu 1 minuty. Zkumavka SPIN Filter
se sklada ze dvou casti, pti¢emz spodni ¢ast byla po odstiedéni vyprazdnéna a horni ¢ast
ponechdna a opét odstfedovana na stejny pocet oticek po stejnou dobu. Spodni cast
zkumavky byla opét vyprazdnéna a do horni ¢asti je ptidano 500 pl pfedem piipraveného
ptipravku Wash Buffer #2 smichaného s etanolem. Vzorek byl resuspendovan a odstied'ovan
na 14 tisic otacek po dobu 2 minut. Spodni ¢ast zkumavky byla vylita a vzorek byl znovu
odstftedovan na stejny pocet otdCek po dobu 2 minut, aby bylo docileno odstranéni

zbyvajiciho etanolu. Horni ¢ast zkumavky byla pievedena do zkumavky Catch Tube o objemu

46



1,9 ml a bylo pfidano 60 — 100 pl ptipravku TES. Po promichani byl vzorek odstfedén

na 14 tisic otdcek po dobu 2 minut a pfeveden do Cisté zkumavky Catch tube za ucelem

ziskani vyluhu ocisténé DNA, kterd byla timto postupem piipravena pro PCR a dalsi vyuziti.
Koncentrace DNA byla zjisténa pomoci ptistroje NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer.

6.2.2 Priprava amplikonit PCR

Po stanoveni koncentrace DNA spektrofotometrem byla vétSina vyizolované DNA
natedéna 10krat, u nékterych vzorki byla stanovena koncentrace piili§ vysoka, proto bylo
tteba DNA pfed PCR vice natedit (az 100krat). Po probéhlé PCR, pomoci které jsme DNA
amplifikovaly, byla provedena gelova elektrofororéza ke kontrole spravnosti amplifikace
DNA.

Principem gelové elektroforézy je pohyb zdporné€ nabitych molekul DNA v elektrickém
poli smérem k anod€. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou zaporné nabité
fosfatové skupiny. Pomoci gelové elektroforézy lze separovat molekuly DNA na zakladé
odlisnych rychlosti pohybu molekul DNA v gelu. Rychlosti pohybu molekul jsou neptimo
umeérné velikosti molekuly DNA.

Postup elektroforézy byl nasledujici: Nejdiive bylo pfipraveno 100 ml 1% agarosového
gelu (Serva), a to z praskové agarosy (1 g) a 50x nafedéného TAE pufru (Serva; 100 ml).
Smés byla promichana a zahtata. Po rozpusténi byla smés ochlazena na 60 °C pod tekouci
vodou za stalého michani, poté byla do smési pfidana barvicka GelRed (Biothum)
pro vizualizaci PCR produktii. Byla sestavena elektroforeticka vanicka, do které byl nalit
agarosovy gel. Do gelu byly vylisovany jamky pomoci tzv. hiebinku. Byla pfipravena smés
PCR smichanim 15ul koncentrovaného DreamTaq Green PCR Master Mix (2x), (Thermo
Fisher Scientific), 1ul primeru 1 BacBF o koncentraci 5pmol, 1ul primeru 2 BacBF
o koncentraci Spmol, 1ul nafedéné DNA a 12 pl vody (Tab. 3). Slozeni Master Mixu
je uvedeno v priloze 2 (Piil. 2). Celkovy objem PCR smési tak ¢inil 30 pl.
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DreamTag Green PCR Master Mix (2x) 15 ul
Primer 1 BacBF Iul
Primer 2 BacBF Iul
DNA 1ul
voda 12 ul
celkovy objem 30 ul

Tab. 3: Slozeni PCR smési.

Smés byla napipetovana do jamek gelu po 5ul do jedné jamky. Do prvni a posledni jamky byl
piidan velikostni marker (tzv. DNA ladder neboli Zebiik) o definované velikosti jednotlivych
fragmentt,, v naSem piipadé o velikosti 100 bp. DNA ladder slouzi k odhadu velikosti
pozorovanych DNA fragment. Samotna elektorofréza probihala pii konstantnim napéti
(120 V) po dobu piihlizné¢ jedné hodiny, kdy se barevné celo zacalo blizit ke konci
agarosového  gelu. Nasledovalo zviditelnéni  separovanych  fragmenti  pomoci
UV-transluminatoru (GelDoc, Biorad).

Pokud byl PCR produkt vizualizovan, nebylo tfeba ho dale fedit. Vizualizované PCR
produkty byly dlouhé 300 bp.

Obr. 8: Vizualizace PCR produktu.
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Priklad vizualizace PCR je uveden na obrazku 8 (Obr. 8), kde je patrné, ze vzorek 60 A nebyl
vizualizovan, tudiz ho bylo nutno vice natedit a znovu amplifikovat.

Pro purifikaci amplifikované PCR byl pouzit purifika¢ni kit QIAquick® PCR Purification
Kit.

Postup purifikace byl nasledujici: Do 25 pl PCR produktu bylo pfidano 125 ul bufru
Buffer PB (pozadovany pomér 1:5). Smés byla pievedena na kolonku QIAquick, kterd byla
umisténa do 2ml plastové zkumavky a nasledné¢ umisténa do centrifugy na 45 sekund.
Po prob¢hlém odstiedéni byl vypustén prutok a kolonka byla umisténa zpét do zkumavky.
K promyti bylo do kolonky ptfidano 750 pl bufru (Buffer PE) a kolonka byla nasledné
opétovné centrifugovana na 45s. Po prob¢hlém odsttedéni byl opét vypustén prutok a kolonka
byla umisténa zpét do zkumavky. K odstranéni zbytkového bufru byla kolonka opét
centrifugovdna po dobu 1 minuty. Kolonka byla vloZzena do 1,5ml mikrocentifugacni
zkumavky. V zavislosti na barvé tekutiny po posledni minutové centrifugaci bylo pfidano
rizné mnozstvi bufru doprostied QIAquick membrany (pokud byl vzorek oranzovy, bylo
k nému pfidano 35 pl bufru, pokud Zluty, pak bylo pfidano 25 pl). Tekutina v koloné byla
dale centrifugovdna po dobu 1 minuty. Pro zvySeni koncentrace bylo doprostfed QIAquick
membrany piidano jesté 30 ul bufru, kolona byla ponechana v klidu po dobu 1 minuty

a nasledné byla centrifugovana. U purifikovaného PCR produktu byla zméfena koncentrace.
6.2.3 Priprava knihovny

V procesu piipravy knihovny jsou k amplifikovanym PCR produktim napojovany kratké
oligonukleotidy zvané sekvena¢ni adaptory. Pfiprava knihovny déle sestava ze Sesti kroki,
a to; oSetfeni konctt DNA (End repair), samotného pfidani adaptoru (ligace adaptort), prvniho
cisténi kulickami AmpureBeads (purifikace), amplifikace, druhého Ccisténi kulickami
AmpureBeads a fedéni a kvantifikace knihoven.

K ptipravé knihovny byly poZity nasledujici kity: NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
for Ton Torrent™, Agencourt AMPure XP Kit, lon Xpress Barcode Adapters 1-16 Kit a lon
Library TagMan™ Quantitation Kit.

6.2.3.1 OsSetieni koncut DNA

Osetfeni konci DNA je zajisténo pridanim DNA do smési End repair (ER) pufru,
ER enzymu a destilované vody. Nazvy a mnozstvi slozek smési je uvedeno v tabulce 4

(Tab. 4). Originalni reakce probihda v objemu 60 pl, z divodu tspory byl proces proveden
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V poloviénim objemu. Smés byla rozpipetovana do jamek po 25 pl. Do kazd¢ jamky bylo
ke smési pfidano 5 pl DNA. Desticka se vzorky byla inkubovana v termocykleru 20 minut

pti 25°C, dale 10 minut pfi 70°C a poté ochlazena.

ul/ 1 vzorek
NEBNext End Repair Reaction Buffer | 3
NEBNext End Repair Enzyme Mix 1,5
destilovana voda 20,5
celkovy objem 25

Tab. 4: Mnozstvi a nazvy chemikalii pipetovanych do smési pro osetteni koncti DNA.

6.2.3.2 Ligace adaptorii

K DNA s osetienymi konci byla ptfidana smés enzymd, pufru, adaptoru P1 a destilované
vody a pipetovana po 19 ul do kazdé jamky. Nazvy a mnozstvi slozek smési jsou uvedeny
v tabulce 5 (Tab. 5). Ke smési a DNA s oSetfenymi konci byl pfidan do kazdé jamky
1 pl nafedéného Barcodu Vv poméru 1:1 sdestilovanou vodou. Nasledné byla desticka

inkubovana v termocykleru 15 minut pti 25°C, dale 5 minut pii 65°C a poté ochlazena.

ul/ 1 vzorek
T4 DNA Ligase Buffer for lon Torrent 5
NEBNext DNA Library Adaptors for lon Torrent 0,5
Bst2.0 WarmStart DNA Polymerase 0,5
T4 DNA Ligase 3
destilovana voda 10
celkovy objem 19

Tab. 5: Mnozstvi a nazvy chemikalii pipetovanych do smési k ligaci adaptord.

6.2.3.3 Prvni pufirikace kulickami Ampure Beads

Pred sekvenacnimi reakcemi je k odstranéni veskerych chemikalii, a to vcetné primerQ
a neinkorporovanych nukleotidl zbylych po PCR, vyuZito pfecisténi pomoci kulicek Ampure
Beads (AMPure XP Beads). Principem purifikace je navazani DNA na magnetické kulicky

obsazené v roztoku Ampure, ke kterému dojde po vlozeni desticky do magnetického stojanu.
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Do kazdé jamky obsahujici 50 ul DNA s ligovanymi adaptory byl ptfidan 1,2nasobny objem
roztoku Ampure, tedy 60 pl. Desticka byla vlozena do magnetického stojanu na 2 minuty,
dokud nebyla tekutina ¢ira a veskera DNA nebyla zachycena na kuli¢kach na sténach jamky.
Nasledn¢ byla odpipetovana tekutina a bylo provedeno promyti ve 180 pl 70% etanolu
S jednim opakovanim. Po odpipetovani etanolu po opakovaném promyvani, byly kulicky

s DNA eluovany do 50 pl destilované vody.

6.2.3.4 Amplifikace

V procesu amplifikace byla ptipravena smés primerd a PCR mastermixu, ktera byla
rozpipetovana do desticky po 27 pl. Mnozstvi a nazvy slozek smési jsou uvedeny v tabulce 6
(Tab. 6). Do kazdé jamky bylo nasledné pfidano 23 ul piecisténych vzorki z predchoziho
kroku a byla provedena PCR. Prubéh PCR je v tabulce 7 (Tab. 7).

ul/ 1 vzorek

Primery 2
NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix 25

celkovy objem 27

Tab. 6: Mnozstvi a nazvy chemikalii pipetovanych do smési k amplifikaci.

krok teplota | ¢as
denaturace 98°C 30 sekund
12 cykla 98°C 10 sekund

58°C 30 sekund
65°C 30 sekund
1 cykKl 65°C 5 minut

ukonceni 4°C 0

Tab. 7: Prubéh PCR.
6.2.3.5 Druha purifikace kulickami AmpureBeads

Postup vcetné objemi druhé purifikace je shodny s postupem prvni purifikace.
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6.2.3.6 Redéni a kvantifikace knihoven

Vzorek po druhé purifikaci byl zfedén v poméru 1: 20, a to tak, ze bylo smichano 5 pl
eluatu spolu s 95 pl destilované vody. Nasledné bylo provedeno druhé fedéni v poméru 1: 50,
smichdnim 2 pul DNA z ptedchoziho fedéni spolu s 98 ul destilované vody, ¢imz vzniklo
fedéni 1:1000 pivodni DNA.

Nasledné byla provedena kvantifikace pomoci qPCR, pomoci kitu lon Library TagMan™
Quantitation Kit, coz je komplexni sada obsahujici TagMan® qPCR mix a standard knihovny
pro detekci a kvantifikaci fentomolarnich mnozstvi knihoven intovych fragmentt. K analyze
dat z gPCR byl vyuzit Mixpro software. Dle stanovené koncentrace byla kazda knihovna

nafedéna na koncentraci 26 pM.
6.2.4 Priprava templatu

Amplifikované knihovny jsou vyuzity k ptipravé sekvenovaciho templatu pomoci ptistroje
Ion OneTouch™ 2 System a nasledujicich kitd: lon PGM Enrichment Beads a lon PGM
Template OT2 400 Kit. Tento proces vyzaduje asi 1 hodinu prace v laboratofi a poté probiha
dalSich 8 hodin. Vystupni material musi byt zpracovan béhem 16 hodin od ptipravy templatu.
JelikoZ byla piiprava templatu provedena specialisty na AV CR, podrobny navod je uveden

Vv priloze 3.
6.2.5 Sekvenovani

Templat z ptedchoziho kroku byl sekvenovan na platformé lon Torrent PGM vyuzivajici
nasledujici nasledujici kity: lon PGM Sequencing 400 Kit a Ion 316 Chip Kit v2. Laboratorni
prace obvykle vyzaduje 3-4 hodiny a sekvenovani poté bézi 6 hodin. Vystupem sekvenace
byly sekvence v poéitaci s ptiponami *.fastq, které kombinuji kvalitativni informace (q)
se sekvencemi (fasta). Takovy soubor byl pieveden do pocitate pomoci piikazu

‘convert_fastaqual_fastq.py-.
6.2.6 Analyza dat

V procesu analyzy dat jsou sekvence v pocitaci S ptiponami *.fastq, *.bam nebo *.sff
exportovany a zpracovany bioinforma¢nimi nastroji jako je QIIME nebo Mothur, aby odhalily

rozdily alfa a beta. V nasi analyze byla data zpracovana softwarem Quiime.
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7 Vysledky

Studii  mikrobioty zapocalo 50 détskych pacientd Fakultni nemocnice v Motole
se stanovenou diagnosou Crohnovy Choroby. Vzhledem k naro¢nosti 1é¢by formou enteralni
VyZivy, a to zvlasté pro nami sledované déti, se podatilo udrzet na dieté jen Cast pacientt.
U 18 z nich byla provedena sekvenace mikrobioty. Vékovy pramér selektovanych pacientd
k NGS byl 13 let.

Velmi dualezitd byla spoluprace Fakultni nemocnice v Motole, jednotlivych pacientl
a Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, kterd vznikla jiz datem prvniho odbéru vzorku
a trvala do ukonceni 1écby, u nékterych pacientd 1 déle. U takovych pacientti se podaftilo
ziskat i vzorky z 12. tydne po zahajeni 1é¢by EV, tedy v dobé, kdy uz byla lécba ukon¢ena,
a pacient byl na bézné konvenéni dieté.

Vystupni osekvenovand DNA byla exportovana a zpracovana bioinformatiky pomoci
softwaru Quiime za Gcelem odhalileni rozdilt alfa a beta. Vystupem softwaru je mnozstvi
grafl, které jsou fazeny do rtznych kategorii. Kazd4 kategorie je znazornéna sloupcovymi
grafy vyjadfujici poéty bakterii. Z mnoha kategorii vystupt softwaru byly vybrany tii
kategorie, a to kategorie vztahujici se ke tfem odebranym vzorkim v 0., 6. a 12. tydnu
po zahijeni enterdlni vyzivy, kategorie vztahujici se k jednotlivym pacientim primérné
za vSechny 3 odbéry a kategorie znazornujici jednotlivé odbéry. Grafy v kazdé kategorii jsou
fazeny dle taxonomické hierarchie, nejvySe poloZené jsou grafy znazorfujici kmenovou
diverzitu, rolovanim nize se lze dostat az na uroven rodovou. Druhovou uroven vyhodnotit
nelze.

Vzhledem k obrovskému mnozstvi dat a mnoha zptisobim jejich interpretace zde budou
diskutovany vysledky zaméfené na bakterie zminované v literarnim piehledu dané
problematiky. Data budou déale podrobné rozebréana v publikaci pfipravované¢ho vystupu
studie.

Obecné byly v priibé¢hu lécby enteralni vyZzivou zaznamenany vesmeés pozitivni zmény
pocti bakterii, po ukonceni lé€by ale maloktera pozitivni zména zlstala zachovéana
a ve vétSing piipadii doslo k navraceni poctu bakterii do stavu pivodniho. Pro dalsi studium
ucinnosti enterdlni vyZivy by tedy bylo tfeba podrobit pacienty delSimu trvani 1écby, coZ je

pro pacienty ale velmi naro¢né.
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7.1.1 Faktory ovliviiujici vysledky

K odhadu stfevni bakteridlni diverzity pacientt slouzi rozséhly fetézec postupu, jehoz
kroky mohou vyznamné ovlivnit vysledky. Z divodu velkého poctu jednotlivych kroki
analyzy tak mize dojit ke snizeni pfesnosti analyzy a zaneseni chyb do vysledk.

Problémem studie bylo podavani enteralni vyzivy ve vicedruhové formé od riznych
vyrobci (Modulen, Ensure a Nutridrink), coz maze vyrazné¢ ovlivnit vysledky z diivodu
rozdilného slozeni téchto vyrobkd.

Dal§im vyznamnym faktorem ovliviiujicim vysledky byl pocet zkoumanych vzorkl
a snim souvisejici poCet pacientd, kteti se zapojili do studie. Dale je tfeba zduraznit
individualitu stfevni mikrobioty jednotlivych pacientd, oznaCovanou jako mikrobidlni
fingerprint, neboli otisk prstu.

Mimo faktory ovliviiujici vysledky sekvenovani a vystupy softwaru Quiime existuji
faktory ovlivilujici interpretaci vysledkll. Takovym faktorem je napfiklad taxonomickeé
zafazeni bakterie, které je pro interpretaci nesmirné dilezité a velmi ovliviiuje jeji spravnost
(v ptipad¢ Spatného urceni taxonomického zatazeni). Kromé spravnosti ovliviiuje taxonomie
také presnost vysledku. V grafech bylo nutné dohledavat taxonomickou jednotku bakterie
zminované v literarnim piehledu a dle tohoto grafu vysledek hodnotit. Hodnoceni dle grafu

zaméteného na vyssi taxonomickou jednotku by tak bylo méné presné.
7.1.2 Distribuce taxonomickych skupin dle odbéra

Nize budou rozebrany vysledky vztahujici se ke tfem odebranym vzorkim v 0., 6. a

12. tydnu po zahdjeni enteralni vyzivy.
a to distribuci kment bakterii dle jednotlivych odbért zprimérovanych u vSech pacientti
(O - odbér pted zahajenim 1é¢by enteralni vyzivou, 6 — odbér 6. tyden po zahajeni EN, 12 —
odbér 12. tyden po zahdjeni EN, tedy 6 tydni po ukonceni 1écby v dobé navratu k bézné
strave).

V pribéhu 1éEby EN doslo k narustu poétu bakterii kmene Firmicutes zhruba o 12 %
(6. tyden v porovnani s 0. tydnem). Firmicutes jsou jednim z redukovanych kmenu pii IBD a
jejich znasobeni V pribéhu 1écby enterdlni vyzivou tak mize znacit UCinnost terapie.
Ve 12. tydnu doslo k poklesu Firmicutes, avSak jejich pocet byl o necela 3 % vyssi, nez

na pocatku 1écebné kiry.
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V prubé¢hu 1é¢by doslo dale k redukci kmene Bacteroidetes, jehoz zvySené poéty jsou
pro IBD charakteristické. Rozdil mezi 0. a 6. tydnem byl 10 %. Po ukonc¢eni 1é¢by (12. tyden)
doslo k nartistu poctu a kmene tak bylo pouze o 1 % mén¢ v porovnani s poc¢ateénim stavem.

V 6. tydnu doslo déle k velmi nepatrnému snizeni poctu kmene Actinobacteria v fadu
detesin procent (ze 4,4 % na 3,9 %). Snizeni pokracovalo i 12. tyden (3,6 %).

Do kmene Proteobacteria patii dal$i casto diskutovana bakterie, jejiz pocty se pii IBD
zvySuji. Jedna se o adherentni invazivni Escherichii coli. Marchesi et al. (2016) uvadi, ze je
pro IBD charakteristické zvySeni poctu kmene Proteobacteria obecné. U pacientd byl
zaznamenan pokles kmene Proteobacteria 0 1,1 % Vv 6. tydnu. Velmi nepatrna redukce poctu

setrvavala i po ukonceni 1écby (o 0,3 %).

o w ™
—

Total O g 12

Legend Taxonomy % % % %
I Unassigned;Other 1.9% [ 21% [ 1.9% |[1.7%
I - Eacteria:Other 04% [ 0.4% || 04% | 0.1%
P k__Bacteriazp__ 0.0% | 0.0% || 0.0% | 0.0%

I - Bacieriap_ Actincbacteria | 4.0% [ 4.4% [[3.9% | 26%
I < Eacicriap_ Eactercidetes  17.5% [21.3%(11.0%][20.4%
k__Bacteria;p_ Cyanobacteria 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
k__Bacteria;p__ Firmicutes 63.8% 64.8%||T7.1% GT.6%
k__Bacteria;p_ Fusobacteria 0.1% | 0.4% | 0.0% || 0.0%
P «__Bacteria:p_ Planctomycetes  0.0% [ 0.0% | 0.0% 0.0%
I ¢ Bacteriap_ Protecbacteriz | 5.5% [7.0% [ 5.9% ] 5.6% |
P +__Bacteriazp_ TMT 0.0%  0.0% |0.0% | 0.0%

I «_ Bacteria:p_ Tenericutes 0.0% 0.0%

k__ Bacteria;p_ Verrucomicrobia 0.0% | 0.0% || 0.0% | 0.0%

Graf 1: Zastoupeni kmentl bakterii v jednotlivych odbérech.
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Pied zahajenim 1éCby byl pozorovan vyskyt bakterii kmene Fusobacteriaceae, u IBD
ve zvySeném poctu, 6. tyden a 12. tyden dle grafu 1 tato bakterie zcela vymizela.

Pro hlubsi analyzu zastoupeni nizsich taxonomickych skupin bakterii byly vyuzity dalsi
grafy uvedené v ptiloze. Jelikoz se jedna o velmi rozsahly soubor dat, nebylo mozné do ptiloh
vlozit data vplném rozsahu. V piipadé zajmu jsou data k dispozici na vyzadani
u doc. Ing. Véry Neuzil Bunesové, Ph.D.

Dle grafu 2 (uveden v pfiloze), zam&fujiciho se na distribuci jednotlivych tiid bakterii,
doslo v pribéhu 1écby k nardstu poctu tiidy Clostridia, kmene Firmicutes. Nardst byl
vyznamny (z 55 % na 72 %), ve 12. tydnu ale doSlo podobné jako u vétSiny bakterii
ve 12. tydnu k navratu do stavu podobnému jako pied zahajenim 1é¢by (55,4 %). Leach et al.
(2008) ve své studii zaznamenal redukci bakterie Clostridium leptum fazené do rodu
Clostridium. Na této Grovni nebyla zaznamenana zména poctu vlivem EN.

Na rodové trovni Roseburia vlivem enteralni 1é¢by nedoslo k zadoucimu znasobeni bakterii,
pocet 0,2% zustal konstatni (Graf 5).

Redukce je dale prokazana i na arovni rodu Ruminococcus (Sokol et al., 2017). Graf 5 uvadi
vyrazny narust rodu v pribéhu EN o 5 % (z 10,5 % 0. tyden na 15,3 % 6. tyden), ale
po ukocCeni léc¢by doSlo k velmi vyraznému snizeni pod hodnotu plvodniho poctu
(az na 3,5 % ve 12. tydnu).

Daleko slibnéjsi vysledky pfinasi graf 5 ohledné rodu Blautia. Béhem 1é¢by enteralni vyzivou
doslo k naristu rodu z 5,5 % (0. tyden) na 8,9 % (6. tyden) a markantnimu nariistu na 15,7 %
po ukonceni 1écby (12. tyden).

Redukce je dale zaznamenana pii IBD u rodu Faecalibacterium, zvlast¢ druhu
Faecalibacteria prausnitzii (Colman and Rubin, 2014). Graf 5 o¢ekavanou gradaci vlivem
EN nepodporuje (doslo naopak k redukci z 3,1 % na 1,8 %), doslo k ni vSak po ukoncéeni
1é¢by a celkoveé tak pocet Faecalibacterium vzrostl 0 0,8 % (na 3,9 %).

Sommer et al. (2017) uvadi ve své studii redukci rodu Peptostreptococcaceae pii IBD. Graf 4
(uveden v ptiloze) potvrzuje narGst vlivem EN (z 0,8% 0. tyden na 1,3 % 6. tyden).
Po ukonceni EN ale doslo k poklesu na pocet nizsi nez pied EN (na 0,4 %).

U ttidy Bacilli, taktéz z kmene Firmicutes, doslo k redukci z 9,3 % na 4,3 % v prib&éhu
EN. Po navraceni k bézné stravé se situace radikalné zménila a pocet Bacilli gradoval
na 12 %. Do této tfidy spadaji vyznamné celedi plivodcii onemocnéni, a to zejména do fadu
Bacillales, naptiklad celedi Staphylococcaceae, Listeriaceae ¢i Bacillaceae, jejichz pocty jsou

pti IBD casto znasobené. Graf 3 (uveden v ptiloze) uvadi pocatecni podil bakterii Bacillales
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6,2 % v 0. tydnu, v 6. tydnu vyznamnou redukci na 0,5 % a ve 12. tydnu doslo k témér
K vymizeni fadu (0,2 %), coZ by opét mohlo znacit u¢innost I€Cby.

Graf 5 dale uptesnuje, Ze béhem EN doslo témét K vymizeni rodu Staphylococcus, ato z 5 %
na pocatku 1é¢by na 0,1% ve 12. tydnu.

Druhy diskutovany fad tfidy Bacilli, fad Lactobacillales, zahrnuje jak probioticke,
tak patogenni druhy (druh Weissella, rod Streptococcus). V priabéhu EN doslo k nartustu poc¢tu
o 1,5 % (z 2,1 % 0. tyden na 3,6 % 6. tyden), ve 12. tydnu se pocty znasobily vzhledem
K vychozimu stavu témét Sestkrat (z 2,1% na 11,3 % 12. tyden), (Graf 3). Jelikoz je dle
Pickarda et al. (2017) tad Lactobacillales jednou z dominantnich skupin bakterii zdravé
mikrobioty, je povazovano toto vyznamné zvySeni poCtu za velmi prospéSné pro pacienty
s IBD a doklada Gc¢innost 1é¢by EN.

Jednim z druha streptokoka, ktery pii IBD narlstd je dle Sokola et al. (2017) druh
Streptococcus anginosus. Zhodnoceni Géinnosti 1é¢by EN poklesem tohoto druhu je nepfesné,
jelikoz druhova uroven neni softwarem vyhodnocovana. Bakterii Ize vyhodnotit pouze dle
rodového zarazeni Streptococcus, kde doslo k nepatrné redukci béhem EN (z 1,7 % na 0,4%),
po ni ale k vyznamnému nariistu nad pocet pred zahdjenim 1é€by EN (5,8 %).

Pocet probiotického rodu Lactobacillus byl na grafu 5 indentifikovan v poc¢ate¢nim stavu
0,1%, v pritbéhu a po ukoceni 1é€by 0,0%.

U tfidy kmene Firmicutes, Erysipelotrichales, literatura zaznamenava redukci pii IBD
(Myioshi a Chang, 2016). V prub¢hu 1é¢by EN ke znasobeni ale nedoslo, z 0,5% zastoupeni
Kleslo v pribéhu EN na 0,4 % a dale po ukonceni EN na 0,2 %. Zmény poc¢tu jsou uvedeny
v grafu 2 (uveden v piiloze). Sokol et al. (2017) zminuje konkrétné redukci rodu Eubacterium
pii IBD. K nartstu poé¢tu bakterii rodu Eubacterium vlivem EN v prabéhu 1é¢by doslo, ale
jelikoz byl narast nepatrny (z 0,1 % na 0,2%) a po ukonceni 1é€by doslo k navraceni
na pivodni pocet (0,1 %), nelze nartst pokladat za uspokojivy vysledek potvrzujici Gi€innost
1écby.

Graf 2 (uveden v ptiloze) uvadi redukci tiidy Bacteroidia, kmene Bacteroidetes. U&innost
1écby lIze jak potvrdit pifedpokladem, ze pocty druhu Bacteroides fragilis pti IBD nartstaji
a redukce je zadouci, tak vyvratit predpokladem, ze u rodu Prevotella dochazi naopak
Kk nechténé redukci.

Zména poctu bakterii rodu Prevotella je uptesnéna v grafu 5, ze kterého vyplyva, ze béhem

EN doslo k tplné redukci rodu, ackoli by mél pocet naopak narust.
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U celedi Porphyromonadaceae byl zaznamenan narist poctu o 0,2% po ukonceni 1écby EN
(v pribéhu 1écby vsak doslo k poklesu).

Upftesnéni zmén po¢tu druhu Bacteroides fragilis je uvedeno v grafu 5, kde doslo k vyrazné
redukci rodu Bacteroides z 19 % na 9 % v prubéhu EN. Po ukonceni 1éCby se ale pocet opét
blizil k 19 %. Podobn¢ jako u ostatnich bakterii byla zaznamenana vyznamna zmeéna
k lepsimu disledkem EN, po ukonc¢eni vyzivy ale doslo k navraceni k pivodnimu stavu.

Z kmene Actinobacteria je pro vyzkum IBD nejvyznamné;j$im rodem rod Bifidobacterium.
Vyvoj poctu tohoto rodu je znazornén na grafu 5, kde doslo v pribéhu EN k redukci 0 1 %
(22,4 % 0. tyden na 1,4 % 6. tyden), po ukonceni EN ve 12. tydnu byl ale celkovy pocet vyssi
nez ptred zahajenim 1écby 0 0,2 % (2,6 % celkem). Toto zvySeni poctu je vSak velmi nepatrné
k vysloveni verdiktu o u¢innosti EN.

Mimo rod Bifidobacterium je v souvislosti s IBD diskutovan rod Collinsella, u né¢hoz doslo
ke sniZeni v pribchu 1écby EN (z 1,2% na 0,7%) a také celkové po skonceni 1é€by EN byl
pocet bakterii niz§i nez na pocatku lé¢ebného procesu (0,8%).

U bakterie druhu Escherichia coli a obecné u rodu Escherichia je uvadén nartst poctu
pii IBD, piedpokladem ucinnosti je tedy pokles poc¢tu tohoto rodu. U kmene Proteobacteria
bylo vyse diskutovano sniZzeni po¢tu béhem EN (Graf 1), pro potvrzeni byl dale vyuzit graf 5.
Graf 5 (uveden v piiloze) je zaméfen na jednotlivé rody a uvadi, Ze rod Escherichia nebyl ani
pied léCbou, ani po ni zastoupen vitbec, o U¢innosti 1€cby na zaklad¢ tohoto predpokladu lze
tedy pouze spekulovat. Pocet bakterii ¢eledi Enterobacteriaceae se vlivem EN pfili§ neméni
a zustava konstatni v hodnotach mezi 4-6 % (Graf 4).

U rodu Suterella byl zaznamenan vyznamny pokles poctu v priabéhu EN i po jejim ukonceni,
ato z 0,9 % na 0,2 % b&hem 1éCby i po ni. Interakce rodu Suterella s hostitelem jsou dodnes
neznamé, ackoli je rod Casto spojovan pravé s IBD. Hiippala et al. (2016) mu pfisuzuje
imunomodulaéni Glohu, avsak zda je pokles poctu Suterella znamkou ucinnosti 1é¢by ¢i nikoli

zustava otazkou budoucnosti.
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7.1.3 Rozdéleni taxonomickych skupin dle pacienti

V nésledujici kapitole budou rozebrany vysledky vztazené k jednotlivym pacientim

primérné ve vSech tfech odebranych vzorcich.
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Graf 6: Zastoupeni kment bakterii u jednotlivych pacienti pramérn¢ ve vsech tfech

odebranych vzorcich.

Na grafu 6 (Graf 6) lze pozorovat individualni sloZeni mikrobioty u jednotlivych pacientl
pramérmne ze vSech tii odbér vzorkd. Tato individudlni variabilita velmi komplikuje
zhodnoceni vysledkd, at' uz v ptfipadé, Ze mikrobiota jednoho pacienta obsahuje velké

59



mnozstvi bakterii jedné taxonomické skupiny, ktera u ostatnich pfitomna tfeba ani neni
(rod Streptococcus), ¢i je pritomna v men$im mnozstvi (kmen Fusobacteria, kmen
Proteobacteria). Pfedchozi vyhodnocovani dle jednotlivych odbéri tak muze byt velmi
zkresleno pravée touto individudlni variabilitou ve sloZzeni mikrobioty jednotlivych pacienta.

Na Grafu 6 lze spatiit vyznamné vys$Si zastoupeni kmene Proteobacteria u pacienta
pacienta 40 (30,4 %), které je témef trojnadsobné vyssi v porovndni se zastoupenim kmene
u pacienta 11 (11,7 %), jehoz mikrobiota obsahovala druhé nejvy$si mnozstvi kmene.
Za zminku stoji dale treti nejvysSi zastoupeni Proteobacteria u pacienta 60 (8,7 %).
U ostatnich pacientti primérné kmen Proteobacteria zaujimal od 0,1 do 6,4 %.

Vyrazné rozdily mezi pacienty byly dale v poctu bakterii kmene Fusobacterium, kde je
z grafu 6 patrné, Ze u pacienta 39 tento kmen tvofil 3,4 % mikrobioty. Kmen je na grafu 6
patrny dale u dvou pacient, u nichz byl ale zastoupeny ve vyrazné¢ niz$i mife, jedna
se 0 pacienta 37 (0,3 %) a u pacienta 54 (0,2 %). U ostatnich pacient neni kmen zastoupen
viltbec nebo v mozstvi 0,1 %. Kmen Fusobacterium je pfirozenou soucasti mikrobioty, jeho
vyskyt ale také miize znamenat infekce chirurgickych a traumatickych ran, pneumonii,
intraabdominalni infekci ¢i abscesy mandli (Brook, 2016).

U vSech pacientii kromé pacienta 52 (1,1 %) a pacienta 60 (0,3 %) se mnozstvi kmene
Bacteroidetes pohybovalo vrozmezi od 5,9 % az do 54,4 % (Graf 6). Sohledem
na pritomnost Bacteroidetes u vétSiny pacienti ve vysSich poctech se zda byt potvrzeni
piedchozi redukce kmene béhem EN spravné a mohlo by tak dokladat ucinnost lécby EN,
ackoli po ukonceni 1écby doslo k nartstu.

U rodu Bacteroides byla zaznamenana tendence snizeni vlivem EN, ale opétovny navrat
Kk ptivodnimu stavu po ukon¢eni EN.

Kmen Firmicutes byl hojné zastoupen u vSech pacientd, a to od 31,5 % (pacient 11)
do 98,2 % (pacient 52). Rozdily v zastoupeni jsou tedy obrovské a velmi individualni, proto
budou rozebrany u nizsich taxonomickych urovni nize.

Procentualni zastoupeni kmene Actinobacteria se pohybovalo v rozmezi od 0,2 (pacient
52) do 11,6 % (pacient 27). Graf 10 (uveden v piiloze) dale specifikuje zastoupeni rodu
Bifidobacterium. Nejzastoupengjsi byl rod Bifidobacterium u pacienta 15 (9,1 %) a pacienta
27 (7,1 %), u dvou pacientl nebyl zaznamenan vyskyt zadny.

Zajimavé je zastoupeni kmene Tenericutes pouze u jediného pacienta (pacient 49)

v poméru 0,1 %. Tento kmen zahrnuje predevSim bakterie zpisobujici onemocnéni rostlin,
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mén¢ onemocnéni zivocichi, a to napiiklad nddory dychaciho traktu (Hansen and Nielsen,
2014).

Jelikoz ttfida Bacilli kmene Firmicutes zahrnuje mnoho celedi ptivodcli onemocnéni
a na grafu 7 je vidét vyrazné znasobeni poctt pouze u tii pacientt, a to pacientd 27 (44,7 %),
40 (22,5 %) a 54 (36, 6%), pocty bakterii tfidy Bacilli téchto tfi pacientti vyrazné ovlivnily
pocty Bacilli u vSech pacientli. Tento jev je mozné ptisoudit né¢kterému z onemocnéni, kterym
pacient 27, 40 a 54 trpél. Z Grafu 9 (uveden v piiloze) je patrné, Ze pacient 27 trpél
stafylokokovou infekci, jelikoZ jeho mikrobiota obsahovala 31,7% ¢eledi Staphylococcaceae.
V Grafu 9 lze ptifadit streptokokové onemocnéni pacientovi 54, jelikoz zastoupeni Celedi
Streptococcaceae tvofilo 35,6%.

Prevladajici celedi tfidy Bacilli u pacienta 40 byla celed” Enterococcaceae tvofici 14,3 %
mikrobioty (Graf 9). Z 14,2 % se jednalo o rod Enterococcus (Graf 10), kam lze fadit druhy
podminénych patogend zpusobujici napiiklad infekce mocovych a ZluCovych cest,
gynekologické zanéty a pooperacni komplikace u operaci dutiny btiSni (Bednat et al., 1996),
coz by mohl byt hlavni ditvod vyskytu této bakterie pouze u jednoho pacienta v takové mife.

Z ditvodu vyskytu téchto onemocnéni je vyrazné navySeno mnozstvi bakterii kmene
Firmicutes u vSech pacientt.

Mimo kmen Firmicutes je u pacienta 40 také zvySen pocet bakterii kmene Proteobacteria,
Celedi Enterobacteriaceae (26,4 %), pusobici enterokokova onemocnéni, coz muze opét
ovlivnit celkovy pocet Proteobacteria u vSech pacientt.

Na Grafu 7 (uveden v piiloze) je patrna zluté oznacena tiida Coriobacteria, jejiz mnoZzstvi
je zvySené u pacientli 54 (5,5 %) a 55 (4,9 %). Po detailn¢jSim prozkoumani tfidy lze
na Grafu 10 vidét, Ze dominantnim rodem je rod Collinsella.

Dalsi charakteristickou skupinou bakterii vyskytujici se ve zvySené mife jen u nékterych
pacientt je ¢eled” Porphyromonadaceae z fadu Bacteroidales. Graf 9 (uveden v pfiloze) uvadi
zvy$ené mnozstvi u pacienta 10 (3,4 %), 55 (1,8 %) a 71 (2,6 %).

Na Grafu 10 je u pacienta 52 velmi vyrazné zastoupeni rodu Blautia z tfidy klostridii, které
dosahuje 44,5 %, u osmi pacientli potom dosahuje okolo 10 %, u zbytku kolem 5 %.

Rozdily jsou dale zaznamenany u ftadu Burkholderiales, spadajictho do kmene
Proteobacteria. Graf 8 uvadi zvySené pocty u pacienti 71 a 39, u obou v mnozstvi 1,8 %.
U rodu Suterella, fadu Burkholderiales bylo vyse diskutovano snizeni poctu v pribéhu EN

1 po ni.
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7.1.4 Rozdéleni taxonomickych skupin dle jednotlivych odbéri
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Graf 11: Zastoupeni kment bakterii v jednotlivych odbérech.
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Kapitola diskutuje tieti kategorii vystupt softwaru QIIME, a to distribuci taxonomickych
skupin dle vSech uskutecnénych odbért vzorkt. Jedna se o nejpodrobnéjsi vystupy, u nichz
je tieba porovnavat tii za sebou jdouci vzorky jednotlivych pacientli, picemz u tfi pacientii
je tieba brat v potaz pouze dva vzorky, jelikoz u tii vzorkli se nepodatilo sekvenaci provést

(vzorky 02, 34, 45). Pfitazeni vzorku jednotlivym pacientim je uvedeno v Tabulce 8 (Tab. 8).

vzorek | 01, 03 | 04,05,06 | 07,08,09 | 10,11,12 | 13,14,15 | 16,17,18 | 19,20,21 | 22,23,24 | 25,26,27
pacient | 10 11 15 23 27 37 38 39 40

25,26,27 | 28,29,30 | 31,32,33 | 35,36 | 37,38,39 | 40,41,42 | 43,44 | 46,47,48 | 49,50,51 | 52,53,54
40 41 49 52 54 55 60 67 69 71

Tab. 8: Pfifazeni jednotlivych odebranych vzorkl pacientim.

Po blizsi analyze Grafu 11 nize lze ve vzorcich spatiit tendenci snizovani obsahu kmene
Bacteroidetes v 6. tydnu v porovnani s pocate¢nimi pocty bakterii pfed zahajenim 1é¢by
enteralni vyzivou (u 10 pacientll snizeni, u 6 pacienti zvySeni), coZ by potvrzovalo
piedpoklad ucinnosti 1écby. Zaroven ale po ukonceni 1é¢by Casto dochdzi k navraceni pocta
bakterii kmene Bacteroidetes k poétum pied zahajenim 1é¢by (u 12 pacienti navraceni,
u 4 nedoslo k navraceni).

U 12 pacientt doslo ke zvySeni pocti kmene bakterii kmene Firmicutes béhem 1écby EN
(u 4 naopak doslo ke snizeni), u 9 pacientt vSak po ukonceni EN a piechodu na béznou stravu
doslo ke sniZzeni pocti (u 7 doslo ke zvySeni poctli). ZvySeni pocti kmene Firmicutes by opét
potvrzoval uc€innost lécby, stejné jako u Bacteroidetes ale ve vétSiné piipadi doslo
po ukonceni EN k navratu do ptivodniho stavu.

V Grafu 12 (uveden v pfiloze) je pozorovatelna vyrazna tendence vyskytu rodu Lactobacillus

Vv pritbé¢hu 1écby EN (6. tyden), ackoli pted dietou ¢i po jejim ukonceni nejsou Zadné bakterie

pozorovatelné. Tato tendence je zcela opacna nez u rodu Bifidobacterium (bude diskutovano

niZe) a mohla by znacit t¢innost 1écby.

U 5 pacientti je u rodu Blautia zaznamenan velmi vyrazny narGst ve vztahu pocti rodu

pted 1écbou a po jejim ukonceni 12. tyden (Graf 12). Rod Blautia je jednim z redukovanych
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rodi ptfi IBD se slibnym probiotickym vyuzitim v budoucnosti 1é¢by téchto onemocnéni
a jeho narust je tedy velmi zaddouci.
U rodu Roseburia je zaznamenan mirny nartst vyskytu v pribéhu i po ukonceni 1é¢by, coz by
opét mohlo dokladat u¢innost 1écby (Graf 12).
Rodu Ruminococcus podobné jako rodu Lactobacillus svédéi enteralni vyziva, jelikoz
je zde Casta tendence ke zvySovani poctu v pribéhu 1éCby. Jedna se odalsi redukovany rod pii
IBD (Graf 12).
Na grafu 12 je patrné, Ze se u jednoho z pacientd (pacient 54) objevila ve 12. tydnu
streptokokova infekce, ktera tak zkreslila celkové pocty bakterie rodu Streptococcus.
Podobné je na grafu 12 patrna stafylokokova infekce zptisobena rodem Staphylococcus pied
zahajenim léCby u pacienta 27.
Rod Faecalibacterium z Grafu 12 nelze vyhodnotit, neni zde Zadna tendence.

U kmene Proteobacteria také nelze v distribuci dle jednotlivych odbérti vypozorovat
z4dnou tendenci.

Podobné je tomu u kmene Actinobacteria, kde 1ze ovSem jednu tendenci vypozorovat,
a to snizeni po¢tu kmene po ukonéeni 1é¢by. V grafu 12 byl vyhodnocen rod Bifidobacterium,
u n¢hoz byl 1éEbou ocekavan nartst, ale Kk nartstu doSlo paradoxné po ukonéeni 1éCby,
existuje tak moznost, ze je rod Bifidobacterium jednim z rodt, ktery zvlasté Spatné snasi

enteralni vyzivu nebo tento vysledek jednoduse popira u¢innost 1écby.
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7.1.5 Celkové zhodnoceni

S vyuzitim tfi hlavnich kategorii vystupt softwaru QIIME byla diskutovana G¢innost 1é€by

enterdlni vyzivou na zdkladé zmén poctl bakterii a srovnani vysledkt s literaturou.
Diky zaméfeni grafii na jednotlivé pacienty, jednotlivé odbéry a na primérné zhodnoceni
v 0., 6. a 12. tydnu, bylo mozné tyto tfi kategorie vystupi porovnat mezi sebou a détailné
zhodnotit situaci zmény pocti bakterii vlivem enteralni vyzivy. Pfi zhodnoceni bylo tieba
zvlasté dbat na presné taxonomické fazeni bakterii, aby bylo docileno co nejpfesnéjSiho
vysledku.

U nékterych skupin bakterii se zdal pocatecni vysledek slibny, ackoli ho dalsi kategorie
vyvratila. Pfikladem je kmen Proteobacteria, u néhoz byl zaznamenan béhem porovnani tii
zprumérovanych vzorkd zadouci pokles, ktery setrval i po ukonceni 1éCby. Pokles byl
pravdépodobné zplisoben eliminaci enterokokového onemocnéni v pribéhu EN u jednoho
Z pacientt, jehoz mikrobiota obsahovala vyrazné vice bakterii kmene Proteobacteria
nez mikrobiota ostatnich pacientli. Kategorie distribuce dle jednotlivych odbérti nevykazala
z4dnou tendenci, ¢imz byl ptivodni piedpoklad na zakladé zprimeérovanych vzorkl vyvracen.

Zakladnim ptedpokladem ucinnosti 1éCby je zména poméru kmenti Bacteroides:Firmicutes
ve prospéch kmene Firmicutes. Ve dvou kategoriich byla potvrzena redukce Bacteroides
a naopak znasobeni poctu Firmicutes, ale ve vét§in€ pripadi doslo po ukonceni EN k navratu
do ptivodniho stavu. Tti pacienti vykazovali vyssi zastoupeni tfidy Bacilli spadajici pod kmen
Firmicutes, a to pravdépodobné v dusledku onemocnéni vyvolaného streptokokem,
stafylokokem a enterokokem, ktera se povedla diky sekvenaci mikrobioty objasnit. Tato tii
onemocnéni sice ovlivnila celkové pocty kmene Firmicutes, ale v dasledku vypozorované
tendence Vv jednotlivych vzorcich by mohla byt zména poméru Bacteroides: Firmicutes
ve prospéch Firmicutes diikazem efektivity 1éCby.

Casto diskutovanou redukovanou bakterii ve vztahu k IBD je druh Faecalibacteria
prausnitzii, tfidy Clostridia, kmene Firmicutes. U rodu Faecalibacterium doslo k nepatrnému
naristu, ale az po ukonéeni 1é¢by. Uginnost 1é¢by popira zhodnoceni kategorie dle distribuce
Vv jednotlivych vzorcich, kde nebyla vypozorovéana zadna tendence.

U dalsi diskutované bakterie Bacteroides fragilis byla prokazana zadouci redukce rodu
Bacteroides, (kmen Bacteroidetes) vlivem enteralni vyzivy ve dvou kategoriich vystupti. Obé
kategorie se dale shodly na nasledném navraceni k pivodnimu stavu po ukoncéeni 1écby.

Kategorie distribuce dle jednotlivych odbéri objasnila vztah jiz vyuzivanych
a potencialnich probiotickych mikroorganismi k 1é€bé enteralni vyZzivou. Pozitivné na 1é€bu
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reagovaly rody Lactobacillus, Ruminococcus, Roseburia a Blautia, negativné pak rod
Bifidobacterium. Reakce byla vyhodnocovana na zakladé zmén poctu mikroorganismi
v 0. a 6. tydnu. Ve 12. tydnu ale doslo u poloviny pozitivné reagujicich rodta (Lactobacillus,
Ruminococcus) mimo rod Blautia a Roseburia, k navraceni K po¢tim podobnym pivodnimu
stavu pfed zahajenim 1é¢by.

Na rodové trovni vystupti bylo ¢astym problémem nizké zastoupeni zkoumanych rodi,
proto vysledky u nékterych rodd neSlo zhodnotit nebo jsou neptesné. Ptikladem je rod
Roseburia, Lactobacillus a Escherichia.

Problémem hodnoceni stfevni mikrobioty je obrovska individualita zastoupeni
jednotlivych skupin mikroorganismti oznacovana jako mikrobialni fingerprint. Tu lze dolozit
Vv kategorii vystupi dle jednotlivych pacientli, kde byly Casto zaznamenany skupiny bakterii
vyskytujici se pouze u jednoho ¢i dvou pacientli. Jedna se napiiklad o kmen Fusobacterium,
kmen Tenericutes, tfida Coriobacteria s dominantnim rodem Collinsella aerofaciens nebo fad
Burkholderiales s rodem Suterella.

Obecné byly v pribéhu 1éCby enterdlni vyzivou zaznamendny vesmeés pozitivni zmény
poctli bakterii, po ukonceni 1écby ale maloktera pozitivni zména zistala zachovana
a ve veétsing piipadi doSlo k navraceni poctu bakterii do stavu ptivodniho. Pro dalsi studium
uc¢innosti enterdlni vyzivy by bylo tfeba odebrat vzorky od stejnych pacienti s delSim

¢asovym odstupem.
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8 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo posouzeni vlivu enterdlni vyzivy na stievni mikrobiotu u déti
s Crohnovou chorobou. Posouzeni tohoto vlivu bylo provedeno na zakladé odhadu
mikrobidlni diverzity v gastrointestindlnim traktu pomoci sekvenovani nové generace. Tato
prace vznikla v ndvaznosti na mou bakalaiskou praci s nazvem Vliv enterdlni vyzivy
na mikrobiotu déti s Crohnovou nemoci vzniklou roku 2016, kde byl vliv enteralni vyzivy
posuzovan na zaklad¢ kultivacnich metod.

Zangtliva stfevni onemocnéni (IBD) zahrnujici ulcerdzni kolitidu (UC), Crohnovu chorobu
(CD) a indeterminovanou kolitidu (IC) jsou chronicka, imunitné podminénd onemocnéni
gastrointestinalniho traktu (GIT) naruSujici jeho funk¢nost. Jedna se o onemocnéni, u nichz
se stfidaji faze relapsu (akutniho ataku) a remise (poleveni). Cilem 1éCby je v soucasné dobé¢
navozeni dlouhotrvajici remise a zabranéni relapsu (Derikx et al., 2016; Mitrova, 2012).

Ptes mnoho znamych faktort, jeZ pfispivaji ke vzniku onemocnéni IBD, nejsou piesné
pfi¢iny dosud znamy. Zakladni pfedpoklad je zaloZen na identifikaci pfi¢iny IBD jako
pfehnané imunitni reakce stfevni sliznice viici komenzalnim bakteriim stfevni mikrobioty, coz
vede k zanétlivému procesu u geneticky citlivych jedinct (Derikx et al., 2016). Zakladni
faktory vzniku onemocnéni IBD se déli na faktory genetické a faktory environmentalni.

Jelikoz na Crohnovu chorobu nebyl doposud nalezen ucinny I€k, je cilem 1écby pouze
potlaceni zanétu, zkraceni akutni fAze onemocnéni a dosazeni dlouhodobé bezptiznakového
obdobi. Jednou zmoznosti 1éCby je enterdlni ¢i parenteralni vyziva, dale je to
medikament6zni 1écba, biologickd 1écba, chirurgicka 1écba, 1éCba probiotiky a prebiotiky,
fekalni mikrobialni transplantace a alternativni terapie.

Medikamentdzni 1écba je v soucasné dob¢ vyrazné orientovanad na nasledky IBD, nez na
jejich priciny. Principem 1écby je blokace zanétlivé imunitni odpovédi (Fric, 2010).

Existuji dva typy medikamentdzni terapie, a to 1é€ba indukéni a 1é¢ba udrzovaci. Indukéni
lécba vede k potlaceni akutné vzniklého zanétu a je zalozena na vysokych davkach léka.
Cilem udrzovaci 1é€by je pak dlouhodobé udrZzeni remise a je snizovan pocet 1 davky l1éka
(Bajerova et al., 2013).

Aminosalicylaty, antibiotika, kortikoidy a biologickou lé€bu volime pro indukéni fazi 1écby,
pro dlouhodobou terapii (udrzovaci fazi) k udrZeni remise jsou vhodné aminosalycylaty,
imunosupresiva a biologické lécba (Lukas, 2011).

Biologicka 1écba je v kontrastu s medikamentozni terapii zaloZena na vyuziti pfirodnich
produktii namisto synteticky vyrobenych 1é&iv (Skrabalkova, 2013). P¥inasi mnoho vyhod, ale
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i fadu nevyhod jako zvySeni rizika infekce a rizika zhoubnych nadorti (Baumgart and
Sandborn, 2012), nemoznost aplikace v ptipad¢ alergie, infekce, poruchy pruchodnosti TT
nebo nevyprazdnénych abscest (Bajerova a et al, 2013) ¢i zvySené riziko infek¢nich
komplikaci a také vysoké vydaje biologické l¢cby (Derikx et al., 2016).

Selze-1i medikament6zni 1é¢ba a objevi-li se komplikace, je vyuzita chirurgickd 1écba
(Cierna, 2011).

Spousta autori vcetn¢ Sheehana et al. (2015) pokladd za slibnou lécebnou strategii
budoucnosti 1é¢bu pomoci modulace mikrobioty. Lécebnych metod vyuzivajici modulaci
mikrobioty je vice, a to; fekalni transplanatce, probiotika, prebiotika, uprava diety ¢i podavani
antibiotik. Tlaskalova-Hogenova (6.12.2017, pers. comm.) doplituje dva dalsi zptisoby modulace,
a to rekombinantni buniky (TGF-beta u CD) a postbiotika (metabolické slouceniny produkované
probiotickymi mikroby ovliviiujici rizné biologické funkce hostitele).

Derikx et al. (2016) se ve své studii zmintuje o budouci roli probiotik a prebiotik jako
dietetick€¢ho opatfeni IBD, které bude kazdému pacientovi uréeno dle stadia onemocnéni, jeho
typu a podobné.

Cahova (9.12.2017, pers. comm.) vidi pfinos modulace mikrobioty spiSe v posileni urcitych
vlastnosti, nez radikalni zmény ve slozeni, a to naptiklad produkci uréitych metabolitli, jako
protizanétlivych SCFA.

Vyziva ma dtlezitou roli v 1é¢bé IBD, a to jak z hlediska prevence a korekce malnutricie,
prevence osteopordzy a podpory optimalniho rastu a vyvoje (O’Sullivan and O’Morain,
2006), tak z hlediska 1é¢ebného v piipadé enteralni a parenteralni vyzivy.

Griffiths (2005) charakterizuje enteralni vyzivu (EN) jako vyzivu o presné definovaném
sloZzeni v tekuté formé.

Primérna délka enterdlni vyzivy se pohybuje mezi 6 a 12 tydny, lécba vSak muze byt
i v dlouhodobém horizontu. K posouzeni efektivity EN je tieba minimalniho trvani vyzivy
3 az 4 tydny. Vyziva miZe byt podavana oralné ¢i nasogastrickou trubici (NG). Enteralni
vyziva je dvojiho typu, a to doplitkova (PEN) a vyhradni (EEN), (Critch et al., 2012).

Idedlni sloZeni enterdlni vyzivy a zplisob podani jsou pfedmétem mnoha studii (Rubio et al.,
2011).

Vyznamnym benefitem enterdlni vyzivy je zhojeni mukosy stfeva, ke kterému pii lécbé
kortikoidy nedochazi (Rubio et al., 2011). Dal§im divodem preference enterdlni vyzivy u déti
je minimalizace vedlejsich ucinkd lécby v kontrastu s lé¢bou kortikoidy, u niz dochazi

k opozdénému rustu a pubertalnimu vyvoji a porucham mineralizace kosti. (Heuschkel et al.,
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2000). S pubertalnim vyvojem uzce souvisi vedlejsi G¢inek 1é¢by kortikoidy akné, které
se pii 1écbé EN neobjevuje (Rubio et al., 2011).

Enterdlni vyziva je bezpecna a vétSinou dobie tolerovana. Vedlejsi ucinky jsou minimalni
(Hartman et al., 2009).

Nevyhody enterdlni vyzivy jsou reprezentovany vysokymi ndklady, sniZzenou chutnosti
vyzivy, obavami z vylouceni konven¢ni stravy a strachem z podavani vyzivy v trubici (Critch
et al., 2012). Lécba je narocna jak pro I€kare, tak pro pacienta a jeho okoli (Dziechciarz et al.,
2007), které je tieba poucit (Critch et al., 2012). Spontanné se remise objevi u 18 — 42 %
pfipadi béhem 3-4 mésici. U 1&Cby enteralni vyzivou se remise objevi mezi 53 — 80 %
ptipadi onemocnéni CD (Heuschkel, 2000).

Mechanismus, jakym mitize EN ovliviiovat zanétlivy proces dosud neni znadm a je predmétem
mnoha studii (Akobeng and Thomas, 2007), vCetné této.

Na této studii spolupracovala jak Fakultni nemocnice v Motole, ktera poskytla vzorky
od détskych pacientd, tak Akademie véd Ceské republiky (AV), Ustav Zivo&isné fyziologie
a genetiky, kde bylo z ¢asovych a ekonomickych duvoda provedeno samotné sekvenovani
vzorkt. Studii mikrobioty zapocalo 50 détskych pacienti Fakultni nemocnice v Motole
se stanovenou diagnosou Crohnovy Choroby. Vzhledem k naroc¢nosti 1écby formou enteralni
vyzivy, a to zvlasté pro nami sledované déti, se podafilo udrzet na dieté jen Cast pacientt.
U 18 znich byla provedena sekvenace mikrobioty. Vzorky stolice téchto pacientti byly
odebrany na zacatku lécby a v jejim prubéhu, kdy se jednalo o vzorky pted kolonoskopii,
po kolonoskopii, a to ve 3. tydnu 1é¢by a v 6. tydnu 1é¢by. K hodnoceni vlivu enteralni vyzivy
po ukonceni 1écby byl odebran vzorek ve 12. tydnu od zahiajeni 1éCby, tedy Sest tydnt
po jejim ukonceni.

Metody analyzy stfevni mikrobioty se rozd€luji na kultivaéné-zavislé metody
a na kultivaéné-nezavislé¢ metody. Principem kultivacné-nezavislych metod je izolace DNA
a jeji naslednd analyza, naptiklad sekvenaci. Tyto metody ptfindsi fadu vyhod v porovnani
s kultivatnimi metodami, a to moznost identifikace nekultivovatelnych ¢i obtizné
kultivovatelnych mikroorganismti, ¢asovou usporu a dalsi (Motro a Moran-Gilad, 2017).
Nevyhodou je finan¢ni naro¢nost (Brdicka, 2011).

Sekvenovani nové generace umoziiuje diferenciaci mikroorganismi, objevovani novych
mikroorganismil, objasnéni virulentnich faktor a markert rezistence, charakterizaci odpovédi

hostitele na mikroorganismy a dalsi (Motro a Moran-Gilad, 2017). Z n¢kolika existujicich
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platforem NGS, byla pro nase G&ely vybrana platforma Ion Torrent™ neboli polovodicové
sekvenovani.

V dnesni dobé vznika cela fada pocitatovym programi, které umoznuji nejen interpretaci
analytickou, ale také klinickou, bez niz by $lo sice o biologicky zajimavé vysledky, avsak
bez I€kaiského vyuziti (Brdicka, 2011). Nami vyuzity program QIIME je ¢isté analytického
razu, klinické zpracovani dat bude podrobné rozebrano v publikaci pfipracovaného vystupu
studie. Vzhledem k obrovskému mnozstvi dat a mnoha zpusobum jejich interpretace byly
v diplomové praci diskutovany vysledky zaméfené na bakterie zminiované v literarnim
piehledu problematiky.

Lidské stfevo je kolonizovano komplexem velkého mnozstvi mikroorganismu, kolektivné
nazyvanych jako stfevni mikrobiota. Tyto mikroorganismy Ziji v komenzalnim vztahu s nasim
télem (Sicard et al., 2017). Komenzalni vztah je ale Casto narusen a dojde tak k dysbiose,
kterou Marchesi et al. (2016) definuje jako naruSeni ¢i nevyrovnanost biologického systému
(homeostaze), coz mize vést krozvoji riznych onemocnéni, kuptikladu IBD
¢i kolorektalnimu karcinomu. Sommer et al. (2017) k témto nemocem dopliuje astma,
obezitu, diabetes Ci atopicky ekzém. Vztah mikrobioty a zdravi je tedy velmi tzce spjaty
a do budoucna by mu méla byt vénovana velka pozornost.

V diplomové praci byl diskutovan vliv enteralni vyzivy na mikrobiotu pouze na bakterialni
urovni, jelikoz rozsah dysbiosy vramci ostatnich mikroorganismi dosud neni zcela
prozkouman (Sokol et al., 2017). Dulezitym poznatkem je koexistence hub a bakterii
ve stievni mikrobioté¢ a jejich pfimé ovlivnéni (Sokola et al., 2017). Velmi malo studii
se zabyvalo zménami mikrobioty na arovni Archea (Miyoshi and Chang, 2016). Pro studii
dysbiosy virti jsou dostupna data vzacna (Sokol et al., 2017).

Zakladnim ptfedpokladem tucinnosti 1écby je redukce bakterii kmene Bacteroidetes
a znasobeni bakterii kmene Firmicutes. Machesi et al. (2016) uvadi, Ze zména poméru dvou
zdkladnich kmenti stfevni mikrobioty Firmicutes: Bacteroidetes, ve prospéch kmene
Bacteroidetes, je jednim z charakteristickych znakt IBD. JelikoZ doSlo v pribéhu léc¢ebného
procesu K vyrazné zméné tohoto poméru ve prospéch Firmicutes, jevi se 1é¢ba EN jako
ucinna, ackoli se po jejim ukonceni pomér navratil téméef do plivodniho stavu.

Slibné vysledky byly dale zaznamenany u rodu Blautia, ktery dle Sokola et al. (2017) patii

Kk rodim redukovanym pii IBD a jevi se jako potencionalni prebiotikum pti 1é¢bé IBD.
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Redukce je pii IBD zaznamenana u rodu Faecalibacterium, zvlast¢ druhu
Faecalibacterium prausnitzii (Colman and Rubin, 2014). Po ukonceni Iécby doslo
k oCekavané gradaci vlivem EN.

Do fadu Bacillales spada mnozstvi puvodci onemocnéni, napiiklad celedi
Staphylococcaceae, Listeriaceae ¢i Bacillaceae. Vyznamnou bakterii vytvarejici dle Sicarda
et al. (2017) biofilm a davanou do souvislosti s IBD, je bakterie Bacillus fragilis. U ¢eledi
Bacillaceae byla zaznamenana redukce vlivem EN a ve 12. tydnu doslo témét k vymizeni této
bakterie.

Pocet Bacteroides fragilis pii IBD nartuista a zpusobuje celkové vyssi hmotnost bakterii
mikrobioty Vv porovnani se zdravymi jedinci (Marchesi et al, 2016). Béhem EN doslo
k vyrazné redukci rodu Bacteroides, po ukonceni 1é¢by ale podobné jako u vétSiny bakterii,
doslo k navraceni do pivodniho stavu.

Utinnost 1é&by vyvraci pokles rodu Lactobacillus, ktery je dle Marchesiho et al. (2016)
vyznamnym probiotickym rodem a jeho pocet by mél vlivem EN narlstat. JelikoZ se jedna
o poCty v fadu desetinnych mist procent, miize byt vysledek ovlivnén znaénym poctem druhti
v grafu a rod se tak mohl pohybovat pod mezi detekce, kazdopadné vSak doslo k poklesu
poctu namisto znasobeni v diisledku EN.

Leach et al. (2008) a Sommer et al. (2017) uvadi, Ze je pii IBD vyznamnym redukovanym
rodem rod Prevotella. Béhem EN doslo k tplné redukci rodu, ac¢koli by mél dle piedchozich
trvzeni pocet naopak narust.

Mezi malo prokazatelné¢ vysledky ucinnosti 1écby EN spadad naptiklad nepatrné zvyseni
poctu rodu Bifidobacterium, ktery je pii IBD ¢asto redukovany (Sheehan et al, 2015), nebo
mirny pokles poctu kmene Proteobacteria na zéklad¢ tvrzeni Marchesiho et al. (2016),
ze je pro IBD charakteristické naopak jeho zvyseni.

Na trovni rodu Ruminococcus, ktery je pti IBD dle Sokola et al. (2017) redukovan a jevi
se jako potencionalni probiotikum, byl zaznamenan vyrazny narust v pribéhu EN,
po ukonceni 1écby doslo k velmi vyraznému sniZzeni pod hodnotu piivodniho poctu.

Sommer et al. (2017) uvadi ve své studii redukci rodu Peptostreptococcaceae pti IBD.
Vysledky potvrzuji nartist vlivem EN, po ukonfeni EN ale doslo k poklesu na pocet nizsi
nez pied EN.

U tfidy Erysipelotrichales, literatura zaznamenava redukci pii IBD (Myioshi a Chang,
2016). V prubéhu 1écby EN ke znasobeni nedoslo, téida ale byla zastoupena v fadu desetin
procent, proto je vysledek opét obtizné prokazatelny. Sokol et al. (2017) zmifluje konkrétné
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redukci rodu Eubacterium pii IBD. K narGstu poctu bakterii rodu Eubacterium vlivem EN
v priub¢hu 1é¢by doslo, ale jelikoz byl nartist nepatrny a po ukonceni 1é¢by doslo k navraceni
na puvodni pocet, nelze nartist pokladat za uspokojivy vysledek potvrzujici i€¢innost 1éCby.

U celedi Porphyromonadaceae byl zaznamendn nartst poctu po ukonceni 1é¢by EN
(v prubéhu lécby vSak doslo k poklesu), coz Zackular et al. (2013) vidi jako pozitivni
V ochran¢ pred chronickymi zanéty.

Rod Escherichia, do n€hoZz spada vyznamny producent biofilmu tvofeného pii IBD,
a to bakterie Escherichia coli (Sicard et al., 2017), nebyl dle graft ani pted 1ébou, ani po ni
zastoupen vubec, o u€innosti 1écby na zakladé tohoto ptedpokladu Ize tedy pouze spekulovat.

Casto doslo v pribéhu hodnoceni vysledkil k poznani, které zcela piehodnotilo predchozi
vysledek. Piikladem muze byt rod Streptococcus. Jednim z druhti streptokoka, ktery pti IBD
narusta je dle Sokola et al. (2017) druh Streptococcus anginosus. Zhodnoceni ucinnosti 1é¢by
poklesem tohoto druhu je neptesné, jelikoz druhova uroven neni softwarem vyhodnocovana.
Bakterii Ize vyhodnotit pouze dle rodového zatazeni Streptococcus, kde doslo k nepatrné
redukci béhem EN, po ni ale k vyznamnému nardstu nad pocet pred zahajenim 1é¢by EN.
Toto zjisténi by vypovidalo o neucCinnosti 1écby, pozdéji se ale dle kategorie zahrnujici
vSechny vzorky ukézalo, ze se jednalo o velmi vyznamné zvySeni pouze u jednoho pacienta
ve 12. tydnu, které tak ovlivnilo celkovy pocet u vSech ostatnich pacienti.

Z vystupt sekvenace by bylo mozné mimo vliv enteralni vyzivy na mikrobiotu hodnotit
také jiné aspekty. Tti pacienti vykazovali vyssi zastoupeni tfidy Bacilli spadajici pod kmen
Firmicutes, a to pravdépodobné v disledku onemocnéni vyvolaného streptokokem,
stafylokokem a enterokokem, kterd byla pacientim pfifazena pravé na zakladé sekvenace.
Z diivodu vyskytu téchto onemocnéni je vyrazné navySeno mnozstvi bakterii kmene
Firmicutes u v8ech pacientu.

Dale je zde mnozstvi tvrzeni, ktera nebyla prokazana ani vyvracena. Napiiklad Leach et al.
(2008) ve své studii zaznamenal redukci bakterie Clostridium leptum fazené do rodu
Clostridium. Na této trovni vSak nebyla zaznamenana zadna zména poctu vlivem EN. Stejné
tomu bylo u rodu Roseburia, ktery Myioshi a Chang (2016) uvadi rovnéz jako redukovany pii
IBD.

U néekterych taxonomickych jednotek se ndzory na prospéSnost ¢i Skodlivost bakterii
v souvislosti sIBD zna¢né rozchazeji. Uinnost 1é¢by by mohl naznaCovat narlst tiidy
Clostridia, a to na zékladé tvrzeni Derikxe et al. (2016), Ze do tfidy Clostridia spadaji bakterie
produkujici SCFA a pocty jsou v ptipadé IBD redukované. Pickard et al. (2017) na druhou
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stranu uvadi, ze jsou pii IBD casto pfidruzené klostridiové infekce. Z tohoto divodu je
na povazenou, zda je narust poctu tfidy Clostridium piinosny.

U rodu Suterella byl zaznamenan vyznamny pokles poctu v pribé¢hu EN i po jejim
ukoncCeni. Interakce rodu Suterella s hostitelem jsou dodnes neznamé, ackoli je rod Casto
spojovan pravé s IBD. Hiippala et al. (2016) mu ptisuzuje imunomodula¢ni ulohu, avsak zda
je pokles poctu Suterella znamkou Géinnosti 1é¢by ¢i nikoli ztistava otazkou budoucnosti.

Vysledky a jejich interpretace jsou ovlivilovany mnoha faktory (kapitola 7.1.1), které jsou
zasadni pii hodnoceni G¢innosti 1é¢by. Na piikladu bakterie Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis bude demonstrovana dilezitost hodnoceni zmény poctu bakterii dle grafu
zaméfené¢ho na taxonomickou jednotku, do niz bakterie spada. Bakterie Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis byla zkoumana zejména na pocatku analyz mikrobioty IBD
a jeji zvySené pocty byly davany do souvislosti s onemocnénim (Marchesi et al., 2016).
Zjisténa nepatrnd redukce by tak dle grafu 1 zaméfeného na jednotlivé kmeny naznacovala
ucinnost 1é¢by. Podivame-li se ale na graf 5 upfesiujici vysledky na rodové urovni, rod
Corynebacterium nebyl zastoupen viibec ¢i v nedetekovatelném mnozstvi. Nejpiesnéjsi
vysledek bychom vsak dostaly, pokud by software poskytoval grafy na druhové Grovni.
Zhodnoceni vysledkt dale komplikuje individualni variabilita, at’ uz v pfipadé, ze mikrobiota
jednoho pacienta obsahuje velké mnozstvi bakterii jedné taxonomické skupiny, ktera
u ostatnich pfitomna tifeba ani neni (rod Streptococcus, kmen Tenericutes, rod Collinsella,
¢eled’ Porphyromonadaceae), ¢i je pfitomna v men$im mnozstvi (kmen Fusobacteria, kmen
Proteobacteria, rod Blautia).

Rod Collinsella, jehoz pocet byl zvySen u nékterych pacientd, je béZné se vyskytujici rod
sttevni mikrobioty a jeho redukce, zvlast¢ druhu Collinsella Caerofaciens je spojena
s n¢kolika zdravotnimi poruchami jako naptiklad se syndromem drazdivého tracniku.
Je diskutovana souvislost s IBD. Rod Collinsella mize dale tdajné ovlivnit hladinu
cholesterolu v krvi hostitele ¢i spole¢né srodem Bifidobacterium pomoci modifikace
zlu€ovych kyselin hostitele modulovat virulenci a patogenitu enterdlnich patogenii (Bag et al.,
2017).

Dalsi charakteristickou skupinou bakterii vyskytujici se ve zvySené mife jen u nékterych
pacientil je ¢eled’ Porphyromonadaceae. Zackular et al. (2013) uvadi, Ze se jedna o bakterie
b&zné se vyskytujici ve stievech zdravych jedincti, majici protektivni efekt vii¢i chronickym
zan&tlim a tumorigenezi zalozenou na principu produkce SCFA ¢i modulace protizdnétlivych

signald.
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Kmen Fusobacterium je pfirozenou soucasti mikrobioty, jeho vyskyt ale také mize znamenat
infekce chirurgickych a traumatickych ran, pneumonii, intraabdominalni infekci ¢i abscesy
mandli (Brook, 2016). U jednoho z pacientll byl pocet kmene Fusobacterium zvyseny, proto
lze usuzovat pravé na infekei, kterd se mohla vyskytnout po chirurgickém zakroku, u IBD
Casto provadéného.

Celkem bylo metodou NGS analyzovano 51 odebranych vzorka od 18 détskych pacientt
s Crohnovou chorobou, kterym byla aplikovana 1éCba enterdlni vyzivou po dobu 6 tydni.
Pivodnim zamérem byla analyza tfi vzorki od kazdého pacienta, a to vzorku pfed zahdjenim
enteralni vyzivy (0. tyden), vzorku odebraného v Sestém tydnu (6. tyden) a vzorku odebraném
Sest tydnti po ukonceni EN (12. tyden). Jelikoz analyza NGS nevysla u tii vzorkl (vzorky 02,
34, 45), u tfi pacientti byla zména mikrobialniho profilu mikrobioty hodnocena obtizné.

K odhadu stievni bakteridlni diverzity pacientd slouzi rozsahly fetézec postupt, jehoz
kroky mohou vyznamné ovlivnit vysledky. Sekvenace kazdého vzorku byla provedena pouze
jednou, analyza je tak zatizena velkou mirou chybovosti. Pro zptesnéni by bylo tfeba provést
opakovani celé analyzy, kter¢ je ale velmi zdlouhavé a financné narocné.

Obecné byly v pribéhu 1éCby enterdlni vyzivou zaznamendny vesmes pozitivni zmény
poctli bakterii, po ukonceni 1écby ale maloktera pozitivni zména zistala zachovana
a ve vetsiné ptipadi doslo k navraceni poctu bakterii do stavu pivodniho. Byla zhodnocena
reakce jiz vyuzivanych a potencidlnich probiotickych mikroorganismii na IéCbu enterdlni
vyzivou. Pozitivné na 1é¢bu reagovaly rody Lactobacillus, Ruminococcus, Roseburia
a Blautia, negativné pak rod Bifidobacterium.

Dosavadni studie patraji, zda remise indukovana enteralni vyzivou souvisi s modulaci
sttevni mikrobioty. Studie Lionettiho et al. (2005), (a dalsi studie) vyuzivajici
16S sekvenovani tento pfedpoklad potvrdila. Za mozné ucinné slozky jsou povazovany
probiotické a bezezbytkové komponenty enteralni vyZivy.

Lécba EN je okamzitd a velmi G¢innd, na coz poukazal dale fakt, Ze s odstupem 18 tydnil
se sloZeni mikrobioty opé&t navratilo do stavu pted zahajenim 1écby (Leach et al., 2008).

Paradoxem je, ze béhem EN dochazi k redukci druhti, které jsou povazovany za protektivni
u CD, ale zaroven je enteralni vyziva vysoce u¢inna (Quince et al., 2015).

Velmi podobnou studii s vyuzitim sekvenace provedl Quince et al. (2015), ktery prokazal
snizenou diverzitu mikrobioty pacientt s CD V kontrastu s kontrolni skupinou. Bylo shledano,

7ze béhem EN byl pokles diverzity jesté prohlouben a doSlo k vétsi diferenciaci slozeni
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mikrobioty vzhledem ke kontrolni skupin€. Po navraceni k obvyklé stravé doslo k nariistu
diverzity.

Pfi posuzovani ucinnosti EN k 1é¢b¢ déti je tieba brat v uvahu, zda se jednd o studie
kratkodobé ¢i dlouhodobé. Studie Knighta et al. (2005) sledovala u¢innost EN dlouhodobé
u 44 détskych pacientii. EN byla podavana jako vyhradni strava po dobu 1 - 7 let a u vétSiny
déti nedoslo po nastupu remise k relapsu. Téméf polovina pacientit nepotiebovala kortikoidy
K udrzeni remise. Pokud ano, tak byla doba terapie zkracena téméf na polovinu.

Srovname-li vysledky této studie s vysledky studii podobnych, dojdeme tak casto
ke stejnym zavértim a lze potvrdit hypotézu préace, ze enterdlni vyziva vyrazné¢ moduluje
mikrobiotu. K posouzeni ucinnosti 1é¢by jsou vsak nejdilezitéjsi studie dlouhodobé, které
jsou finanéné i ¢asove naro¢né, a proto jich neni mnoho. K lep§imu zhodnoceni by bylo tieba
odebrat vzorky od stejnych pacientti s vétSim ¢asovym odstupem nez je 12 tydnli od zahéjeni

1é¢by.
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9 Zavér

Cilem diplomové prace bylo posouzeni vlivu enterdlni vyzivy na sttevni mikrobiotu u déti
s Crohnovou chorobou na zakladé odhadu mikrobialni diverzity v gastrointestinalnim traktu
pomoci sekvenovani nové generace.

Vzhledem k obrovskému mnozstvi dat a mnoha zpisobim jejich interpretace byly
v diplomové praci diskutovany vysledky zaméfené na bakterie zminované v literdrnim
piehledu problematiky.

V prubéhu lécby enteralni vyzivou byly zaznamendny vesmeés pozitivni zmény poctt
bakterii, po ukonceni 1écby ale malokterd pozitivni zména ziistala zachovana a ve vétSiné
pripadd doslo k navraceni poctu bakterii do stavu ptivodniho pifed zahajenim Iécebného
procesu. Casto sledované bakterie se v rimci mikrobioty jedince velmi lisily.

Byl potvrzen zakladni pfedpoklad G¢innosti lécby, a to zména poméru kmend Firmicutes:
Bacteroidetes ve prospéch kmene Firmicutes. Slibné vysledky byly zaznamendny u rodua
Blautia a Ruminococcus, které se jevi jako potencialni probiotické mikroorganismy. Doslo
k Zadoucimu znasobeni poctu rodu Faecalibacterium, do néhoz spadd jedna
z nejdiskutovanéjsich bakterii Faecalibacterium prausnitzii. Druhou charakteristickou
bakterii v souvislosti s IBD je Bacteroides fragilis, u rodu Bacteroides byla zaznamenana
zadouci redukce taktéz potvrzujici ucinnost 1écby enteralni vyzivou.

Uginnost 1é¢by vyvraci vysledky maélo prokazatelného charakteru tykajici se rodd
Lactobacillus a Prevotella, ¢i kmene Proteobacteria.

Vystupem studie byla fada dalSich malo prokazatelnych vysledku, u nichz byla o¢ekavana
vy$8i mira intenzity modulace mikrobioty. Piikladem mize byt rod Bifidobacterium,
jiz vyuzivané probiotikum ¢i bakterie Escherichia coli, tvorici biofilm pti IBD.

Doslo k charakteristické zméné poctu nékterych méné diskutovanych bakterii naptiklad
rodu Suterella ¢i rodu Collinsella, u nichz neni piesna souvislost s IBD dosud znama.

Vysledky byly ovlivnény fadou faktort, a to pfedevsim individualitou mikrobioty, malym
mnozstvim pacientil, slozitosti procesu sekvenovani a pfipravy vzorkl a podanim vicedruhové
enteralni vyZivy namisto jednodruhové.

V disledku individuality mikrobioty byl velmi zkreslen celkovy vysledek napiiklad u rodd
Staphylococcus a Streptococcus, u nichz bylo zvySeni poctu zplisobeno pravdépodobné
infekci. Zajimavosti je, Ze mikrobiota pacienta Casto obsahovala bakterii specifickou, u jinych

pacientd se nevyskytujici (kmen Fusobacterium a Tenericutes ¢i ¢eled” Porphyromonadaceae).
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Srovnanim vysledki této studie s vysledky studii podobnych dojdeme Casto ke stejnym
zaveéram, a to ze je 1écba enterdlni vyzivou vyrazné moduluje mikrobiotu a hypotézu prace lze
tedy potvrzdit. K posouzeni ucinnosti 1éCby jsou ale nejdulezitéjsi studie dlouhodobé, které
jsou finan¢né i Casové narocné, a proto jich neni mnoho. K definitivnimu potvrzeni by tak
bylo tieba odebrat vzorky od stejnych pacientli s vét§im casovym odstupem nez je 12 tydni
od zahdjeni 1éCby.

Jelikoz byly vysledky ovlivnény fadou faktorti a proces sekvenovani zahrnuje mnoho
krokli, pro potvrzeni zavérd by bylo vhodné provést opakovani studie. Jednim
z nejdilezitéjsich faktorti je omezenost hodnocené skupiny a sni spojend individualita slozeni
sttevni mikrobioty jednotlivych pacientli, ktera ovlivituje celkové vysledky a je otazkou,
co lze ptisoudit 1écbé enteralni vyzivou a co nikoli. V disledku individuality je nezbytna
konzultace vysledku s 1ékafi, ktefi tuto otazku pomohou objasnit.

V diplomové praci byl diskutovan vliv enteralni vyzivy na mikrobiotu pouze na bakterialni
urovni, jelikoZ rozsah dysbiosy vramci ostatnich mikroorganismi dosud neni zcela
prozkouman. Tato oblast vSak skyta zajimavé predpoklady vhodné pro budouci vyzkum.

Z dtivodu neznamé pticiny vzniku IBD a zvySujici se tendence vyskytu onemocnéni Crohnovy
choroby v CR, je vhodné nadale se vénovat této problematice a slibné strategie budoucnosti
na principu modulace stievni mikrobioty jako fekalni transplantaci, 1é¢bu probiotiky
a prebiotiky a 1écbu pomoci dietetickych opatieni vCetné enteralni ¢i parenteralni vyzivy,

detailnéji prozkoumat.
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11 Samostatné prilohy

NAZEV

SLOZENI

VSL#3

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus caseli,
Lactobacillus plantarum, Streprococcus
thermophiles, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantus, Bifidobacterium
longum)

Bifido-fermented milk (Bifidobacterium
breve, Bufudobacterium bifidum,

Lactobacillus acidophilus

BIO-THREE

Streprococcus faecalis, Clostridium

butyricum, Bacillus mesentericus

Bifid Triple Viable

Bacillus acidophillus, Bifidobacterium

bifidum, Fecal streptococci

Ptil. 1: SloZeni kombinaci probiotik (Derikx et al., 2016).

DreamTag Green PCR Master Mix (2x)

DreamTag DNA polymerase Iul

2x DreamTaq Green Buffer Iul
dATP 0,4mM
dCTP 0,4mM
dGTP 0,4mM
dTTP 0,4mM
dCTP 0,4mM
MgCl, 4 mM

Ptil. 2: SloZzeni DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)
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https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0007220_lon_PGM_Template OT2
_200_Kit_UG.pdf

Pril. 3: Odkaz na podrobny navod pfipravy templatu ve formatu pdf.
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Graf 2: Zastoupeni tfid bakterii v jednotlivych odbérech.
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Graf 3: Zastoupeni fadu bakterii v jednotlivych odbérech.
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Graf 4: Zastoupeni ¢eledi bakterii v jednotlivych odbérech.
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Graf 5: Zastoupeni rodi bakterii v jednotlivych odbérech.
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Graf 7: Zastoupeni tfid bakterii u jednotlivych pacientti primérné¢ ve vsech tiech odebranych

vzorcich.
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Graf 8: Zastoupeni fada bakterii u jednotlivych pacientti primérné ve vSech ttech odebranych

vzorcich.
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Graf 9: Zastoupeni tfid bakterii u jednotlivych pacient praimérné ve vSech tiech odebranych
vzorcich.

89



Fod Blawtiar v
Fﬁm&ﬂt& 54 dosahuje [

Rod Colfinsella zvyienu dvou pacienit
(pacient 34 a 33)

E
{1

=

Rod Bifidobacterium jednoho = pacienth (pacient 40).

[ Fod Enferococens charakteristicly =viianyu

Graf 10: Zastoupeni rodu bakterii u jednotlivych pacient primérné ve vSech tiech

odebranych vzorcich.
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Graf 12: Zastoupeni rodl bakterii v jednotlivych odbérech.
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