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Diverzita bakterii rodu Bifidobacterium v travicim traktu
déti s Crohnovou chorobou

Souhrn

Crohnova choroba (CD) spada do zanétlivych stfevnich onemocnénich, jez maji
negativni dopad na pacientiiv celkovy zdravotni stav a jeho kazdodenni zivot. Toto onemocnéni
se vyznacuje dysbidzou gastrointestinalniho traktu, kde je zvySené mnozstvi patogennich
mikroorganizmil a snizeny pocet komenzall jako jsou bifidobakterie. Bifiidobakterie poskytuji
piiznivy vliv na hostitele jako je ochrana proti patogentim, produkce pozitivnich latek a traveni
slozitych latek. Podle literarni reSerSe dochazi u pacienti s Crohnovou chorobou k redukci
diverzity i kvantitativniho zastoupeni bifidobakterii.

Tato bakalafské prace byla zaméfena na detekci a kvantifikaci bifidobakterii
izolovanych z fekalnich vzorkti 11 déti s CD odebranych ve spolupraci s nemocnici Motol a
analyzovanych na Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (CZU v Praze). Ke stanoveni
bifidobakterii byla pouzita deskova kultiva¢ni metoda se dvéma variantami selektivnich médii
pro bifidobakterie za vyuziti modifikovaného Wilkins-Chalgren agaru (WSP) s mupirocinem a
kyselinou octovou (BIF-MUP) a totéz médium doplnéno jesté o norfloxacin (BIF-NORF).
Zakladni médium WSP bylo pouzito pro stanoveni celkového poctu anaerobti. Narostlé kolonie
byly spocteny a na zéklad¢ kultivaénich znakl kolonii bylo cilem ziskat alesponi celkem 12
izolati pro dalsi identifikaci. Ziskané izolaty byly rodové a druhové identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF MS).

Z vyslekil byla stanovena mikobidlni diverzita izolovanych kolonii na selektivnich
agarech pro bifidobakterie a jejich poCty u pacienti s CD. Bifidobakterie byly identifikovany
pouze u 8 z 11 pacientli a zastoupeni tohoto rodu ¢inilo 51,18 % ze vSech testovanych izolatt.
Primérné pocty bifidobakterii izolovanych na selektivnich médiich byly vyrazn€ sniZené
(6,99 + 1,45 log KTJ/g stolice na BIF-MUP a 6,40 + 1,63 log KTJ/g stolice na BIF-NORF) ve
srovnani se zdravymi kontrolami, kde poéty bifidobakterii dosahuji hodnot 10° KTJ/g stolice.
Rovnéz byly u téchto pacientii identifikované i jiné mikrobialni rody (48,82 %), které by mohly
pusobit dysbioticky ¢i patogenné zvlast' u jedincl se sniZenou imunitou. Na médiich pro
bifidobakterie byly detekovany druhy jako Propionibacterium acnes, P. australiense, E. coli,
Steptococcus pneumoniae, S. parasanguinis, S. sanguinis, S. oralis, Enterococcus faecalis,
Candida albicans, C. glabrata, Clostridium difficile, Staphylococcus hominis, S. epidermidis a
Bacillus cereus. Zaroven se diky nizSimu zastoupeni bifidobakterii ve stolici podatilo
vyizolovat zastupce rodu Bacteroides.

Zvysledkii této prace vyplyva sniZzena diverzita a kvantitativni zastoupeni
Bifidobacterium spp., coz zjevné souvisi s dysbiotickym stavem jedinci s Crohnovou
chorobou.

Klic¢ova slova: Crohnova choroba; bifidobakterie; identifikace; MALDI TOF MS; probiotika



Diversity of the genus Bifidobacterium in the
gastrointestinal tract of children with Crohn‘s disease

Summary

Crohn‘s disease (CD) belonging to inflammatory bowel diseases (IBD) has a negative
impact on the pacient‘s overal health and his or her everyday life. This illness is characterized
by its dysbiosis of gastrointestinal tract including higher quantities of pathogenic
microogranisms and lower counts of benefitial commensals like bifidobacteria. Bifidobacteria
have a positive effect on the host such as protection against pathogens, production of health-
promoting substances and digestion of complex substances. According to literary research,
patients with CD have reduced bifidobacterial diversity and even lowered quantitative
representation.

This bachelor theses was focused on the detection and quantification of bifidobacteria
isolated from fecal samples of 11 children with CD collected in cooperation with Motol
University Hospital and analysed at the Department of Microbiology, Nutrition and Dietetics
(CULS Prague). Determination of bifidobacteria was carried out using the plate technique with
two selective modified Wilkins-Chalgren agars (WSP) with mupirocin and acetic acid (BIF-
MUP) and the same modified medium enhanced with norfloxacin (BIF-NORF). Nonselective
WSP agar was applied for determination of the total count of anaerobes. Colonies grown on
these agars were then counted and the objective was to attain at least 12 isolates selected based
on their cultivation charasteristics. Acquired isolates were further identified on genus and
species level using mass spectrometry (MALDI TOF MS).

Results were used for the determination of microbial diversity of the colonies isolated
on selective bifidobacterial agars and their counts in patients with CD. Bifidobacterium spp.
was detected only in 8 out of 11 patients and representation of this genus was 51,18 % out of
all tested isolates. Average number of isolated bifidobacteria were greatly lowered (6,99 + 1,45
log CFU/g stool on BIF-MUP agar and 6,40 + 1,63 log CFU/g stool on BIF-NORF) compared
to the healthy control group, where the bifidobacterial numbers reached values of 10° CFU/qg
stool. Also other microbial genera were identified (48,82 %) in the pacients with CD and could
act in dysbiotic way or as pathogens, especially in individuals with reduced immunity. On the
bifidobacterial selective media were detected species including Propionibacterium acnes,
P. australiense, Escherichia coli, Steptococcus pneumoniae, S. parasanguinis, S. sanguinis,
S. oralis, Enterococcus faecalis, Candida albicans, C. glabrata, Clostridium difficile,
Staphylococcus hominis, S. epidermidis and Bacillus cereus. Also beacuse of the reduced levels
of bidifobacteria in the stool, there was a succesful isolation of representatives of the genus
Bacteroides.

Our results show that, there was reduced bifidobacterial diversity and quantitative
representation. This is evidently connected with the dysbiotic state of individuals with CD.

Keywords: Crohn‘s disease; Bifidobacterium; identification; MALDI TOF MS; probiotics
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1 Uvod

Bifidobakterie ¢ini diilezitou ¢ast stievni mikrobioty ¢lovéka a patii mezi vyhledavana
probiotika. Tento rod ma vyznamny vliv na zdravotni stav hostitele produkci prospésnych
ochrany pfed moznymi Skodlivymi mikroorganizmy.

Crohnova choroba (CD) je zavazné zanétlivé stievni onemocnéni postihujici cely
gastrointestindlni trakt, které je charakteristick¢ dysbidzou gastrointestindlniho traktu,
a tedy i1 ubytkem komenzalnich mikroorganismu jako jsou naptiklad bifidobakterie. CD je
casto doprovazena moznymi komplikacemi jako podvyziva, retardace ristu, prijem,
bolesti bficha, prijmy, pfitomnost viedl a ovliviluje negativné kazdodenni zivot pacienta.
Kvili tomu, Ze zadny terapeuticky postup u CD neni stoprocentné tcinny, je tomuto
onemocnéni vénovdna znacnd pozornost. Lé€ba CD je zaméfena na zmirnéni jejich
symptomti a aplikace probiotik, jako jsou napiiklad bifidobakterie, miize
napomoci zlepsenim stavu dysbiozy.

V ramci této bakaladiské prace byla vyuzita kultivacni metoda a metoda hmotnostni
spektrometrie MALDI TOF MS k detekci a izolaci bifidobakterii a dalSich bakterialnich
druhii nalezenych v travicim traktu déti s CD.



2 Cil prace

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou fazeny mezi pozitivn¢ pusobici komenzalni
probiotické bakterie. Jejich vyskyt v travicim traktu hostitele je spojen s celou fadou
zdravotnich pfinosti. Crohnova choroba (CD) je fazena do skupiny zanétlivych stfevnich
onemocnéni a U jedinct s timto onemocnéni dochazi k poklesu vyskytu bifidobakterii.

Cilem této prace byla kvantifikace a detekce bifidobakterii ve vzorcich stolice jedinct
s CD.

3 Hypotéza

Predpoklddame, ze wujedinci s CD bude nizS§i nejen kvantitativni zastoupeni,
ale i diverzita rodu Bifidobacterium.



4 Literarni reSerse
4.1 Charakteristika gastrointestinalnino traktu ¢lovéka

U Obrazek 1 je popsdna stavba gastrointestindlniho traktu cloveéka. Lidsky
gastrointestinalni trakt se zklada z dutiny tstni, hltanu, jicnu, Zaludku, tenkého a tlustého streva
a je zakoncen rektem. K nému je pfidruzeno i n¢kolik nezbytnych 714z jako jsou slinné zlazy,
pankreas a jatra. Oddily navazujici na dutinu Gstni jsou ovliviiovany autonomnim nervovym
systémem (sympatikus a parasympatikus) a jsou tvofeny hladkou svalovinou. Pouze termindlni
useky (dutina ustni a kone¢nik) jsou pfimo pod volni kontrolou (Wilhelm & Hegyi 2006;
Wilhelm 2011).

Zakladni uspofadani travici trubice se v riznych ¢astech GIT jen nepatrné lisi zavisle
na jejim umisténi a funkci. Travici trubice muze byt rozdélena na ¢asti, kde dochazi primarné
K transportu potravy (dutina ustni, hltan, jicen, kone¢nik a fitni otvor) a oblasti, kde je vysoka
mira absorbce Zivin (zaludek, tenké a tlusté stievo) (DeSesso & Jacobson 2001).

Pozitivni vlastnosti komenzalnich bakterii se odviji na jejich lokalizaci, a proto mohou
Vv riznych castech GIT pusobit zcela jinak, nez ve kterych se bézné nachazi. Tlusté stievo je
obohaceno velkym mnozstvim komenalni mikrobioty, tudiz i tu probiha absorbce latek, které
byly témito bakteriemi vytvoreny. Tlusté stievo se dé€li na slepé stfevo, vzestupny tracnik,
pti¢ny tra¢nik, sestupny tracnik, esovitou klicku, konec¢nik a fitni otvor (DeSesso & Jacobson
2001; Wilhelm & Hegyi 2006).

Ustni dutina—
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— Ritni otvor
Obrazek 1: Anatomie gastrointestinalniho traktu (lannitti a Palmieri 2010)



4.1.1 Mikrobiota

Mikrobiota je soubor vSech mikroorganizmu, které se nachazi na a v definované casti
téla jako naptiklad mikrobiota klize nebo mikrobiota gastrointestinalniho traktu. Jedna se
0 komplexni dynamicky ekosystém, ktery ma velky vliv na metabolizmus hostitele. Termin
mikrobiota vyjadfuje ekologickou komunitu komenzali a potencidlnich patogenii Zijicich
Vv hostitelském prostiedi. Genom veskerych mikrobidlnich ¢astic je oznaCujovan pojmem
mikrobiom (Gill S et al. 2006; Friihauf 2017). Skute¢nost, Ze lidské télo obsahuje 10%2 - 10%
mikrobidlnich bunék a az 150-krat vice genli nez je lidsky genom, zrcadluje, jak je mikrobiota
Vv téle hostitele vyznamna (Whitman et al. 1998; Ursell et al. 2012; Frithauf 2017). Mikrobiota
zahrnuje Siroké spektum domén jako viry (bakteriofadgy), archea (methanogeny), eukaryota
(Candida spp., Blastocystis spp.) a bakterie (Walker & Lawley 2013).

4.1.1.1 Osidleni gastrointestinalniho traktu mikrobiotou

Z hlediska lokalizace je GIT rozdélen na mikrobiom stfevni, oralni, kozni, dychacich
cest a podobné (Rysavka 2019). Ustni dutina je bohata na aeroby i fakultativni anaeroby
zahrnujici rody Streptococcus spp. (Streptococcus viridans, S. pneumoniae), Rothis spp.,
Neisseria spp., Candida spp. (C. albicans), Veillonella spp., Staphylococcus spp. (S. aureus) a
Actinomyces spp. V Zaludku a dvanactniku jsou nejvice zastoupeny laktobacily, bifidobakterie,
koliformni bakterie, streptokoky a fusobakterie. Lidské tlusté stfevo je velmi slozity ekosystém
a je osidlen ¢tyfmi hlavnimi kmeny bakterii: gramnegativni Bacteroides (zaujima 16- 23%
stfevni mikrobioty), grampozitivni Firmicutes (49- 76 % stievni mikrobioty), Actinobacteria
a Proteobacteria (Clemente et al. 2012; Matsuoka & Kanai 2015). Do piitomnych
mikrobiorganismti 1ze zatadit bifidobakterie (kmen Actinobacteria), bakteroidy (kmen
Bacteroidetes), Prevotellaceae (kmen Bacteroidetes), laktobacily (kmen Firmicutes),
enterokoky (kmen Firmicutes), streptokoky (kmen Firmicutes), klostridie (kmen Firmicutes),
Ruminococcaceae (kmen Firmicutes), veilonely (kmen Firmicutes), Roseburia spp. (kmen
Firmicutes), eubakterie (kmen Firmicutes), stafylokok (kmen Firmicutes), kmen
Methanobacteria, kmen Fusobacteria, a kvasinky (Svestka 2007; Lloyd-Price et al. 2016).
Mezi proteobakterie tlustého stieva se fadi gramnegativni, fakultativné anarobni organizmy, jeZ
jsou Casto oportunistickymi patogeny se zastupci Escherichia spp., Hafnia spp., Campylobacter
spp., Enterobacter spp., Helicobacter spp., Klebsiella spp., Oxalobacter spp., Pseudomonas
spp. a Proteus spp. (Walker & Lawley 2013).

4.1.1.2 Rozvoj a modifikace mikrobioty GIT

Mikrobiom a jeho sloZeni je velmi variabilni a je siln€ ovliviiovan zevnimi faktory,
kterym je vystavovan hostitel (RySavka 2019). Tento ekosystém se dynamicky méni zdvisle na
hostiteli, jeho veéku, pohlavi, zdravotnim stavu, genotypu a vnéj$im prostiedi (vyziva, Zivotni
styl, eventualni antibiotikoterapie) (Lee & Sullivan 2010; Frithauf 2017). Mikrobiotu Ize
modifikovat s pouzitim vhodnych prostfedkt jako jsou probiotika, probiotika, synbiotika,
antibiotika ¢i zménou stravovacich navyku (Walker a Lawley 2013; Barko et al. 2018).

Lidé jsou narozeni s téméf zcela sterilnim vnitfnim prostiedim a mikrobialni kolonizace
nastava az béhem porodu (D’Argenio & Salvatore 2015). U kojenct narozenych cisaiskym
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fezem byly par dnii po porodu detekovany signifikantné vyssi hladiny bakterii typické pro kozni
mikrobiotu (Staphylococcus spp. a Propionibacterium spp.) a nizsi hladiny bifidobakterii
a laktobacili ve srovnani s détmi narozenych vaginalnim porodem. Ziejmé kvuli kojeni nebyly
detekovany tak velké rozdily u mnozstvi laktobacilti (Barko et al. 2018; Gregora & Strakonice
2013; Clemente et al. 2012). Slabé vyvinuty mikrobiom jedince muze poskytnout prostor
oportunistickym mikroorganismtm, které pietrvavaji az do jednoho roku ditéte (Haemophilus
spp., Enterobacter cancerogenus, E. hormaechei, Veillonella dispar, V. parvula
a Staphylococcus spp.) (Lloyd-Price et al. 2016). Dalsi vliv na skladbu mikrobiomu ma vyziva.
Oligosacharidy matefského mléka jsou vyuzity bifidobakteriemi a rodem Bacteroides, coz je
divodem, jejich vyssiho rozsifeni v GIT kojenct (Derrien et al. 2019). Rovnéz jsou tu velké
rozdily mezi kojenci, jez vyristaji na matefském mléku oproti détem s piisunem mléénych
nahrazek. U déti vyristajicich na matefském mléku byla nalezena nizsi diverzita mikrobioty,
avSak mnohem vy$§i hladiny rodu Bifidobacterium (B. breve, B. bifidum, zvlast¢ pak
B. longum) (Walker & Lawley 2013; Derrien et al. 2019). Tento stav se rapidné zméni, kdyz je
dité¢ odstaveno a ptejde na stravu bohatou na vlakninu a jiné slozky potravy. Tato zména je
asociovana s narastem bakteridlni diverzity a celkovych poct bakterii, zvySeného mnoZzstvi
kratkych mastnych kyselin a pfevahou rodi Bacteroides a kmene Firmicutes, které 1épe $tépi
komplexni sacharidy. Tento vztah je popsan u Obrazek 2 (Clemente et al. 2012b; Walker &
Lawley 2013; Lloyd-Price et al. 2016; Derrien et al. 2019). I kdyz mikrobiota kazdého ¢lovéka
je jedinec¢na, tak rozvoj tohoto ekosystému neni nahodily. U pfibuznych jedinct bydlici v jedné
domacnosti bylo zjisténo podobné slozeni mikrobioty nez u jedincii neptibuznych. Také plati
to, ze v rozvinutych zemich je konzistentné¢ pfitomna redukovand mikrobidlni diverzita
gastrointestinalniho traktu ziejmé kvili jidelni¢ku konstituovaného z velké ¢asti tuki, vysoce
rafinového cukru a nizkého zastoupeni vldkniny. A i1 kdyZ je tento stav v rdmci generace
obnovitelny pfechodem na stravu s vysokym podilem vlédkniny, tak po Ctyfech generacich se
tento stav upevni. Tyto rozdily v lidské diet¢ mohou byt natolik rozdilné, ze ovlivituji celé
populace. Napiiklad déti v Africe oproti evropskym détem maji vétsi mnozstvi Bacteroidetes
spp. a mén¢ Firmicutes, coz je ziejmé diky jejich stravé bohaté na vlakninu (Yatsunenko et al.
2012; Clemente et al. 2012b; Walker a Lawley 2013; Derrien et al. 2019).
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Obrazek 2: Zmény mikrobioty v prubéhu lidského zivota (Derrien et al. 2019)

4.1.1.2.1 Antibioticka Iécba

Antibioticka 1écba mulZe byt vhodnd ke sniZeni poctu patogennich bakterii
(napt. Helicobacter pylori) a zlepSeni zdravotniho stavu hostitele. Tyto latky maji velky dopad
na organizmus, coz je patrné, kdyz pii eradikacni antibiotické 1é¢bé dojde k poklesu diverzity
sttevniho mikrobiomu az o 25 %. AvSak pii nadmérné aplikaci antibiotik ptetrvavaji
antibioticky rezistentni druhy mikroorganizmi, které se mohou zacit proliferovat a pisobit
patogenné. Castd antiobiotickd 1é¢ba v raném véku zvySuje pravdépodobnost vyvinuti
Crohnovy choroby a u jedinct s timto onemocnénim ma negativni na celkovou strukturu
mikrobioty. Vysoka expozice antibiotik mize indukovat dysbiozu, jeZ je definovand jako
abnormalni pomér mezi prospésnymi a patogennimi mikroorganismy (Comito et al. 2014;
Biéckhed et al. 2012). Tato pozméneéna rovnovaha v ekosystému a ubytek ochrannych mikrobt
ma za nasledek sekundarni kolonizaci a proliferaci potencionalné Skodlivych bakterialnich
druhti jako naptiklad Clostridium difficile, jehoZ toxiny vyvolavaji kolitidy (Béackhed et al.
2012; Matsuoka & Kanai 2015; Gevers et al. 2017; Frithauf 2017; Rysavka 2019).

4.1.1.2.2 Prebiotika

Prebiotika jsou definované jako nestravitelné slozky stravy, které slouzi jako substrat
pro rast komenzalni mikrobioty hostitele, a jsou tudiz prospésné pro jeho zdravi (GIT, stimulace
imunity, inhibice patogenti). Aplikaci prebiotik mohou byt ovlivnény prospésné druhy bakterif,
ale i druhy na které¢ dana prebiotika nejsou zcela cilena (Ventura et al. 2007; Walker & Lawley
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2013; Gibson et al. 2017; Cremon et al. 2018). Cil aplikace prebiotik je podpora probiotickych
rodua jako bifidobakterie, laktobacily, Roseburia spp., Eubacterium spp., Faecalibacterium spp.
a dalsich (Cremon et al. 2018). Vliv prebiotik na zdravi hostitele musi byt prokazany v cilovém
organismu a zdravotni u¢inky zprostiedkovan hostitelskou mikrobiotou (Gibson et al. 2017).

Prebiotika jsou soucasti bézné stravy hostitele zkladajici se pievazné z neSkrobnatych
polysacharidii a oligosacharidi (Cremon et al. 2018). Patfi do nich inulin, neSkrobnaté
polysacharidy, disaccharidy (laktul6za), inulin, arabinoxylany (AX), fruktooligosacharidy
(FOS) a galaktooligosacharidy (GOS). Prebioticky efekt na bifidobakterie byl zaznamenany
u FOS, GOS, AX, inulinu a laktulozy (Walker & Lawley 2013; O’Callaghan & van Sinderen
2016; Barko et al. 2018). Dalsimi prebiotiky jsou oligosacharidy matetského mléka (HMO),
jez jsou produkované mlécnou zlazou. Jsou to komplexni nekonjugované glykany, které jsou
dalezitym substratem komenzalnich bakterii ptitomné zvlast’ u novorozencu. Jsou odolné vici
gastrointestindlnimu traveni a jejich pfitomnost v tlustém stfevu zifejmé slouZzi jako selektivni
zivny substrat pro bifidobakterie. Utilizace HMO timto rodem se u jednotlivych druht 1isi:
B. longum subsp. infantis je zvlada nejlépe degradovat, B. bifidum naproti nému HMO
zpracovava extracelularné a v mensim rozsahu, B. breve a B. longum subsp. longum vyuzivaji
pouze malou ¢ast téchto prebiotik (Bottacini et al. 2017). Prebiotika jsou smési polysacharidd,
u nichz je obtizn¢ urcit jejich $tépné produkty, které by byly vyuzitelné pro intestindlni
mikrobiotu. Proto je u nich obtizné uréit G¢innou davku. Denni davka tohoto substratu je
odhadovéana na 1- 3 g/den u déti a 10- 15 g/den u dospélych (Fri¢ 2010).

Prebiotika jsou fermentovany bakteriemi tlustého stieva a ptetvotreny na vysledné produkty
jako mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které slouzi jako vyziva intestindlnimu epiteliu.
proti infekci (Walker & Lawley 2013; Barko et al. 2018). Dalsi pozitivni vlastnosti této skupiny
je podpora absorpce iontt a stopovych prvku jako je vapnik, Zelezo a hotc¢ik (Cremon et al.
2018).

Prebiotika jsou predmétem studia kviili svému vysokému potencidlu posilit zdravotni stav
hostitele, predejit ¢i fesit intestindlni choroby a modifikovat intestinalni mikrobiotu (Béckhed
et al. 2012). Imunitni systém hostitele je posilovan moznym zvySenim produkce IgA ¢i
modulaci produkce cytokinu. Aplikace prebiotik je mozna u zanétlivych stfevnich
onemocnénich, konstipace, celkového zdravotniho stavu GIT rizikové populace (novorozenci;
a starSi generace), alergii, hepatické encefalopatie, prijmovych cestovatelskych nemoci,
zanétliva sttevni onemocnéni, urogenitalni zdravi a metabolické zdravi (obezita ¢i podvyZiva).
Aplikace prebiotik u zdnétlivych sttevnich onemocnénich neni vZdy zcela zadouci kviili mozné
produkci plyni z jejich fermentace, ktera hostiteli mize piinést zhorSeni jeho symptomi.
Dalsim uskalim je aplikace prebiotik u jedinch se sniZzenou bakteridlni diverzitou, kdy s nové
dostupnym substratem muze ziskat prevahu patogenni mikrobiota. Bylo zjiSténo, ze prebiotika
jako galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy podporuji rist jak komenzalnich rodi
Lactobacillus a Bifidobacterium, tak i potencialn¢ patogennich (E. coli, klostridie). Proto je
doporucovano podavat spolu s nimi probiotika (probiotika + prebitotika = synbiotika), které
spole¢né s nimi podporuji rist komenzalnich mikrobl (Bunesova et al. 2012; Cremon et al.
2018).
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4.1.1.2.3 Probiotika

Probiotika jsou definované jako zijici mikroorganizmy, které ve vhodném mnozstvi jsou
pro hostitele prospésné (Barko et al. 2018). Probiotika jsou predmétem studia kvili svému
vysokému potencialu posilit zdravi hostirele, modifikovat stfevni mikrobiotu a predejit ¢i fesit
intestinalni choroby (Béckhed et al. 2012). Je n¢kolik zakladnich znakl, jez by dany
mikroorganizmus mé¢l spliiovat: podrobnou definici, odolnost k travicim sekretim, schopnost
prezit v dostatecnémm mnozstvi v hostitelském prostiedi (HCI a travici enzymy v zaludku;
travici $tavy a zlu¢ ve stievech a rozdily v pH) a zahrnovat mechanizmy slouzici k adhezi
ke stfevnimu epitelu; antagonismus vuéi patogentim, zadné patogenni vlastnosti a celkovou
bezpecnost; priznivy G¢inek na zdravi hostitele a rezistenci vici technologickym metodam jako
je lyofilizace a snadnost obstarani vyssiho mnozstvi mikrobidlni hmoty. Lidsky ptvod je
zadouci, ale neni podminkou (Biavati et al. 2000; FAO 2006; Fri¢ 2010; Hill et al. 2014; Barko
et al. 2018). Jako probiotika jsou bézné vyuzivany bifidobakterie, laktobacily, Bacteroides
fragilis, Bacillus spp. (Bacillus coagulans), Streptococcus spp., Enterococcus spp. (E. faecium)
Saccharomyces boulardii a nékteré nepatogenni druhy Echerichia coli (Fri¢ 2010; Barko et al.
2018). Probiotické druhy se podili na kompetici s ostatni mikrobiotou GIT o mozné ziviny,
zivotni prostfedi ¢i piimo produkuji latky, jeZ maji vliv na pokles potencidlnich patogenil
(Fuller & Gibson 1998).

Mezi vlastnosti a funkce probiotik patii kompetice s patogennimi mikroby v adhezi na
stievni epitel a po-tenciace imunitni odpovédi na patogeny. Timto zpisobem Se mikrobialni
druhy podili na imunitni odpovédi a jeji regulaci. Dale mikroorganizmy produkuji peptidické
slouCeniny s bakteriostatickymi uc€inky (mikrociny, koliciny, bakteriociny a lanthanoidy)
a podili se na modulaci stfevni mikrobioty. Také se podili na metabolizaci mnohych latek, které
jsou ptreménovany na produkty, z nichz samy Cerpaji energii, nebo jsou Iépe vstiebatelné pro
hostitele, ¢imZ se mohou podilet na eliminaci toxind. Jednim z ptikladt je produkce kratkych
mastnych kyselin ¢i tvorba steroidii z cholesterolu (Fri¢ 2010; Cremon et al. 2018). Dalsim
pozitivnim vyznamem probiotik je jejich vliv na stfevni funkce, jeZ zahrnuje vstfebavani,
motilitu, sekreci a splanchnickou cirkulaci (Fri¢ 2010).

Mezi klinickou aplikaci téchto latek se fadi podpora 1é¢by idiopatickych stievnich
zanétu (IC, UC, CD), infekéni enterokolitidy a intolerance laktozy (Fri¢ 2010; Rossi et al.
2016a; Cremon et al. 2018). Kvuli velké skale probiotickych druht, kment a jejich davkovani
nelze obecné doporucit konkrétni strategii aplikace probiotik u IBD a zarucit jeji efektivitu
vlivu na IBD (Rafieian-kopaei 2017; Cremon et al. 2018). Podle studie vedené Rafieian-kopaei
(2017) by aplikace probiotik Lactobacillus GG a VSL#3 mohla mit podstatny vliv u pacientt
s CD zejména po opera¢nim zakroku. Nicméné mnoho studii (Derwa et al. 2017a; Derwa et al.
2017b; Eom et al. 2018) odkazuje na to, ze aplikace probiotik u CD nema prokazatelny piiznivy
vliv na vyvolani remise ¢i zabran¢ relapsu vV porovnani s placebem. Derwa et al. (2017b) a Eom
et al. (2018) popsali pozitivni vliv VSL#3 na nastoleni remise u aktivni formy UC a témé&f
podobnou efektivitu jako kyselina 5-aminosalacylova (5-ASA) v prevenci relapsu. Podobny
vliv na nastoleni remise u UC a pouchitidy m¢l kmen E. coli Nissle 1917 (Wasilewska &
Wroblewska 2018). Studie vedené Derwa et al. (2017) ¢i Dore et al. (2019) nezazanamenaly
zadny neptiznivy vliv na IBD pfi podani probiotik ve srovnani s placebem ¢i 5-ASA, a
probiotika se zdaji bezpetna pii podpote 1écby IBD (Derwa et al. 2017b). Je nutné vsak vzit
V ivahu mozné nebezpeci bakteriémie (kvili mozné translokaci ze stfevniho lumenu do
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krevniho teCisté) vyvolanou probiotiky u imunosupresovanych pacientd s aktivni vaznou
formou IBD a vzdy pied podanim probiotika zvazit miru aktivity nemoci, predchazejici infekce
pacienta a pacientovu 1é¢bu (Vahabnezhad et al. 2013; Wasilewska a Wroblewska 2018).

Aplikace probiotik ma vyznamnou funkci pfi obnové mikrobialni rovnovahy (napiiklad
pii 1é¢be infekce z dtivodu Helicobacter pylori), pii a po antibiotické 1é¢bé ¢i onemocnéni jako
jsou enterokolitidy (pfi¢inou byvaji ¢asto viry (retroviry) nebo Clostridium difficile). Mozna
prevence akutni formy prijmového onemocnéni ¢i formy zptsobenou Clostridium difficile
pomoci probiotik je slibna, ale zatim neni dostate¢né¢ popsana. Probiotika by mohly byt
uplanény i u 1éCby jaternich chorob, kdy $tépi nevstiebatelné cukry a vytvari kratké mastné
kyseliny. Jejich ptitomnosti je snizeno pH Vv jatrech, jez ma vliv na pokles mnozstvi miktobioty
spolu s poklesem toxickych produktil, zejména amoniaku tvoiiciho se ve stievech (Svestka
2007; Cremon et al. 2018). Podani druhti Lactobacillus rhamnosus GG, S. boulardii a L. reuterii
pti akutni gastroenteritidé snizilo dobu trvani nemoci pfiblizné o jeden den a u kojeneckych
kolik byl redukovan s nimi spojeny neklid. Dale ur¢ité druhy laktobacilti (L. rhamnosus GG,
L. reuteri) mohou slouzit jako prevence prijmovych potizi spojenych s podavanim antibiotik
¢i jako prevence infekce spojené s nehygienickym prostiedi (cestovatelské prijmové
onemocnéni) (Frithauf 2017). U kojenct je rovnéz kritické nastolit zdravou mikrobiotu, coz
mize byt docileno obohacenim GIT synbiotickymi rody jako jsou Bacteroides spp.,
Parabacteroides spp., Clostridium spp., Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. a druhem
Faecalibacterium prausnitzii. Ty jsou vyznamnymi producenty kratkych mastnych kyselin, jez
jsou vyznamnym zdrojem energie, maji imunomodulacni vlastnosti a podili se na inhibici
béznych patogent (Lloyd-Price et al. 2016).

U zanétlivych stfevnich onemocnéni, aplikace probiotik ma pozitivni dopad na
zdravotni stav hostitele svou kompetici s patogennimi druhy, zlepSenim funkce stievni bariéru
(snizeni propustnosti, zvySena tvorba katkych MK a mucinu) a upravou regulace slizni¢niho
imunitniho systému (indukce syntézy a exprese urc€itych imunitnich signalnich molekul —IL-
10, TGF-B, IgA, a snizeni exprese TNF-a). U zanétlivych stievnich onemocnéni lze v zavislosti
na prub¢hu a aktivité choroby vhodné kombinovat G¢inky probiotik, prebiotik a antibiotik (Fri¢
2010). Byla zjisténa zvySena ucinnost pii podani riznych probiotik zejména v kombinaci
remise mirné ¢i slabé formy ulcerdzni kolitidy je doporu¢ovano suplementovat probiotiky jako
je E. coli Nissle 1917, ktera pomahaji udrzovat tento stav (Cremon et al. 2018). U 1é¢by téchto
onemocnénich se bohuzel zatim nevi, jaka probiotika by byla pro podporu 1é¢by vhodna a tudiz
je to predmétem vyzkum (Frithauf 2017).

Utinnost probiotik je zavisla na mnoZstvi mikrobidlnich entit v cilové lokalizaci.
Za fyziologicky w¢inek je povazovana koncentrace 108 KTJ/g preparatu, pro terapeuticky
i¢inek je koncentrace minimalné 10'° KTJ/g. Bohuzel nelze s pfesnosti Fict, jaké mnozstvi
fyziologicky zivotaschopnych mikroorgazmi se doopravdy dostane do cilového mista. Celkovy
efekt je ovlivnén mnoha faktory zahrnujici kvalitu ochranného obalu, G¢inku travicich sekreti
hostitele afunkénich vlastnosti komenzalnich mikrobti. Probiotika obsahujici Zijici mikrobiotu
se doporucuje uchovavat pfi teplotach do 8°C, pti¢emz jejich expiracni doba je zpravidla kratsi
nez u farmak uZivanych ve stejné indikaci (Svestka 2007; Fri¢ 2010). Podle pokyni FAO by
méli producenti probiotik registrovat jejich konkrétni bakteridlni kmeny u mezinarodnich
uschoven kvuli riznorodym vlastnostem jednotlivych kment, které v konecném dusledku
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mohou znacné€ ovlivnit jeho aktivitu v téle hostitele (antimikrobialni, imunomodulacni,
neurologické a endokrinni vlastnosti) (FAO 2006; Cremon et al. 2018).

4.1.1.2.4 Synbiotika

Synbiotiky jsou kombinované preparaty prebiotik a probiotik, jez maji pozitivni dopad
na stievni mikrobiotu. Témito piipravky jsou zarovenl navySovany pocty probiotickych
bakteriich a je jim dodén potiebny zivny substrat. Timto zplisobem je zajiSténa ochrana GIT
pted moznou proliferaci patogennich druha (Fri¢ 2010; Cremon et al. 2018). Ob¢ dvé slozky
synbiotik by mély byt kombinovany v U¢inném pomeéru a prebiotikum by mélo mit
prokazatelny pozitivni vliv na uplatnéné probiotikum. Kyzeny efekt se dostavuje naptiklad
kombinaci frukto-oligosacharidi s bifidobakteriemi ¢i laktikol s laktobacily (Bronsky 2010).

Dalsi zptisob, jak 1ze modifikovat stfevni mikrobiotu je fekalni bakterioterapie, kdy se
hostiteli poda celkovd komplexni mikrobiota izolovana z fekalniho vzorku. Ta se vyuziva
napiiklad u rekurentnich zavaznych prijmovych onemocnéni zapiicinéné Clostridium difficile,
ktery je rezistentni na antibiotika. Tato 1é€ba pomuze nastolit celkovou stabilitu stfevniho
mikrobiomu a diverzitu, kdy pacienti maji snizené mnozstvi fekalnich Bacteroides
a Firmicutes. Pozitivni je, ze zhruba 90 % pacienti je po tomto zakroku vyléceno. Dokonce je

tento postup zvazovan jako mozna 1écba opakovanych zanétlivych stfevnich onemocnénich
(Béackhed et al. 2012; Barko et al. 2018).

4.1.1.3 SloZeni intestinalni mikrobioty ve zdravi a béhem nemoci

Diverzita mikrobioty v konkrétnim prostfedi oznacuje mnozstvi a hojnost rozlozeni
urcitého typu mikroorganizmu a je spojena s nékolika lidskymi onemocnénimi. Nizka diverzita
v gastrointestinalnim traktu, je roz$ifena u obou typu diabetes, obezity a Crohnovy choroby.
Naproti tomu vysoka rtiznorodost v poSevni oblasti je znakem bakteridlni vaginalni infekce
(Lloyd-Price et al. 2016). U lidi s prijmovymi potizemi byly zna¢né snizeny pocty
komenzalnich bakterii jako Eschericha coli, urcit¢é druhy enterokokd (E. faecium,
E. casseliflavus) a anaerobt (Bacteroides unformis a B. vulgatus, Clostridium bifermentas,
C. orbiscindens, C. perfringens, C. symbosium a C. glycolycum). Rovnéz byl patrny nartst rodu
Bacillus spp. (B. licheniformis, B. subtilis, B. mojavensis a B. pumilus). Vzrostly i poéty
nezadoucich bakterii jako Staphylococcus aureus, S. haemolyticus, S. epidermidis
a Streptococcus anginosus (Hugon et al. 2014; Schéffler et al. 2016).

Tabulka 11 hloubgji rozebira zmény mikrobioty ve spojeni S uvedenymi onemocnénimi.
Definice zdravé mikrobioty je dilezitd v 1écbé a prevenci onemocnéni mikrobidlniho pivodu.
Termin ,,zdravy*“ oznaCuje stav organizmu bez zjevné choroby. Slozeni mikrobioty je
dynamicky proces a ekologické diverzity mezi zdravymi jedinci se liSi, proto charakterizace
obecného zdravého mikrobiomu je naro¢na. Zdravy mikrobiom by nemél koédovat latky
Skodlivé pro hostitele nebo by tyto vlastnosti mély byt dobfe regulované hostitelem. Dalsi
vlastnosti je odolnost a adaptabilita ke zménam prostedi (vyziva, ontogeneticky vyvoj hostitele
aj.) Ci syntéza latek, kterym hostitele obohacuje a ptinasi potencionalni zaklad pro symbioticky
vztah (Lloyd-Price et al. 2016). Zdravé spolecenstvi je stabilni, tudiz schopné odolavat zménam
vyvolané ekologickym stresem a vratit se zpét do puvodniho rovnovazného stavu (Backhed et
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al. 2012). Helicobacter pylori je dobrym piikladem toho, Ze definice zdravé mikrobioty je
obtizna. Ptitomnost H. pylori zvysuje pravdépodobnost vyvinu zaludecnich viedt a karcinomu
zaludku. Zaroven jeho pfitomnost snizuje gastroezofagealni reflux a détské astma, coz je
v tomto ohledu pfinosné (Cho & Blaser 2012). Mezi prospés$né bakterialni druhy mizeme fadit
vySe zminéné probiotické rody (Lynch & Pedersen 2016).

Tabulka 1: Zmény v mikrobioté GIT spojené s onemocnénimi

(Clemente et al. 2012; Cho a Blaser 2012)

Onemocnéni Konkrétni zmény v piitomné Obecna charakteristika zmén
mikrobioté mikrobioty
Lactobacillus spp. | Brzka kolonizace GIT laktobacily
a Casné osidleni mikrobiotou s vyssi
Alergie Bifidobacterium adolescentis | diverzitou je  spojovano  se
Clostridium difficile | zmirnénim alergii
Helicobacter pylori |
Celiakie Bacteroides vulgatus 1 U pacientt s celiakii se nachazi
Echerichia coli | vyssi diverzita intestinalni
Clostridium coccoides | mikrobioty
Karcinom H. pylori 1 H. pylori je spojovan s tvorbou
Zaludku gastrickych adenokarcinomi
Obezita Bacteroides | S obezitou jsou spojeny velké
Lactobacillus 1 zmény  ve  slozeni  stfevni
Podil Firmicutes/Bacteroidetes | mikrobioty.
Methanobrevibacter smithii |
Anorexie Methanobrevibacter smithii 1 Bacteroidetes, Firmicutes

a Lactobacillus spp. jsou podobné
zastoupeny jako u Stihlych pacientt

Zanétliva strevni
onemocnéni

Bacteroidetes |
Lachnospiraceae |
Actinobacteria 1

Proteobacteria 1

Clostridium leptum |
Clostridium coccoides |
Faecalibacterium prasnityii |
Podil Firmicutes/Bacteroidetes |
Bifidobakterie |

Zanétliva stfevni onemocnéni jsou
spjata s celkovou dysbiozou.

Crohnova nemoc

Bacteroides ovatis |
Bacteroides vulgatus |
Bacteroides uniformis |

U pacientt s CD se vyskytuje
celkova niz$i mikrobialni diverzita

Diabetes 2. typu

Firmicutes |

Clostridium spp. |
Betaoroteobacteria 1

Podil Firmicutes/Bacteroidetes 1

Zmény mikrobioty GIT jsou spjaté
s hladinou glukézy v krevni plazmé
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4.1.1.4 Zdravotni pfinosy mikrobioty

Stievni mikrobiota mize pozitivné pusobit na hostitele. Stfevni mikrobiotou je
vykonavano hned nékolik duleZitych roli zahrnujicich: metabolizmus nutriénich slozek
a cholesterolu, enteropaticky cyklus zlu¢ovych kyselin, syntézu vitamina (vitamin K, vitaminy
skupiny B), stfevni pohyby a modulaci imunitniho systému. Mezi hlavni disledky patii St€peni
komplexnich sacharidu, tudiz zptistupnéni zivin a tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem
(kyselina octova, propionova a butyrova). Timto zpiisobem je zvySovana rychlost proliferace
sttevniho epitelu, je posilovana jeho integrita spolu s regulaci diferenciace buné¢k, ¢im je
snizeno karcinogenni riziko. Dal§imi poli plisobnosti je ochrana proti patogeniim a modulace
imunitniho systému. Pomoci bakteridlnich signalii ur€enych imunitnimu systému GIT ma
mikrobiota vliv na kontrolu lokalnich i systematickych zanétii. Zaroven se mikrobiota podili
na neutralizaci toxickych metabolith utvafenych jatry a tim na detoxikaci organizmu (Comito
et al. 2014; Frithauf 2017).

4.2 Zanétliva stirevni onemocnéni

Zanétliva stfevni onemocnéni (IBD) jsou chronicka navracejici se onemocnéni
postihujici gastrointestinalni trakt, pficemz nejvice postizenymi skupinami jsou lidé ve véku
15-25 let a 50-80 roki. Korelace mezi IBD a pohlavim nebyla prokazana. Do zanétlivych
sttevnich onemocnéni spada ulcerézni kolitida (UC), Chrohnova choroba (CD)
a interdeterminovana kolitida (IC), ktera ma znaky na pomezi CD a UC. Tato onemocnéni jsou
velmi vysilujici a Casto bolestivé s negativnim dopadem na celkovy stav pacienta, proto je
nezbytna vasna léc¢ba. Pricina téchto onemocnénich neni dosud znama. Projev zanétlivych
sttevnich onemocnéni 1ze ve zkratce uvést jako selhani schopnosti regulovat imunitni odpovédi
a utlum tolerogenni reakce slizni¢niho imunitniho systému na antigenni substance vyskytujici
se ve sttevnim obsahu (mikrobi, kvasinky, ¢i antigeny jiné povahy) u geneticky disponovaného
jedince. To je patrné kvuli chybnému rozeznani molekularnich vlastnosti zdravé ¢i patogenni
mikrobioty GIT a s tim spojenym abnormalnim vylu¢ovanin antimikrobialnich latek. U IBD
dochazi nejspise k polygennimu typu dédi¢nosti (detekovano vice nez 60 genovych lokust),
kdy se vnéjsi vlivy (prostiedi, stres, koufeni, antibiotikoterapie, vyziva, infekce aj.) podili na
roli spoustéce (Lukas 2009; Fri¢ 2010; Ehrmann & Koneény 2011; Mitrova 2012; Matsuoka &
Kanai 2015). U IBD neni prokazan pfenos onemocnéni z pacienta na druhou osobu, avsak byla
popsana kolerace niz§iho vyskytu IBD v zemich s nizkou incidenci stfevnich nemoci a nizkou
hygienickou trovni (Shanahan 2002; Ehrmann & Koneény 2011).

U jedincu, jejichz mikrobiota se nelisi od zdravé populace, IBD nemize vzniknout.
Proto je dysbidza nejvice pozorovanym parametrem této nemoci, ale zatim se nevi, zda je
pfic¢inou ¢i nasledkem IBD. Ptikladem dysbidzy ptitomné u IBD je rodovy a druhovy nérGst
kmenu Proteobacteria, Actionbacteria a ubytek kmenu Bacteroidetes (Bacteroides fragilis)
a Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii) (Fri¢ 2010; Ehrmann & Koneény 2011; Backhed
et al. 2012; Comito et al. 2014; Matsuoka & Kanai 2015; Alhagamhmad et al. 2019).
Za pavodce dysbidzy jsou povazovany rody a druhy Eubacterium, Bacteroides, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas, Peptostreptococcus a enteroiinvazivni kmeny Escherichia coli.
Zanétliva odpovéd’ GIT je spousténa a udrZzovana stfevni mikrobiotou, proto je k 1écbé
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doporucovana zména a regulace hostitelského mikrobidlniho prostiedi. Kvili tomu jsou
dikladné studovany pfi¢iny dysbiozy jako zpusob porodu, opakovana antibiotikoterapie
v détstvi, uméla vyziva kojencl, zpusob a skladovani potravin ¢i hygienickd uroven
Vv postizenych rodinach (Fri¢ 2010; Ehrmann & Koneény 2011). Rovnéz 1é¢ba muze byt
zaméfena na cilenou modifikaci intestinalni mikrobioty pomoci prebiotik, probiotik,
¢i antibiotik (Lukas 2009).

Pro zanétliva stfevni onemocnéni neexistuje zadna definitivni 1é¢ba. Je zaméfena hlavné
na 1é¢bu relapsu (aktivni stadium nemoci provazené zhorSenim zanétti) a na nastoleni a udrzeni
remise (klidové stadium nemoci), hojeni intestinalni sliznice, 1écbu komplikaci, potlaceni
symptomu IBD a zvyseni celkové kvality zivota pacienta. Lécba je dlouhodoba a kombinovana,
aby se predeslo nezadoucim vedlej$im ucinkiim. Terapie zavisi na typu a aktivité nemoci a lze
ji podle toho intenzifikovat &i prizptisobovat jednotlivym pozadavkim (Lukas 2011; Sachlova
2011; Mitrova 2012; Obcanské sdruzeni pacienti s idiopatickymi stievnimi zanéty et al. 2016;
Dujsikova 2018).

V obdobi remise je nasazena udrzovaci lécba, jejiz zakladem je konzervativni
(medikamento6zni) terapie do niz spadaji aminosalicylaty, imunosupresiva a biologicka 1é¢ba.
Béhem komplikaci a relapsu dochazi k nasazeni intenzivni terapie jako aminosalycylaty,
biologickéa 1écba, kortikoidy ¢i antibiotika. Cilem 1écby v obdobi relapsu, je co nejrychleji
potladit zanétlivou aktivitu a zajistit Gstup symptomi nemoci (Lukas 2009; Ehrmann &
Konec¢ny 2011; Lukas 2011; Mitrova 2012; Dujsikova 2018).

4.2.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba (CD) je autoimunitni onemocnéni, které miize postihnout jakoukoli
Cast gastrointestinalniho traktu. Kvili moznému rozsifeni CD do vSech ¢asti GIT, je dulezita
endoskopie horni a dolni ¢asti GIT, coz zahrnuje esofagogastroduodenoskopii a kolonoskopii
s intubaci terminalniho ilea. V pfipadé prohlidky tra¢niku, je kolonoskopie spjata s biopsii.
U lokalizace v tenkém stievé je aplikovana magnetickd rezonance ptipadné i enteroskopie.
Dalsi metody (napt. zobrazovaci) slouzi k vylouc¢eni komplikaci a piesnéjsi diagnostice
(Ehrmann & Kone¢ny 2011; Mitrova 2012).

Pribéh CD muze byt indolentni, fibrotizujici, stenozujici ¢i agresivni. Ptiznaky
Crohnovy choroby se 1i8i v zavislosti na lokalizaci nemoci a jejim vyvoji. Tato nemoc je typicka
pfitomnosti segmentalniho (prolindni zdravych a nemocnych usekll), granulomatézniho,
transmuralniho zanétu prochazejici celou intestinalni sténou GIT, pfi€emZ pocatecni drobné
roztrousené mélké ulcerace (viedy) mohou vést ke zvétSenym viedovym formacim. Kwvili
tomu, Ze zanét muze prostupovat celou st€nou stieva, mohou se objevovat jisté komplikace jako
perforace stieva (pistéle), abscesy, stenotické iseky, zhorSena peristaltika stiev ¢i intestinalni
krvaceni. Nejcastéji je postihovana oblast ileocekalni (45- 60% incidence) a tracnikova (25-
45 %). Postizeni pouze tenkého stieva (5- 15 %), atypickych lokalit jako dutina Ustni, jicen
nebo zaludek (do 5 %) ¢i vylucné oblasti kone¢niku spolu s analni oblasti (5 %) se pohybuje
v ramci incidence u CD az na poslednim misté¢ (Ehrmann & Koneény 2011; Mitrova 2012;
Urbanska et al. 2016; Dujsikova 2018).

Pokud je postiZzena oblast terminalniho ilea, dochazi Casto k bolesti bficha (hlavné
Vv oblasti pravého podbtisku), nechutenstvi, ubytku na hmotnosti a poruse rastu. V piipadé
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lokalizace v tlustém stfevé, pacient trpi prijmovitou stolici a enterorhagii. PostiZzeni horni ¢asti
gastrointestindlniho traktu je doprovazeno syptomy jako nevolnost nebo zvraceni. Pti lokalizaci
V perianalni oblasti je tato nemoc doprovazena moznou manifestaci riznych modifikaci
alimentarni trubice (piStéle, fisury, enterorhagie, abscesy ¢i strazné hrbolky) (Ehrmann &
Kone¢ny 2011; Mitrova 2012).

Dysbioza ptitomna u CD je velmi znacna a dokonce mnohem vyss$i nez u ulzerozni
kolitidy (Pascal et al. 2017). Béznymi ptiznaky CD je sniZena bakterialni diverzita, vy$§i mira
docasné nestability ekosystému, sniZzeni hojnosti komenzalnich bakterii jako Bacteroides,
Firmicutes (Faecalibacterium prausnitzii, laktobacily), Veillonellaceae (Dialioster), Roseburia
(R. faecis), Coprococcus, Gemmiger (G. Formicilis), Ruminococcus bromiii, a bifidobakterii.
Mnozi ztéchto komenzali (Roseburia, Coprococcus, Faecalibacterium, Ruminococcus)
produkuji kratké mastné kyseliny. U jedince s CD jich mize byt nedostatek. U CD se
vyskytovaly zvySené poéty proteobakterii, Enterobacteriaceae, Clostridium perfringens,
Ruminococcus gnavus ¢i Bacteroides fragilis (Walker & Lawley 2013; Alhagamhmad et al.
2019). Zvysené pocty Enterobacteriaceae u IBD indikuji pouze CD. Snizené mnozstvi
ilealnich Faecalibacterium prausnitzii je spojeno s vysokou pravdépodobnosti raného vyvinu
aktivni iledlni formy CD ¢i relapsu. Mikrobidlni zmény mohou poukazovat na priitbéh nemoci,
a proto mohou poskytnout vhodny nastroj véasné prognézy pribéhu CD (Fujimori et al. 2007;
Comito et al. 2014; Alhagamhmad et al. 2019; Kowalska-Duplaga et al. 2019).

4.2.2 Ulceréozni kolititida

Ulcerozni kolitida (UC) se projevuje viedy a hemoragicko-kataralnimi zanéty
intestinalni sliznice v oblasti tlustého stfeva a/nebo koneéniku. U détskych pacienti mutize dojit
K opozdeni puberty, poruSe rustu (zejména u tézké pankolitidy) a tibytek na hmotnosti neni
béZné zavazny. Hepatobilirni komplikace zahrnuji u UC skler6zujici cholangitidu (Mitrova
2012). Vramci diagnostiky UC, se laboratorné¢ stanovuje pritomnost protilatek proti
neutrofilnim leukocytiim. Mezi dal$i metody diagnostiky je casto fazena endoskopie, kdy u UC
je stéZejni nalez pii kolonoskopii. K té je doporucovano i dodate¢né vysetieni horni ¢asti GIT
kvili kompletni diagnostice, které mtize byt doplnéno histologickymi poznatky. Dalsi metody
jsou vyuzivany k vylouéeni komplikaci (Ehrmann & Koneény 2011; Mitrova 2012)

Pro UC je typické, ze vzdy postihuje koneénik, postupuje oralnim smérem a kolon muiize
postihnout jen z&asti nebo i zcela. Toto onemocnéni mize byt déleno na rizné typy dle jeho
rozsahu. Typ El (ohrani¢eny typ) postihuje kone¢nik a distalni ¢asti pars descendens,
E2 pusobi i v levém tra¢niku a E3 je pankolitida. Pankolitida postihuje cely rozsah kolonu
a projevuje se nejcasteji u deti. Pii1 proktokolitidé€ je postizeno rektum a nepfesahuje za lienalni
ohbi. U extenzivniho tvaru je pfesahnuto liendlni ohbi ordlnim smérem. Pfi fulminantni kolitidé
zanét napada vSechny intestinalni vrstvy, hrozi stfevni paralyza ¢i perforace a jiz ohrozuje zivot
pacienta. U UC po odstranéni tlustého stfeva mize vzniknout zanét vaku vytvoreného z tenkych
klicek, jez se nazyva pouchitida. UC miZze mit nékolik n¢kolik typi pribéhi jako intermitujici,
remitujici nebo epizodicky. Ulcerdzni kolitida mize byt doprovazena bolesti bficha, krvacenim
konec¢niku, ztratou hmotnosti, horeckami, anémii, inavou ¢i tenezmy (Ehrmann & Konecny
2011; Mitrova 2012; Urbanska et al. 2016; Dujsikova 2018).
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UC je onemocnéni, jehoz zanétlivé pfiznaky a morfologické zmény sidli primarné
Vv tlustém stfevu. Stfevni mikrobiota u pacientli s touto nemoci je znacné narusena a je podobna
dal$im jinym zanétlivym stievnim onemocnénim (Walker & Lawley 2013).

4.2.3 Rozdily mezi Crohnovou chorobou a ulcerézni kolitidou

UC a CD patii do zanétlivych stievnich onemocnéni a v nékolika ohledech maji hodné
spolecného. Vyskytuji se tu vSak dilezité rozdily, o nichZ pojednava.

Tabulka 22 zminuje roli vyzivovych doplnka pii 16¢be.

Tabulka 2: Rozdily mezi Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou

Sledovany znak Specifika u CD Specifika u UC
Oblast tlustého stteva, vzdy
Postizeni GIT MizZe byt u jakékoli ¢asti GIT konecniku

Postupuje aboralnim smérem

Mize byt zvraceni, autoimunitni

Symptomy hepatitida Miize byt sklerozujici cholangitida
Zmény v Zvysené poCty Enterobacteriaceae,
mikrobioté horsi stav dysbidzy nez u UCs Podobna mikrobiota jako u IBD
U probiotik nebyl prokazan vétsi vliv
Vyzivové dopliiky | Nnanemoc Probiotika maji pfiznivy vliv na UC
P1i relapsu bezezbytkova dieta Probiotika snizuji pocet relapst
Probiotika zlepsuji endoskopické
nalezy

Prti relapsu exkluzivni enteralni vyziva | Dieta podobna jinym u IBD

4.3 Rod Bifidobacterium

Bididobakterie se fadi mezi komnzalni skupinu bakterii mikrobioty traviciho traktu.
Jejich pfitomnost ve vysokych poctech je spojena se zdravotnim piinosem, coz vede k jejich
pouziti jako probiotik (Bottacini et al. 2017). U lidi s CD byl zaznamenam jejich snizeny vyskyt
¢i absence (Alhagamhmad et al. 2016).

4.3.1 Morfologie a fyziologie

Bifidobakterie patfi mezi nesporulujici a nepohyblivé grampozitivni bakterie. SloZeni
bunééné stény je typické pro grampozitivni bakterie. Bifidobacterium spp. je anaerobni, nebo
fakultativn€ anaerobni a katalaza negativni. Bifidobakterie maji tvar buniky podobajici se ,,Y*
¢l ,,V* tvaru. Nizkd koncentrace N-acetylaminosacharidi, vapenatych ionti ¢i urcitych
aminokyselin (alanin, glutamova kyselina, serin) v kultivacnim médiu, mohou vyvolat zmény
tohoto typického tvaru (Biavati et al. 2000; Lee & Sullivan 2010).

Hlavnimi fyziologickymi znaky bifidobakterii je sacharolyticky typ metabolismu,
nulova schopnost tvofit plyn a negativni katalaza. Optimalni podminky ristu pro bifidobakterie
zahrnuje anaerobni prostfedi, pH v rozmezi mezi 6,0 a 7,5 a teplotu 37-41 °C. Pti teplotach
nizsich 20 °C a vyssich 46 °C je zastaven jejich rast s vyjimkou B. callitrichidarum, pro néhoz
je teplotni optimum 45 °C ¢i Bifidobacterium thermacidophilum, ktery je schopen rustu
dokonce piti 49,5 °C. Nékteré druhy bifidobakterii jsou tolerantni i vici vyssi acidité (B. samirii
a B. callimiconis jsou schopny rast pii pH 4-6). Pii pH pod 4,0 a nad 8,0 bifidobakterie nejsou
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schopny rast (Biavati et al. 2000; Alp & Aslim 2010; Modesto et al. 2018; Duranti et al. 2019;
Modesto et al. 2019; Eckel et al. 2020; Modesto et al. 2020).

Tento rod je pfevazné striktn€ anaerobni, avSak citlivost vic¢i kysliku je rizna
u jednotlivych druhi a najdou se i vyjimky jako Bifidobacterium psychroaerophilum, ktery je
schopen rustu i za aerobnich podminek (Biavati et al. 2000; Simpson et al. 2004; Lee & Sullivan
2010). Citlivost na oxidativni stres se u jednotlivych druht bifidobakterii muze lisit, pticemz
nejvyssi toleranci ma Bifidobacterium psychroaerophilum a Bifidobacterium animalis subsp.
lactis. Reaktivni formy kysliku (ROS) spolu s vodou vytvaii vysoce toxicky peroxid vodiku.
V piipadé¢ akumulace H2O2 dochazi k inhibici FOPPK az k zaniku bunky. K odstranéni
reaktivnich forem kysliku anaerobnimi bakteriemi jsou vyuzivany rizné mechanizmy
zahrnujici ezymy jako NADH oxiddza, NADH peroxidaza, katalaza nebo superoxid dismutéza.
Avsak genomové studie bifidobakterii neprokazaly pfitomnost piislusnych kodujicich gent pro
vySe zminéné enzymy (az na analog genu pro NADH oxidazu, pfi jejiz aktivit¢ by doSlo k
akumulaci H20,). Ztejmé bifidobakterie vyuzivaji pro odbouravani ROS thioredoxin
reduktazu, jez je u vSech kédovana (Lee & Sullivan 2010).

Velka ¢ast bifidobakterii se vyskytuje v lidském GIT. Kvili tomu musi byt schopné
odolavat prostredi, kde jsou vystaveny kyslikovym radikalim, organickym kyselindm, zluci
(Jejim kyselinam a solim) a osmotickému stresu. Odolnost vii¢i zZlu¢i je nezbytna kvuli
prichodu bakterii tenkym stfevem a je zajiSténa enzymatickymi mechanizmy jako jsou
odtokové pumpy, transportéry zluci a hydrolazy zlucovych soli. ATPazy jsou odtokové pumpy
aktivné vylucuji kationty z bakteridlni bunky a zajist'ujici jeji ochranu. Zv1ast rezistence vici
potencidlnim Skodlivym latkam lokalizovanych v GIT umoziiuje probiotickym bakteriim lepsi
zivotaschopnost a konkurenceschopnost. Dobrym ptikladem je Bifidobacterium longum subsp.
longum, jez je rezistentni vii¢i arsenu, ktery je v nizkych koncentracich obsazen v lidské stravé
(Bottacini et al. 2014; Lee & Sullivan 2010).

Serinovy protedzovy inhibitor (Serpin) zvySuje ochranu bakterii vic¢i lidskym
protolytickym enzymiim jako jsou a-antintrypsin a lidsk4 neutrofilni elastaza. Vyskytuje se
u nékterych druht bifidobakterii (naptiklad Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium dentium) a ptedstavuje pro né¢ urcitou konkuren¢ni vyhodu (Ventura et al.
2007; Turroni et al. 2010).

Pro metabolismus tohoto rodu je typicka metabolicka fermentace hexozy, jejizklicovym
enzymem je fruktoza-6-fosfat fosfoketolaza (FOPPK). Hex6za (glukoza ¢i fruktoza) je pomoci
tohoto enzymu Stépena na erytrozu-4-fosfat a acetylfosfat a dalSimi reakcemi az na acetat a
laktat. 1 mol glukézy je pfeménén na 2,5 molekuly ATP; 1,5 molu acetatu a 1 molu laktatu
(Biavati et al. 2000; Bottacini et al. 2014). Tyto molekuly jsou dale vyuzity na produkci energie.
Bifidobakterie jsou jedny z mala intestinalnich bakterii, které maji F6PPK, a proto se tento
enzym vyuziva k jejich rodové identifikaci. Nicméné jsou i vyjimky, kdy je tento enzym
pfitomny u jinych taxont jako jsou Gardnella vaginalis (fylogeneticky si jsou ptibuzné)
¢i Acetobacter xylimum (gramnegativni) (Lee & Sullivan 2010).

Bifidobakterie jsou schopny zuzitkovat oligosacharidy a komplexni sacharidy
nestravené hostitelem. Tyto komplexni latky jsou Stépeny na jednodussi a tim je zlepSovana
stravitelnost nedostupnych zivin pro hostitele. Zbylych 10- 15 % téchto Zivin je preménéno
na kratké fetézce mastnych kyselin, které je hostitel jiz schopen stravit (Ventura et al. 2007).
Schopnost zuzitkovat slozitéjsi latky je nezbytna pti zuzitkovani latek v hostitelském prostiedi
chudém na ziviny a v ramci posileni konkurenceschopnosti mezi stfevni mikrobiotou (Lee &
Sullivan 2010).

22



4.3.2 Taxonomie a vyskyt

Rod Bifidobacterium taxonomicky patii do domény Bacteria, kmenu a tfidy
Actinobacteria, fadu Bifidobacteriales, ¢eledi Bifidobacteriaceae (Ventura et al. 2007; Klein et
al. 1998; Lugli et al. 2018). V dnesni dob¢ se rod Bifidobacterium déli do sedmi
fylogenetickych  kategorii:  Bifidobacterium  adolescentis, Bifidobacterium  bifidum,
Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium boum, B. longum,
Bifidobacterium pullorum a B. pseudolongum (Ventura et al. 2006; Alberoni et al. 2019).

Bifidobakterie byly izolovany zrozdilnych ekologickych nik jako jsou
gastrointestinalni trakt zivocichli, dutina Gstni, lidskd potrava, hmyzi utroby, fermentované
mlééné vyrobky a odpadni vody (B. minimum a B. subtile). Vyskyt téchto zminénych druht
mnohdy vypovida jiz z jejich nazvu: Bifidibacterium adolescentis byl izolovan z fekalnich
vzorkt dospélych jedinct. B. longum subsp. infantis z fekalnich vzorkt kojenct, B. dentium
Z dutiny usni, B. animalis subsp. lactis z fermentovaného mléka, B. bombi z traviciho traktu
¢meldka a B. boum a ruminantium z kravského bachoru (Ventura et al. 2007; Bottacini et al.
2014).

Typickymi druhy u dospélého ¢lovéka jsou B. adolescentis. Druhy B. angulatum,
B. dentium a B. longum subsp. longum a B. catenulatum byly izolovany jak u dospé€lych, tak u
déti. Mezi bifidobakterie typické pro kojence patii B. breve a B. longum subsp. infantis.
Mikrobiota se s vékem, zdravim a stravou hostitele dynamicky méni, a tudiz novorozenci
mohou mit az 10°%- 10™ kolonie tvoficich jednotek bifidobakterii v 1 gramu stolice, coz se
vzristajicim vékem zpravidla klesa. U novorozencl pfivedené na svét cisaiskym fezem je
mnohem méné bifidobakterii, protoze neprosly vaginalnim traktem matky. Bifidobacterium
longum subsp. infantis je schopen G¢inné utilizovat matefské mléko spolu s plnym vyuzitim
mocoviny a tim pokryt své pozadavky na dusik a zbyte¢né o néj neobirat hostitele, ktery
potiebuje co nejvice dusiku k ristu. S nastupem odstavu od matetského mléka se rozsifeni
Bifidobacterium longum subsp. infantis v lidském GIT snizuje a je nahrazen druhem
Bifidobacterium longum subsp. longum. Ten na rozdil od B. longum subsp. infantis je schopen
1épe zuzitkovat komplexni sacharidy a polyoly, které jsou typické pro rostlinnou stravu
(obsahuje vice genu pro tvorbu arabinofuranosidaz, xylanaz a gent pro utilizaci polyolt)(Lee
& Sullivan 2010). Kvuli své schopnosti §tépit nestravené komplexni sacharidy, bifidobakterie
osidluji dolni ¢ast GIT. V horni ¢asti GIT se vyskytuji rody bakterii jako Lactobacillus spp., jez
vyuZzivaji méné komplexni latky (mono-, di-, trisacharidy...). Timto zpiisobem si tyto rody mezi
sebou nekonkuruji a vznika mezi nimi symbioticky vztah (Ventura et al. 2007).

Bifidobacterium animalis, B. longum subsp. longum, B. breve, B. adolescentis,
B. catenulatum, B. pseudolongum ¢i B. dentium jsou druhy bifidobakterii, které se bézné
vyskytuji v GIT riiznych Zivocichl (pes domaci, rlizni primati, hlodavcci, hmyz aj.). Pocetna
skupina nové popsanych druhii bifidobakterii pochazi z novosvétskych druhi opic a zahrnuje
napiiklad B. parmae (izolovano z vykali kosmana zakrslého), B. margollesii (kosman zakrsly),
B. imperatoris (tamarin vousaty), B. reuteri (kosman bélovousy), B. stellenboschensce (tamarin
zlutoruky) (Bottacini et al. 2014; Lugli et al. 2018), B. catulorum (kosman bélovousy)(Modesto
et al. 2018a) ¢i B. jacchi (kosman bélovousy) (Modesto et al. 2019). B. animalis subsp. lactis
(mléko), B. boum, B. crudilactis (Cerstvé mléko), B. merycicum, B.ruminantium
a B. pseudolongum subsp. globosum byly izolovany ze vzorka skotu (Lee & Sullivan 2010;
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Bottacini et al. 2014). Mezi izolaty pochazejici ze slepic patti B. gallinarum a B. pullorum (Lee
& Sullivan 2010; Bottacini et al. 2014). Praseci izolaty zahrnuji B. choerinum (selata),
B. longum subsp. suis, B. pseudolongum subsp. pseudolongum, B. psychrosaerophilum,
B. thermacidophilum a B. thermophilum (Lee & Sullivan 2010; Bottacini et al. 2014). Mezi
izolaty/druhy z hmyzu patii B. bombi (¢melak), B. asteroides, indiccum a coryneforme (vcela
medonosna) (Lee & Sullivan 2010; Bottacini et al. 2014). B. animalis subsp. lactis se vyskytuje
v prostfedi, kde probiha mozna fermentace laktozy, tudiz ve fermentovanych mlécnych
vyrobcich (Lee & Sullivan 2010; Bottacini et al. 2014)

4.3.3 Vyznam a funkce bifidobakterii v travicim traktu

Bifidibokaterie jsou komenzalnimi bakteriemi GIT, sjehoz mikrobiotou a zaroven
Snim samotnym interaguji. Mezi timto rodem a ostatnimi mikroorganizmy je vytvofena
konkurence o ziviny, respektive o zivotni podminky. S ostatni mikrobiotou naopak jsou
schopny vytvafet synergicky vztah. Tento G¢inek byl pozorovan u pokusech na mysich, kdy
Bifidobacterium spp. a Bacteroides spp. spoleéné byly schopné degradovat $irsi spektrum
polysacharidi a dochazelo k celkovému lep§imu zuzitkovani Zivin. (Lee & Sullivan 2010)

Nékteré bakterie jsou charakteristické produkci bakteriocinl, jez jim zajiStuje
vyhodnou pozici z hlediska konkurenceschopnosti v pfirodnim ekosystému. Bakteriociny jsou
drobné antimikrobidlni peptidy, které inhibuji podobné ¢i ptibuzné bakteridlni rody. Mezi
bakteriociny patii i Sirokd skupina pod nazvem lantibiotika, ktery je produkovan naptiklad
poddruhem Bifidobacterium longum subsp. longum. Tyto latky na rozdil od bakteriocint
obsahuji i posttranslatné upravené aminokyseliny jako je lantionin, a-methyllantionin
a cyklické slouceniny (Lee & Sullivan 2010). Bylo pozorovano, ze bacteriocin konkrétné
produkovany B. bifidum je schopen aktivné zasahovat proti rodm Listeria spp., Bacillus spp.,
Enterococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. a Pediococcus spp. (Biavati et al.
2000).

Bifidobakterie se zasluhuji o modulaci ur€itych bakterialnich skupin, které by mohly

negativné ovliviiovat hostitele. Byla pozorovana korelace, kdy se vzristajicim poctem
bifidobakterii u hostitele klesaly poéty Escherichia coli a klostridii, coz fungovalo i opaénym
zpusobem. U vysSiho poctu bifidobakterii je rovnéZz sniZzovana koncentrace S$kodlivych
produkti jako jsou amoniak, fenol, p-kresol a i enzymd, které se podili na jejich produkci
(ureaza, tryptofanaza, B-glukorinadaza) (Lee & Sullivan 2010).

Bifidobakterie jsou také prospésné svymi kone¢nymi metabolickymi produkty. Do
téchto latek patii vitaminy, kratké fetézce mastnych kyselin (MK), kyseliny a polynenasycené
mastné kyseliny (CLA) (Bottacini et al. 2014).

MK s kratkym fetézcem (acetat, laktat) jsou produkty fermentace komplexnich
polysacharidi v GIT. Jejich piitomnost hraje klicovou roli v lidském metabolizmu
prostiednictvim stimulace absorbce sodiku a vody. Zaroven je diky MK sniZzovano pH lumenu
a biologicka dostupnost toxickych amint. Acetat posiluje intestindlni obranyschopnost
zprostifedkovanou epitelialnimi buiikami, chrani pied infekci zptisobenou Escherichia coli a je
také Zivinou pro bakterie produkujici butyrat, jez je Zivnym substratem pro kolonocyty a podili
se na udrzovani epithelialni celistvosti (Bottacini et al. 2014; O’Callaghan & van Sinderen
2016; Alhagamhmad et al. 2019).

Konjugovana kyselina listovad zahrnuje polohové a geometrické izomery esencialni
mastné kyseliny linolenové (CLA; C18:2, cis-9, cis-12 oktadekadienova kyselina) a je
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produkovana  bakterialnimi  rody  zahrnujici  Lactobacillus,  Propionibacterium,
Bifidobacterium, Pediococcus, Enterecoccus a Lactoccus. B. breve ma z bifidobakterii nejvyssi
imunomodula¢ni aktivita a schopnost mirnit obezitu (Bottacini et al. 2014).

Dalsi kladnou roli tohoto rodu je syntéza vitamind. Studie zjistily, ze druhy B. bifidum,
B. breve, B. adolescentis, B. longum subsp. infantis a B. longum subsp. longum jsou schopné
syntetizovat vitaminy skupiny B (thiamin (Ba1), pyridoxin (Bs) a kyselina listova (Bg) (Lee &
Sullivan 2010).

Bifidobakterie jsou schopné degradovat pro hostitele nestravitelné latky a tim ho
obohacovat. Patfi mezi n¢ komplexni sacharidy jako jsou glykany rostlinného ptivodu (glukany,
fruktany, xylany, rezistentni Skrob, pektiny, celul6za, arabinoxylan a produkty degradace jejich
oligosacharidi) a hostitelné glykany (HMO a glykany mucinového typu O- a N-glykany).
V okamziku, kdy se latka ocitne uvnitf bakterialni cytoplazmy je podrobena enzymatickym
procesim (hydrolyza, epimerizace, deacetylace, deaminace a mozna fosforylace) zahrnujici
enzymy jako glykosylovou hydrolazu, fosforyldzu sacharidli, epimerazu, mutizu a/nebo
kindzzu. HMO jsou syntetizovany v mlééné Zlaze a obsahuji glukézu, galaktozu, N-
acetylglukosamin, fuk6zu a sialovou kyselinu. Glykany mucinového typu i mateifského mléka
jsou velmi podobné a v ptipadé jejich degradace by mohly byt propojeny glykosidickymi
vazbami, ¢ehoz jsou schopny druhy Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum subsp.
infantis. Rozkladem téchto sloZitych latek bakterialnimi druhy jsou vytvoieny mensi produkty,
které jsou vyuzitelné i pro ostatni mikrobialni druhy a timto zptsobem jsou bifidobakterie
schopné modulovat intestinalni mikrobiotu (Bottacini et al. 2014).
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5 Metodika

Cilem metodické ¢asti prace bylo z fekalnich vzorkli nové diagnostikovanych pacientti
s Crohnovou chorobou (CD) kvantifikovat, izolovat a identifikovat bifidobakterie.
Kvantifikace a izolace byla provedena pomoci selektivnich médii kombinaci metod zahrnujici
morfologickou analyzu, biochemické testovani specifického enzymu (fruktdza-6-fosfat-
fosfoketolaza), a hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF MS). Informace ke vzorkim a
detailni postup provedenych analyz je popsan nize.

5.1 Odbér vzorku a seznam darcu

Fekalni vzorky déti s CD (n=11) byly sbirany ve spolupraci s Fakultni nemocnici Motol
a byly analyzovany na Katedfe mikrobiologie, vyzivy a dietetiky (CZU v Praze). Jednalo se 0 5
chlapcii a 6 divek.
Rodice déti ¢i déti obdrzeli navod, jak vzorek fadné odebrat a uchovat. VVzorek stolice
0 velikosti liskového ofisku byl sterilné odebran do 9 mL fyziologického roztoku s glycerinem
(roztok byl pied sterilaci probublan CO; pro optimalizaci podminek pro anaerobni bakterie).
Bezprostiedné po odbéru byl vzorek transportovan do nemocnice, odkud byl pfevezen na
univerzitu pro provedeni jeho mikrobiologického rozboru. Vzorek byl transportovan na ledu
a byla zde snaha jej zpracovat do 12 hodin po odbéru, coZ nebylo vzdy realné.

5.2 Kultivaéni stanoveni

Na prokazani piitomnosti a pocti bifidobakterii byly pouzity dvé selektivni média.
Jednalo se o agary: Wilkins-Chalgren s octovou kyselinou a mupirocinem (BIF-MUP)
a Wilkins-Chalgren s mupirocinem a norfloxacinem (BIF-NORF). Pro kontrolni stanoveni
celkového poctu anaerobnich balterii ve vzorku byl pouzit agar Wilkins-Chalgren agar
se sojovym peptonem bez selektivnich slozek. Piesné slozeni médii je patrné z Tabulka 3.

Wilkins-Chalgren agary spolu se séjovym peptonem, cysteinem a Tweenem byly
rozpustény v destilované vod¢ a sterilovany. Po vytemperovani na 50 °C ve vodni lazni, byly
pridany kyselina octova, norfloxacin a mupirocin.
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Tabulka 3: Slozeni kultivacnich médii (VIkova et al. 2015)

Médium Podminky kultivace |SloZeni selektivniho média na 1000 ml

Wilkins-Chalgren agar |37 °C, 43 g Wilkins-Chalgren anaerobe agar (OXOID);

(WSP) pro celkové|48 hodin, 5 g Soéjovy pepton (OXOID); 0,59 L-cystein

pocty bakterii (kontrola) | anaerobni atmosféra (Sigma); 1 ml Tween (Sigma)

Wilkins-Chalgren agar |37 °C, 43 g Wilkins-Chalgren anaerobe agar;

S mupirocinem 48 hodin, 5 g Sojovy pepton; 0,59 L-cystein;

(BIF-MUP: pro anaerobni atmosféra 1ml Tween; 100 mg mupirocin (OXOID),

Bifidobacterium sp.) 1 ml ledova kyselina octova (Sigma)

Wilkins-Chalgren agar s |37 °C, 43 g Wilkins-Chalgren anaerobe agar;

norfloxacinem 48 hodin, 5 g Sojovy pepton; 0,59 L-cystein;

(BIF-NORF: pro anaerobni atmosféra 1 ml Tween, 100 mg mupirocin,

Bifidobacterium sp.) 200 mg norfloxacin (Sigma), 1 ml ledova kyselina
octova

Odbeérova sklenénd zkumavka se vzorkem (1. fedéni) byla zvazena pied a po vlozeni
vzorku, aby bylo mozné z rozdili hodnot vypocitat mnozstvi vzorku, které ma byt inukolovéno
do 2. fedéni. Kazdy vzorek stolice byl dale sériové nafedén v poméru 1:9. Mikrobiologicky
rozbor byl proveden pomoci deskové metody, kdy jednotlivd fedéni byla inokulovana do
Petriho misek. Ty byly zality pfislusnymi médii (WSP, BIF-MUP, BIF-NORF) ve dvou
kopiich. Zalité misky byly anaerobné kultivovany v anaerostatech (Anaerobic Plus Systém,
OXOID) s ptilozenymi paladiovymi katalyzatory (Sigma Aldrich) pfi 37 °C v atmosféte
CO2/H2 po dobu 48 hodin.

Narostlé kolonie bakterii po kultivaci byly spoéteny a znich odebrany izolaty.
Z mnozstvi narostlych bakterii byly zjistény pocty kolonii tvoficich jednotku (KTJ) v 1 g
vzorku stolice, dle vzorce nize.

P=[(P1+P2)/11] * F (KTJ/qg)

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sobé jdoucich pocitatelnych plotnach

F — prevracend hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvofici jednotka

5.3 lzolace bhifidobakterii

Kolonie bakterii S riznymi kultivacnimi charakteristikami (barva, tvar, struktura kolonie)
narostlé na Petriho miskach se selektivnim médiem pro bifidobakterie byly sterilné odebrany
bakteriologickou klickou a vlozeny do zkumavek s WSP bujonem. Takto vytvoreny izolat byl
nasledn¢ inkubovan pii 37 °C po dobu 24 hodin.

Nasledny den byl z kazdého izolatu injekéni stiikackou sterilné naneSen drobny vzorek
(kapka) na mikroskopické sklicko. Mikroskopicky preparat byl zkouman ve fazovém
mikroskopu pod zvétsenim 400x. Takto bylo mozné pozorovat morfologické vlastnosti dané
kultury i jeji Cistotu. Pokud se jednalo o ¢istou kulturu s nepravidelnymi tyc¢inkami byl tento
izolat podroben identifikaci.
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5.4 ldentifikace bifidobakterii

5.4.1 Detekce enzymu F6PPK

Detekce enzymu fruktoza-6-fosfoketolazy (F6PPK) je vyuzivana pii rodové identifikaci
bifidobakterii, pro které je jeho pfitomnost typicka. Tabulka 4 popisuje jednotlivé slozeni vSech
pouzitych chemikalii.

1,5 ml cerstvé narostlé kultury bylo stoceno pii 14500 otacek za minutu po dobu
3 minut. Supernatant byl slit a pelety resuspendovany v 75 ul bifipufru a 50 ul roztoku CTAB
S promichanim a naslednou inkubaci po dobu 5-ti minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo
ptidano 31 pl roztoku ¢islo 2 a stejné mnozstvi roztoku s ¢islem 7 s inkubaci pti 37 °C po dobu
30 minut. Nasledné bylo piidano 188 ul roztoku ¢islo 3 s inkubaci 10 minut pii laboratorni
teploté a poté bylo jesté pridano 125 pl roztoku ¢islo 4, 125 pl roztoku 5 a 125 pl roztoku 6.

Detekce enzymu FO6PPK (pozitivni reakce) je provazena zmeénou barvy ze Zluté
na fialovou az hnédou barvu.

Tabulka 4: SloZeni chemikalii na F6PPK

Chemikalie na F6PPK SloZeni chemikalii

Bifipufr 0,36 g K:HPO4; 0,10 g KH2POq4; 0,15 g cystein; 300 ml destilovana
voda

Roztok ¢islo 2 120 mg Nal; 200 mg Na-iodoacetat; 20 ml destilovana voda

Roztok ¢islo 3 4,17 mg Hydroxylamin; 30 ml destilované vody; upraveni pH na 6,5
pomoci 2 ml 40 % vodného roztoku NaOH

Roztok cislo 4 3 g Trichloroctova kyselina; 20 ml destilovana voda

Roztok ¢islo 5 2,48 g ml HCI; 17,52 destilovana voda

Roztok ¢islo 6 1 g FeCls; 62 pl HCI; 20 ml destilovana voda

Roztok ¢islo 7 Na jeden vzorek pottebuju 0,00165 g soli pro enzym fruktdza-6-fosfat,
jez se rozpusti v 50 ul destilované vody

CTAB 45 mg Hexadecyltrimethylamonium bromid; 100 ml destilovana voda

5.4.2 Hmotnostni spektrometrie (MALDI TOF MS)

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s pruletovym analyzatorem (MALDI TOF MS) je metoda hmotnostni spektrometrie, ktera
analyzuje délku letu ionizovanych ¢astic desorbovanych od vrstvy matrix a analytu pomoci
vyuziti laserovych paprskt (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry). Na zakladé analyzy detekovanych spekter ribozomalnich proteind a srovnani
s dostupnou databazi (Bruker, Némecko) byly identifikovany jednotlivé izolaty bakterii. Jedna
se o metodu, ktera je velmi pfesna (pfesnost identifikace bakterii se pohybuje pies 91 %).
Zaroven se muze provozovat V béznych laboratofich diky své nenarocnosti a rychlosti
identifikace (Veen et al. 2010; Sogawa et al. 2011).

1 ml Cerstvé narostlé kultury kazdého testovaného vzorku byl centrifugovan pti 14500
otatéek za minutu po dobu 3 minut. Supernatant byl slit a pelety resuspendovany v 0,5 ml 70 %
ethanolu. Nasledovalo vortexovani a dalsi centrifugace za stejnych podminek po dobu 2 minut.
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Zbytkovy ethanol byl odebran a vzorek byl ,,susen (odpafeni zbytkového ethanolu) 10 minut
pii pokojové teploté. Promyté pelety byly resuspendovany v 20 ul 70% mravenci kyseliny a ve
stejném mnozstvi acetonitrilu. Po dal§im zvortexovani byl vzorek opét zcentrifugovan pfi
stejnych podminkach po dobu 2 minut.

1 ul supernatantu byl ve dvou kopiich aplikovan na desticku (Bruker, USA) a po
zaschnuti byl piekryt 1 ul matrice (Bruker). Tato matrice obsahuje kyselinu a-kyano-4-
hydroxyskoficovou Vv 50% acetonitrilu a 2,5% trifluoroctové kyseliné (HCCA matrice)
(Sogawa et al. 2011; Veen et al. 2010). Kvuli fotosenzitivité hydroxyskotricové kyseliny, byla
zaschla identifikaéni desticka vlozena na temné misto. Takto pfipravena desticka byla
neprodlen¢ analyzovana.

MALDI TOF MS analyzy byly provedeny na pfistroji Autoflex 1l TOF/TOF
hmotnostnim  spektrometru od firmy Bruker Daltonics (Billerica, Massachusetts)
(www.bruker.com, 2019). Spolu s vyrobnimi instrukcemi a software Flexcontrol 3.0 (Bruker
Daltonics) byla provedena identifikace v linearnim pozitivnim modu v ramci rozsahu 2 az 20
kDa. Tento spektrometr byl pravidelné kalibrovan externé s bakteridlnim testovacim
standardem od firmy Bruker Daltonics (extrakty Escherichia coli zahrnujici dodate¢né proteiny
RNaza A a myoglobin) (Sogawa et al. 2011).

Zaznamy U jednotlivych pikt byly pouzity ke srovnani s databazi Biotyper (Bruker
Daltonics, Némecko), ktera je pravidelné aktualizovana spole¢nosti Bruker (Van Veen et al.
2010). Tento krok byl proveden automaticky algoritmem programu porovnavajici vysledky jiz
naméfenych spekter a diky tomu byla spektra piesné pfifazena s danym druhem, ktery byl
zaznameny v databazy. Vysledky uspéSnosti pfifazovani programem bylo ohodnoceno skorem
s hodnotami od 0 do 3. Skore pod hodnotou 1,7 bylo povazovano jako nedostatecné a je tudiz
povazovano pouze jako identifikace rodu. Hodnota skore nad 2.0 indikuje identifikace druhu
(Veen et al. 2010; Sogawa et al. 2011).
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6 Vysledky

Cilem této prace bylo zjistit kvantitativni a kvalitativni zastoupeni bifidobakterii ve
vzorcich stolice déti s CD.

Pro stanoveni vybranych skupin bakterii byla pouzita kultivatni deskova metoda.
Pro kontrolni stanoveni celkového poctu anaerobnich bakterii ve vzorku byl pouzit
modifikovany Wilkins-Chalgren agar se so6jovym peptonem, cysteinem a tweenem
bez selektivnich slozek (CP). Pro bifidobakterie byly pouzity dva typy selektivnich agart-
modifikovany Wilkins-Chalgren agar s octovou kyselinou a mupirocinem (BIF-MUP)
a Wilkins-Chalgren agar s mupirocinem a norfloxacinem (BIF-NORF). Médium BIF-NORF
obsahovalo kombinaci dvou antibiotik, a tudiz byla u n¢j ocekavana vyssi selektivita.

Po kultivaci byly kvantifikovany detekované pocty bakterii (Tabulka 5). Primérné pocty
bifidobakterii detekované na agaru s norfloxacinem se pohybovaly v hodnoté 6,40 + 1,63 log
KTJ/g stolice. U agaru, ktery obsahoval pouze mupirocin byla primérna hodnota 6,99 + 1,45
log KTJ/g stolice. Detekované hodnoty bakterii u BIF-NORF se pohybovaly od 4,02 do 7,89
log KTJ/g stolice. U BIF-MUP se hodnoty pohybovaly mezi 4,20- 8,48 log KTJ/g stolice. BIF-
NORF obsahoval nizsi praimérné poéty bakterii na gram stolice nez BIF-MUP, tudiz byla u n¢j
prokazana vyssi selektivita. To se shoduje i s prvotni domnénkou a potvrzuje ji. Jako kontrolni
médium pro celkové pocty anaerobli byl pouzit neselektivni agar, a proto byl zjistén vyssi
primérny pocet bakterii (7,96 + 0,54 log KTJ/g stolice) ve srovnani s BIF-MUP nebo BIF-
NORF.

Tabulka 5: Detekované poéty bakterii u jednotlivych vzorkt

Vzorek Detekované pocty bakterii log KTJ/g stolice

CP BIF - NORF BIF - MUP
Pacient 1 8,76 6,56 6,60
Pacient 2 8,15 7,89 7,83
Pacient 4 8,26 4,02 4,20
Pacient 5 7,37 6,57 7,32
Pacient 6 8,24 6,59 7,64
Pacient 7 7,33 4,95 5,38
Pacient 9 8,09 7,17 8,48
Pacient 10 8,39 7,23 8,23
Pacient 11 8,03 7,80 7,76
Priimérny poéet = SD 7,96 + 0,54 6,40 + 1,63 6,99 + 1,45

Vysvétlivky: SD-smérodatna odchylka

Po kvantifikaci mikrobialnich skupin, nasledovala izolace bakterialnich kolonii s cilem
identifikovat dané bifidobakteriadlni druhy piipadné detekovat a identifikovat dalsi izolované
mikroorganismy. Pti detekci jinych mikroorganismt, bylo cilem zjistit miru selektivity daného
média pro danou mikrobialni skupinu.

Snahou této prace bylo odebrat z kazdého pouzitého selektivniho média co nejvice
reprezentativnich vzorkli (kolonies riznymi kultivaénimi charakteristikami). Na zakladé
kultiva¢nich znakii kolonii bylo cilem ziskat alesponi 12 izolatl, pficemz polovina byla
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odebrana z BIF-MUP a druhé z BIF-NORF. Pokud se na selektivnim médiu vyskytovala okem
rozeznatelnd vyssi variabilita kolonii, bylo odebrano vice izolati. Jednotlivé kolonie byly
kultivovany a identifikovany pomoci MALDI TOF MS, kde byly vzorky extrahovany do
ethanolu spolu za pouziti kyseliny mravenci, hydroxyskoficové a acetonitrilu. Diky této metod¢
se podafilo identifikovat celkem 127 izolatd, pficemz 5 z nich nebylo identifikovano z davodu
stejnych morfologickych vlastnosti pod mikroskopem jako u jinych izolatt ze stejného vzorku
(pacient 1, Candida glabrata). Z celkového poc¢tu odebranych izolatd bylo 65 izolati (51,18 %)
identifikovano jako bifidobakterie. Zbyvajicich 48,81 % izolati bylo identifikovano jako jiny
mikroorganizmus a selektivita danych kultivaénich médii byla vyhodnocena jako nedostatecna.
Prehled identifikovanych druhii je uveden v Tabulka 6.

Z celkového poctu 11 pacientii s CD byly bifidobakterie detakovany pouze u osmi. U tiech
pacientl se tento rod tedy nepodafilo viibec kultivacné stanovit. Nej€astéji identifikovanym
bifidobakterialnim druhem byl B. longum (pacienti 2, 5, 6, 8, 9), dale B. adolescentis (pacienti
5, 6, 8, 10) a B. bifidum (pacienti 2,10). V piipadé B. breve (pacient 11) a B. dentium (pacient 7)
byl kazdy z nich nalezen pouze u jednoho pacienta. Identifikace B. indicum byla zfejmé mylna,
protoze MALDI TOF MS skore u B. breve a B. indicum jsou si velmi podobna a rovnéz u tohoto
pacienta (11) pievazoval B. breve. Lze tedy konstatovat, ze pouzita metoda izolaty nebyla
schopna zcela piesné rozlisit. U tohoto pacienta byly identifikovany jesté dalsi 3 mikrobialni
druhy (Escherichia coli, Staphylococcus hominis a S. warneri), pficemz E. coli a S. hominis
byly nalezeny vyhradné pouze u tohoto pacienta. S. warneri se vyskytoval i u jednoho dalsiho
pacienta (4), u kterého byly nulové pocty bifidobakterii a pievaha Lactobacillus murinus, ktery
u nikoho jiného nebyl izolovan. Pacienti (1, 3, 4), ukterych nebyli identifikovany
bifidobakterie, m¢li pfevahu jiné mikrobioty. Vzorek pacienta 1 obsahoval kvasinku (Candida
glabrata), Bacillus cereus a Staphylococcus epidermidis. Candida spp. i S. epidermidis se také
vyskytovaly u ditéte Cisla 8, kde byl ptitomnym pouze druh Candida albicans a jeho typ
africana. U tohoto pacienta byly zastoupeny rovnéz tii druhy Streptococcus spp. (S. oralis, S.
pneumoniae a S. sanguinis), které¢ byly izolovany z obou médii. Do tohoto rodu mizeme
zaclenit S. parasanguinis, ktery byl u pacienta 6. Izolaty tohoto jedince zahrnobala krom
bifidobakterii a streptokoka, jest¢ Bacteroides uniformis. Rod Bacteroides byl detekovan
u4 z 11 pacientl a vZdy narostl na médiu BIF-NORF, tudiz je zjevné rezistentni norfloxacinu.
Pacienti s ptitomnymi Bacteroides spp. méli az na jednoho vyrazné snizené zastoupeni
bifidobakterii (pacient 6- 80 %, oproti tomu 5- 41,67 %, 7- 45,45 %, 9- 63,64 %). Detekovani
zastupci rodu Bacteroides byly B. uniformis (pacient 6, 7, 9), B. thetaiotaomicron (pacient 5,
9), B. caccae (pacient 9) a B. ovatus (pacient 7). DalSimi zastoupenymi druhy u pacientd s CD
byly Enterococcus faecalis (pacient 3) a E. canintestini (pacient 5), které rostly na obou
médiich. Bakterie snejniz§im vyskytem byly Clostridium difficile (pacient 3),
Corynebacterium tuberculostearicum (pacient 10), Propionibacterium acnes (pacient 3)
a Propionibacterium australiense (pacient 10). Je zajimavé, Ze u pacienta 10 byly
bifidobakterie siln¢ zastoupeny (83,33 %) a dalsi bakteridlni druhy témé&f nebyly detekovany
(Corynebacterium tuberculostearicum na BIF-NORF, Propionibacterium australiense na BIF-
MUP).

Casto byly mikrobialni skupiny vyjma bifidobakterii pfitomny na BIF-NORF, ktery je
vice selektivni. Pfi¢ina tohoto jevu mohla byt mozné z dlivodu neZzadouci vyssi citlivosti
bifidobakterii na BIF-NORF (Samostatné pfilohy
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Tabulka 7). Testovani izolati na pfitomnost enzymu F6PPK bylo provadéno pouze
nahodné, tedy u zajimavych izolati. Kdy vysledky korespondovaly s MALDI TOF identifikaci
a pfedchozim morfologickym screeningem.

Tabulka 6: Identifikované mikroorganizmy u pacientti s CD

T Identifikované Ostatni mikroorganismy identifikované | Izolati | Bif. % Bif
bifidobakterie (n) na médiu pro bifidobakterie (n) celkem |izolaty o B
Candidida glabrata (10),
1 nedetekovano Bacillus cereus (1), Staphylococcus 12 0 0
epidermidis (1)
2 B. bifidum (11), nedetekovano 12 12 | 100
B. longum (1)
Enterococcus faecalis (9), Clostridium
, difficile (1),
3 nedetekovdno Propionibacterium acnes (1), 12 0 0
Staphylococcus warneri (1)
4 nedetekovéno Lactobgmllus murinus (8), Staphylococcus 9 0 0
warneri (1)
5 B. longum (3), Bacteroides thetaiotaomicron (6), 12 5 4167
B. adolescentis (2) Enterococcus canintestini (1) '
6 B. longum (_7), Bacter0|de_s gnlformls (1), Streptococcus 10 8 80,00
B. adolescentis (1) parasanguinis (1)
. Bacteroides ovatus (5),
! B. dentium (5) Bacteroides uniformis (1) 1 > 45,45
Candida albicans (1), Candida albicans
(africana) (1),
8 B. adolescentis (3), Staphylococcus epidermidis (1), 1 5 45 45
B. longum (2) Streptococcus oralis (1), Streptococcus '
pneumoniae (1),
Streptococcus sanguinis (1)
Bacteroides uniformis (2), Bacteroides
9 B. longum (7) caccae (1), 11 7 63,64
Bacteroides thetaiotaomicron (1)
B. adolescentis (5), Corynebacterium tuberculostearicum (1),
10 B. bifidum (5) Propionibacterium australiense (1) 12 10 83,33
B. breve (11), EC DD (1), Staphylococcus hominis (1),
1 B. indicum (2) Staphylococcus warneri (1) 15 13 86,67
Celkem identifikovanych izolata 127 65 51,18

n-pocet identifikovanych izolatd
EC-Escherichia coli
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7 Diskuze

7.1 Bifidobakterie a CD

Bifidobakterie jsou nedilnou soucasti gastrointestinalniho traktu a jsou bézné vyuzivané
jako probiotika kvili jejich zdravotnim pfinosim, zdravotni nezavadnosti i jejich finan¢ni
dostupnosti a jednoduchosti aplikace (Steed et al. 2010; O’Callaghan & van Sinderen 2016).
Znalost bifidobakterii a jejich vliv na stfevni mikrobiotu a na hostitele, miize pomoci vyvinout
nové terapeutické strategie zaloZzenych na vyuziti tohoto rodu (Turroni et al. 2017). Nicméné
nebyl popsan prokazany vyznamny vliv probiotik na CD (Guandalini 2010). U zanétlivych
sttevnich onemocnénich jsou mnozstvi i diverzita tohoto rodu zna¢né redukovany, coz mize
celkové prispivat k nezadoucimu stavu hostitele (Alhagamhmad et al. 2016). To vyplyva i ze
srovnani vysledka této bakalarské prace s studiii zabyvajici se zdravymi jedinci publikovanou
Bunesovou et al. (2017). V ramci této bakalaiské prace na selektivnim agaru BIF-MUP
pro bifidobakterie narostlo primérné 6,99 + 1,45 log KTJ/g stolice bakterii. To je o dost méné
ve srovnanim se zdravymi jedinci (9,36 + 0,57 log KTJ/g stolice u konvenéni diety a 9,62 +
0,35 log KTJ/g stolice u vegetarianti), coz publikovala Bunesova et al. (2017). Bifidobakterie
byly izolovany jen u 8 pacientii z celkovych 11 a zastoupeni tohoto rodu ¢inilo 51,18 % ze
vSech detekovanych izolath. Prevazujicim bifidobakterialnim druhem byl B. longum (u 5
pacientil), dale B. adolescentis (u 4 pacientii) a B. bifidum (u 2 pacientt). B. breve a B. dentium
byly nalezeny pouze u jednoho pacienta. Pii srovnani se stejnou studii (Bunesova et al. 2017),
u déti s CD byla detekovana obdobna kvalitativni diverzita bifidobakterii. U této studie bylo
detekovano celkem 5 bifidobakterialnich druhtt od 11 pacienta s CD (B. longum, B.
adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. dentium) a u zdravych jedinci se podafilo izolovat 5
bifidobakterialnich druht od 10 jedinci (B. adolescentis, B. longum, B. bifidum, B. animalis
subsp. lactis, B. catenulatum). Zastoupeni jednotlivych druhti u jedinct bylo v obou piipadech
individualni. Na rozdil od pacientii s CD, bifidobakterie byly detekovany u vSech testovanych
jedinct.

Bifidobakterie se podili na modulaci intestindlni mikrobioty svymi metabolity
a konkurenceschopnosti o dostupné Ziviny. Bifidobakterie jsou schopny syntetizovat latky
(lantibiotika, bakteriociny, organické kyseliny) jimiZ potlacuji ¢innost 1 rist Gram-pozitivnich
I Gram-negativnich bakterii a tim posiluji zdravou mikrobiotu gastrointestinalniho traktu
(Guandalini 2010; O’Callaghan & van Sinderen 2016). Byla zjisténa kladna bifidobakterialni
kompetice s patogennimi druhy jako Escherchia coli, Salmonella enteritica, Klebsilla
pneumonia, Clostridium perfrigens ¢i Clostridium difficile (O’Callaghan & van Sinderen
2016). Aplikace bifidobakterii ma vliv na kojenecké koliky zplisobené rotavirem C¢i
antibiotikoterapii (O’Callaghan & van Sinderen 2016). Rovnéz bylo pozorovano, ze aplikace
synbiotik (B. animalis subsp. lactis a inulin) snizuje akutni prijmy a redukuje mnozstvi
patogenu (Salmonella, Shigella, Campylobacter, Cryptosporidium, Adenovirus, Entamoeba
histolytica a Clostridium difficile) ve stolici (O’Callaghan & van Sinderen 2016). To by mohlo
pomoci i pacientim s CD, u nichz byly v ramci této prace detekovany jiz zminéné patogenni
druhy (C. difficile, E. coli) a jiné mikrobialni skupiny, jeZ mohou vyvolat dysbiozu (Sanders et
al. 2013). Aplikace bifidobakterii ma také pozitivni vliv béhem antibiotikoterapie, kdy pomaha
zvysit vyskyt prospésnych mikroorganismti v dané mikrobioté. Antibiotika jsou podstatnou
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soucasti 1écby CD. Probiotika jsou proto casto zaclenovana pii podpote 1écby CD (lannitti &
Palmieri 2010; Dujsikova 2018).

Bifidobakterie produkuji mnoho latek (MK s kratkym fetézcem, vitaminy, CLA), jimiz
mohou kladn¢ ovliviiovat zdravotni stav hostitele. 1 kdyz bifidobakterie (B. longum)
neprodukuji butyrat, tak jejich produkty (acetat) mohou slozit jako substrat bakteriim
jako substrat kolonocytim a piispivat k homeostaze travici trubice (Lee & Sullivan 2010;
Bottacini et al. 2014; O’Callaghan & van Sinderen 2016; Turroni et al. 2017). SniZzenim
lumindlniho pH rovnéz vzroste dostupnost obsazenych zivin (hoi¢ik, vapnik), ktery mize velmi
napomoci hostiteli s naruSenou absorbci zpuisobenou napiiklad CD (O’Callaghan & van
Sinderen 2016).

I kdyz nebyl potvrzen stejny ucinek u CD, u ulcerativni kolitidy ma Bifidobacterium
longum znaény vliv na udrZzeni remise (Fujimori et al. 2007; O’Callaghan & van Sinderen
2016). Tento druh byl detekovan u 5 z 11 pacienti s CD a byl nejhojnéjsim izolovanym
bifidobakterialnim druhem této bakalaiské prace. Rovnéz bifidobakterie posiluji pravidelnost
pohybt tlustého stieva a mohou slouzit jako prevence a tleva pfi konstipaci. Mechanizmus
tohoto procesu neni zcela znam, ale i tak tato aktivita muze slouzit k odlehéeni symptomu
spojenych s CD, jako napiiklad zhorSena peristaltika (O’Callaghan & van Sinderen 2016).
Probiotikum VSL#3 obsahujici 3 kmeny bifidobakterii (B. longum, B. breve, B. infantis) snizuje
riziko pooperaéni recidivy CD (Seksik et al. 2003). B. longum a B. breve byly u pacientti s CD
v ramci této prace detekovany, i kdyz B. breve se vyskytoval pouze u jednoho pacienta.
B. infantis ve fekalnich vzorcich pacientd s CD nebyl izolovan, protoZe se vyskytuje zejména
u kojencu (Turroni et al. 2011). Pfimy pozitivni dopad na CD mélo ve studii vedené Steed et
al. (2010) podani synbiotik (B. longum, inulin a oligofruktdza) po dobu 6 mésict, kdy byly
vyznamné redukovany nekteré indexy zanétlivé aktivity CD. B. bifidum 231 je schopen
vyvinout protizanétlivou aktivitu pomoci modulace slizni¢niho imunitniho systému (SIS)
Kumar et al. 2017). U této praci se podatilo izolovat u jednoho pacienta B. bifidum. N¢které
bifidobakterie jsou schopné indukovat produkci mukusu a pfilnost k mukozni vrstvé travici
trubice. Timto zptisobem mohou pfispét k ochrané slizni¢ni vrstvy travici trubice, ktera je
obzvlast narusend pii zanétlivych onemocnéni jako je CD (Martin et al. 2016).

7.2 Jiné detektované mikroorganizmy

Na selektivnich médiich BIF-MUP a BIF-NORF narostly 1 jiiné mikroorganizmy mimo
bifidobakterii. Jednalo se o zastupce rodu a druhti Streptococcus spp. (S. oralis, S. pneumoniae,
S. parasanguinis a S. sanguinis), Staphylococcus spp. (S. hominis, S. warneri a S. epidermidis),
Enterococcus spp. (E. faecalis a canintestini), Escherichia coli, Lactobacillus murinus,
Candida spp. (C. glabrata, C. albicans), Bacillus cereus, Clostridium difficile,
Corynebacterium tuberculostearicum, Propionibacterium acnes, P. australiense a Bacteroides
spp. (B. uniformis, B. thetaiotaomicron, B. caccae a B. ovatus), jez narostly pouze
na selektivnim médiu BIF-NORF. Tyto mikrobidlni druhy mohly narast z divodu
dysbiotického stavu mikrobioty GIT u pacienta s CD a velka tada z nich by mohla ptsobit
patogenng.
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Propionibacterium acnes a P. australiense patfi mezi kozni mikrobiotu a mohou piezivat
i v GIT. Propionibakterie jsou Grampozitivni a mohou byt prospésné svymi metabolickymi
pfeménami (jednoduché cukry, alkoholol), metabolity (acetat, propionat, vitaminy) ¢i produkci
antimikrobialnich latek (bakteriociny)(Campaniello et al. 2015). Na druhou stranu se mohou
chovat jako oportunistické patogeny, jez mohou vyvolat zanétlivou aktivitu na pokoZzce (akné)
¢i infekei pii chirurgickych zakrocich, kdy mohu kontaminovat pfedméty pouzité pii operaci
(prosteticky ramenni/kolenni kloub, prostitickd srdecni chlopn€) a vytvofit na nich biofilm
(McDowell & Nagy 2014).

Bacteroides spp. je Gramnegativni nesporulujici nepohyblivy rod, ktery patii mezi
komenzalni lidskou mikrobiotu nachazejici se v lidském GIT. B. thetaiotaomicron se vyskytuje
Vv oblasti sestupného tracniku a je povazovan za vice virulentni kviili jeho vyssi rezistenci vici
antibiotikim (Tan et al. 2019). Byla popsana rezistence Bacteroides spp. na fluorochinolony a
metronidazol (Miragliotta et al. 2006). Z toho vyplyva i jejich mozna kultivace na vice
seleketivnim médiu BIF-NOREF, ktery je na bazi fluorochinolonti. B. ovatus ma ptiznivé ucinky
na hostitele jako potlaceni sekreci zanétlivych faktort (TNF-o)) a podporu produkce mucinu.
B. uniformis se podili na snizeni koncentrace cholesterolu, triacylglyceridi a krevni glukozy
(Tan et al. 2019).

Laktobacily patii mezi probiotické bakterie, které mohou mit pozitivni dopad na hostitele
(Heeney et al. 2018). L. murinus mtze mit zdravotni pfinosy jako je soutézivost s ostatni
mikrobotou v GIT (Faecalibacterium prausnitzii) a je bézné ptitomen v lidském GIT (Huang
et al. 2016; Heeney et al. 2018).

Kvasinky zrodu Candida jsou bézni patogeny, které mohou zptsobovat povrchové
systemické infekce. Candida albicans a C. glabrata jsou bézn¢ ptitomné u zdravého jedince
(GIT, urogenitalni a dychaci soustava) a patfi mezi oportunistické patogeny. C. albicans
a C. glabrata mohou napadat slizni¢ni vrstvu ¢i zptsobovat infekce krevniho feCisté (sepse),
kosti nebo mozku (Kaur et al. 2005; Dadar et al. 2018).

C. difficile je sporulujici, Grampozitivni bakterie nachazejici se v travicim traktu
u zivocCichu a lidi. Tento druh je Castou pfic¢inou infekénich prijmovych onemocnénich a je
béZnym plivodcem nemocni¢nich infekci. NakaZzeny mize mit asymtomaticky priibé¢h nemoci
¢i pfiznaky pohybujici se od mirnych po tezké prijmy, poskozeni travici trubice az smrt.
Dysbio6za zplisobena antibiotiky ¢i celkovym stavem mikrobioty, jak to miize byt u CD, mlize
(metronidazol, vankomycin), ale to mize zpisobit dalsi dysbiozu (Elliott et al. 2017). Rizikové
faktory zahrnuji vék, imunita, imunitni suprese a aplikace Sirokospektralnich antibiotik, jez
bohuzel pacienti s CD casto spliuji, a tudiz jsou nachylni k mozné infekci (Planche &
Karunaharan 2017).

Streptococcus spp. je Grampozitivni, nesporulujici rod, jez tvoii pary ¢i fetizky. Zastupci
tohoto rodu jsou komenzalové osidlujici GIT (tenké stfevo, horni ¢ast GIT), ktefi v§ak mohou
byt i oportunistickymi patogeny. S. oralis je pfitomny v mikrobioté dutiny Ustni a hltanu. Tento
druh byl izolovany pifi onemocnéni infekéni endokarditidy, Kawasakiho syndromu
a meningitidy, kde se podili na celkové dysbidze. S. parasanguinis byl izolovan z krve, moci
a lidské dutiny tstni. S. parasanguinis se nachazi v duting ustni zdravych jedinci a mize byt
hojnéjsi u Kawasakiho syndromu. S. sanguinis byl detekovan u endokarditidy a zanétlivych
stav aorty, které vedou k atherosklerdze. S. pneumoniae je piitomny u zapalu plic, zanétu
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sttedniho ucha, endokarditidé ¢i meningitidé. syndromu (Kohler 2007; Peters et al. 2017,
Hashizume-Takizawa et al. 2019).

Rod Enterococcus zahrnuje bézné Grampozitivni komenzaly GIT. Enterococcus faecalis
osidluje GIT a vyskytuje se bézn¢ u zdravého Cloveéka. Miize vSak zptsobit fadu onemocnéni
jako endokarditidu, sepsi, infekce mocového tstroji a meningitidu. E. canintestini byl poprvé
izolovan z fekalnich vzorkt zdravych psi (Murray 1990; Kohler 2007; Huang et al. 2016).

Staphylococcus spp. je nesporulujici, Grampozitivni, nepohyblivy rod, jez Casto tvofi
utvary pripominajici hrozny ¢i pary. S. hominis je komenzalni druh vyskytujici se na lidské kzi
a je moznym oportunistickym patogenem. Muze zpusobit infekce krevniho fecisté ci
endokarditidu. S. epidermidis je ¢asty komenzal osidlujici lidskou pokozku a slizni¢ni vrstvy.
Tento druh vSak muze zptisobit infekci naptiklad z divodu kontaminace ndstroji (pii
implantaci) a vytvoienim biofilmu, ktery dokaze odolavat antibiotikiim i hostitelské imunitg.
Priibéh této infekce je chronicky ¢i subakutni a ¢asto je zdvazny pro kompromitované pacienty
S imunosupresivni terapii ¢i potlatenou imunitou (Vuong a Otto 2002; Zhang et al. 2013; Peters
et al. 2017). S. warneri byl detekovan u infekci kize, mékkych tkani, endokarditidy
a ortopedickych infekci. Tato patogenita musi byt jesté podpotena dal$im zkoumanim (Lozano-
Leodn et al. 2008).

Bacillus cereus patii mezi Grampozitvini sporotvorné komenzaly lidského GIT a mize byt
vyuzit jako probiotikum (Bactisubtil®)(Cutting 2011; Rouzeau-Szynalski et al. 2020). Né&které
jeho typy pusobi patogenné tim, ze mohou zpusobit mirnou otravu potravy kvuli jejich
enterotoxinim. To mize byt doprovazeno zvracenim ¢i prujmy (Cutting 2011; Rouzeau-
Szynalski et al. 2020).

Escherichia coli je symbioticky Gramnegativni druh v lidském tlustém stievé, ktery ztidka
zpusobuje infekci u zdravych jedincl. Existuje vSak hodné typu E. coli, které mohou vyvolat
prijmy a extraintestinalni potize i u zdravych lidi (Gomes et al. 2016).

Cornybectarium tuberculostearicum je komenzalni Gram-pozitivni bakterie osidlujici kiizi
a slizni¢ni vstrvu. Tento druh je rezistentni vici Siroké Skale antibiotikiim, tak je mozné,
Ze U pacientll s CD budou mit vétsi zastoupeni (Hini¢ et al. 2012).
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8 Zavér

Bifidobacterium spp. je v dne$ni dobé vyhledavanym probiotickym rodem kvuli svym
mnoha zdravotnim piinosim. Cilem této prace byla kvantifikace a detekce bifidobakterii ve
vzorcich stolice jedinct s Crohnovou chorobou (CD) s pfedpokladem, ze bude piitomné nizsi
kvantitativni zastoupeni i diverzita tohoto rodu.

Bifidobakterie byly kultiva¢né detekované pouze u 8 z celkového poctu 11 pacientd.
Primérné pocty bifidobakterii byly vyrazné nizsi ve srovnani s dostupnymi daty pro zdravé
jedince. U téchto pacientd byly identifikované i jiné mikrobialni rody, které by mohly ptisobit
patogenné zvlast u jedinct se snizenou imunitou. Ve srovnani se zdravou populaci bylo u déti
S CD detekovano nizsi kvalitativni zastoupeni bifidobakteridlnich druht.

Hypotéza této prace byla potvrzena. U déti s CD byla prokazana snizena diverzita i
kvantitativni zastoupeni bifidobakterii. I kdyz vliv bifidobakterii na zlep$eni zdravotniho stavu
u pacientd s CD neni zatim zcela prokdzan, kviili sniZzené celkové diverzit¢ bifidobakterii
U pacientll s CD a pfitomné mikrobidlni dysbidze, je vhodné pokracovat v dalSim studiu této
problematiky.
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10 Samostatné prilohy

Tabulka 7: Po¢ty narostlych kolonii ze vzorkd stolice déti s CD

log

VZORKY MOTOL STUDIE EN (A) KTJ/g | 10* | KTj/g

Pacient [ \/zorek 1 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9

1 CP 60| 4| of 582 | 8 | 8,76
Norfloxacin 364 36 2 0| O Of 362 | 6 6,56
Mupirocin 392| 44| 4| 0| o| 0| 396 | 6 | 6,60

Pacient | VVzorek 2 2 3 4 5 6 7] 8] 9

2 CP 112| 38| 8| 0f 1,42 | 8 | 8,15
Norfloxacin 684 | 74| 12| 0| O 7,82 7 7,89
Mupirocin 70, 4| 0| 0| 672 ]| 7 | 7,83

Pacient [ \/zorek 3 2| 3| 4 5] 6| 7] 8| 9

3 CP 112] 10] 0] 0| 109 | 8 | 804
Norfloxacin 216 22| 2| 0| 2,16 | 8 | 8,33
Mupirocin 188| 18| 2| of 1,87 | 8 | 8,27

Pacient | \/zorek 4 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9

4 CP 168] 30| 4| 0| 1.82 | 8 | 8726
Norfloxacin | 108 8 0 0 0 0| O| Of 1,05 | 4 | 4,02
Mupirocin [160| 14| 0 0| o] o] o] of 158 4| 420

Pacient [ \/zorek 5 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9

5 CP 22| 4| o] of 236 | 7 | 7,37
Norfloxacin 38| 38| 4| 0| o] 0] 369 | 6 | 657
Mupirocin 208| 20| 2| 0| o] 207 | 7| 732

Pacient | VVzorek 6 2 3 4 5 6 71 8] 9

6 CP 156| 32| 4| 0] 1,73 | 8 | 8,24
Norfloxacin 392 38 4 0| 0| 0]3,91| 6 6,59
Mupirocin 432| 44| 4| 0| o 432 | 7 | 7,64

ANICKA - VZORKY Z MOTOLU (B)

Pacient

7 Vzorek 1 2 3 4 5 6 7] 8| 9
CP 204| 26| 8| 2| 0] 216 | 7 | 7,33
Norfloxacin 88| 10 2| o| o] ol 0] 900 4| 495
Mupirocin 232| 30 2| o| o| o] o] 23| 5| 5,38

Pacient | vzorek 2 2| 3] 4| 5| 6] 7/8] 9

8 CP 80| 10| 4| 0| 0] 847 | 6 | 6,93
Norfloxacin | 22 0 0 0 0 0| 0| 0] 2,2 3 3,34
Mupirocin 148 | 10 0| O] O] O] Of 144 | 5 | 5,16

Pacient | vzorek 3 2| 3] 4| 5] 6] 7/8] 9

9 CP 776 [120(16| 0f 1,23 | 8 | 8,09
Norfloxacin 152 | 10 2| 0| Of 1,48 7 7,17
Mupirocin 282| 48| 2| 0f 299 | 8 | 848

Pacient | VVzorek 4 2 3 4 5 6 7] 8| 9

10 CP 250| 18| 2| 0] 2,43 | 8 | 8,39
Norfloxacin 150| 34 41 0| 0] 1,69 7 7,23
Mupirocin 1296|166 22| 0| o 1,72 | 8 | 8,23

Pacient | vzorek17 | 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9

L CP 106] 12| 2 1,08 | 8 | 803
Norfloxacin 52| 18 6,36 7 7,8




Identifikace vytvoienych izolati pomoci MALDI TOF MS; NI= vzor:zk se nepodaftilo identifikovat

. Izolat Maldi TOF MS identifikace | Skére |Pozice|. Da_tym Poznamky-morfologie Da_l§i idemiﬁ.kovany
Pacient identifikace mikroorganiusmus
1|A 1/4 NA |Candidida glabrata 1,828K24 ]11.06.2019 [kvasinka
1|A 1/4NB |NI 13.06.2019 [kvasinka
1|A 1/5 NA |Candidida glabrata 1.00[L3 11.06.2019 |kvasinka
1|A 1/5 NB |Candidida glabrata 1,754{L5 11.06.2019 |kvasinka
1|A 1/5 NC [Bacillus cereus 2,187|A21 [13.06.2019 |[tlusté tycinka
1|A 1/6 NA |Candidida glabrata 2,028|L7 11.06.2019 [kvasinka
1|A1/4A |NI 13.06.2019 |kvasinka
1|A1/4B [NI 13.06.2019 |kvasinka
1|A1/4C |NI 13.06.2019 [kvasinka
1|A1/5 A |Candidida glabrata 1,974{L8 11.06.2019 |kvasinka
1|A 1/5B |Staphylococcus epidermidis 2,038{L10 |11.06.2019 [kvasinka, diplokoky
1|A1/5C |NI 13.06.2019 [kvasinka
2|A 2/5 NA|Bifidobacterium bifidum 2,096|L12 [11.06.2019 |[ty¢inky delsi nepravidelné
2|A 2/5 NB|Bifidobacterium bifidum 2,19[L15 |11.06.2019 |ty¢inky delsi nepravidelné
2|A 2/6 NA |Bifidobacterium bifidum 2,315|L16 [11.06.2019 [agregujici nepravidelné tycinky
2|A 2/6 NB |Bifidobacterium bifidum 2,314|L19  [11.06.2019 [agregujici nepravidelné tycinky
2|A 2/7 NA |Bifidobacterium bifidum 2,331|L20 [11.06.2019 [agregujici nepravidelné tycinky
2|A 2/7 NB |Bifidobacterium bifidum 2,196|L23 [11.06.2019 [agregujici nepravidelné tycinky
2|A 2/5 A |Bifidobacterium longum 2,144M1 11.06.2019 [nepravidelné mirng agregujici ty&inky
2|A 2/5B |Bifidobacterium bifidum 2,095/A24 [13.06.2019 [nepravidelné tyCinky
2|A 2/6 A |Bifidobacterium bifidum 1,938/ M3 11.06.2019 |nepravidelné tycinky
2|A 2/6 B |Bifidobacterium bifidum 2,006| M5 11.06.2019 [nepravidelné tyCinky
2|A2/6 C |Bifidobacterium bifidum 2,245|M7  [11.06.2019 |nepravidelné ty&inky
2|A 2/6 D |Bifidobacterium bifidum 2,265|M8 11.06.2019 [delsi nepravidelné ty¢inky
3|A 3/2 NA |Enterococcus faecalis 2,14{M10 [11.06.2019 [klostridie + piinos fetizki Clostridium difficile
3|A 3/2 NB [Clostridium difficile 2,3003M13 |11.06.2019 (klostridie
3|A 3/2 NC |Enterococcus faecalis 2,406|M15 |[11.06.2019 [koky
3|A 3/2 ND |Enterococcus faecalis 2,436/M17 [11.06.2019 [koky
3| A 3/3 NA |Enterococcus faecalis 2,458/B3 13.06.2019 |enterokok
3|A 3/3 NB |Staphylococcus warneri 2,005/B6 13.06.2019 |enterokok
3|A 3/2 A |Enterococcus faecalis 2,387|M18 |11.06.2019 |koky + nepravidelné tyinky
3|A 3/2B |Propionibacterium acnes 2,235{M21 ]11.06.2019 |diplokoky- nepravidelné Propionibacterium
3|A3/2C |Enterococcus faecalis 2,407/M23 [11.06.2019 [koky + diplokoky- nepravidelné Propionibacterium
3|A 3/2D |Enterococcus faecalis 2,348/B2 13.06.2019 |enterokok
3|A 3/3 A |Enterococcus faecalis 2,262|B7 13.06.2019 |kokultura
3|A 3/3B |Enterococcus faecalis 2,305(B9 13.06.2019 |kokultura
4|A 4/2NA |Lactobacillus murinus 2,202]J5 17.06.2019 [tyCinky tlusté rovné
4|A 4/2 NB |Lactobacillus murinus 2,201J7 17.06.2019 [pravidelné tlusté ty¢inky + koky
4|A 4/3 NA |Lactobacillus murinus 2,226{J10  |17.06.2019 |kokultura, tlusté ty&inky, hubené ty¢inky, koky
4|A 4/3 NB |Lactobacillus murinus 2,181)J12 17.06.2019 |kokultura, tlusté ty¢inky, hubené ty¢inky, koky
4[A 4/2 A |Lactobacillus murinus 2,168/J13 17.06.2019 |[kokultura, tlusté ty¢inky, hubené ty¢inky, koky
4[A 4/2B |Lactobacillus murinus 2,281)J15 17.06.2019 |kokultura, tlusté ty¢inky, hubené ty¢inky, koky
4[A 4/2 C |Lactobacillus murinus 2,22[J17 17.06.2019 [tlusté rovné tyCinky + hubené diploty¢inky
4[A 4/3A  |Lactobacillus murinus 2,186/J19 17.06.2019 [diplokoky+ fetizky kok + tlusté ty¢ink:
4|A 4/3B  |Staphylococcus warneri 2,088]J22 17.06.2019 |[drobné diplokoky
5[A 5/4 NA |Bacteroides thetaiotaomicron 2,305/J23 17.06.2019 |[diploty¢inky kratké tlusté
5|A 5/4 NB |Bacteroides thetaiotaomicron 2,361{ K2 17.06.2019 |diploty¢inky kratké tlusté
5|A 5/4 NC |Bacteroides thetaiotaomicron 2,379|K3 17.06.2019 |diploty&inky kratké tlusté
5[A 5/5 NA |Bacteroides thetaiotaomicron 2,361/ K5 17.06.2019 |[diploty¢inky kratké tlusté
5|A 5/5 NB |Bacteroides thetaiotaomicron 2,25|K8 17.06.2019 |diploty&inky kratké tlusté
5[A 5/6 NA |Bacteroides thetaiotaomicron 2,315|K10 [17.06.2019 |[diploty¢inky kratké tlusté
5[A5/3 A |Bifidobacterium adolescentis 2,05|K12 [17.06.2019 [drobné nepravidelné ty¢inky, misty agregace
5[A5/3 B |Bifidobacterium adolescentis 2,266|K13 [17.06.2019 [drobné nepravidelné tyCinky, misty agregace
5[A5/4 A |Bifidobacterium longum 2,133|K15 [17.06.2019 [nepravidelné ty¢inky, vétvené
5|A 5/5 A |Bifidobacterium longum 2,2|K18 [17.06.2019 |nepravidelné tyCinky, v&tvené
5[A5/6 A |Bifidobacterium longum 2,167|K19 [17.06.2019 [nepravidelné ty¢inky, vétvené
5|A5/7 A |Enterococcus canintestini 2,204/K21 [17.06.2019 |drobné koky fetizky
6|A 6/4 NA |Bifidobacterium longum 2,257|K23 [17.06.2019 [nepravidelné tyCinky
6|A 6/4NB |Bifidobacterium longum 2,132[L.2 17.06.2019 |nepravidelné ty¢inky
6|A 6/4 NC |Bifidobacterium longum 2,212|L4 17.06.2019 [nepravidelné tyCinky
6[A 6/5 NA |Bacteroides uniformis 2,308|L5 17.06.2019 [nepravidelné tyCinky
6[A 6/4 A |Bifidobacterium adolescentis 2,066|L7 17.06.2019 [nepravidelné tyCinky Bifidobacterium longum
6[A 6/4 B |Bifidobacterium longum 2,14[L10 [17.06.2019 [nepravidelné tyCinky
6|A6/5A |Bifidobacterium longum 2,141|L11  |17.06.2019 |nepravidehdé tycinky
6[A 6/5B |Bifidobacterium longum 2,199|L14 [17.06.2019 [nepravidelné ty¢inky
6|A 6/6 A |Bifidobacterium longum 2,124{L15 ]17.06.2019 |nepravidelné ty¢inky
6[A 6/7 A |Streptococcus parasanguinis 1,741)L17 |17.06.2019 |nepravidelné tyCinky Bifidobacterium longum




Identifikace vytvoienych izolati pomoci MALDI TOF MS

NI=vzorek se nepodafilo identifikovat

Pacient Izolat Maldi TOF MS identifikace | Skére |Pozice i delr?z?ljlg ce Poznamky-morfologie [r)nztllf:‘(;gi;;lrt\ilﬁgnazg
7|A 1/2 NA |Bacteroides uniformis 2,386(C16 24.06.2019|velmi dlouhé ty¢inky, diplokoky
7|A 1/3NA |Bacteroides ovatus 2,334|C17 24.06.2019|kratké ty¢inky, diploty&inky
7|A 1/3NB |Bacteroides ovatus 2,406|C19 24.06.2019|diploty¢inky
7|A 1/4 NA |Bacteroides ovatus 2,292|C22 24.06.2019|diploty¢inky
7|A 1/4NB |Bacteroides ovatus 2,325(C23 24.06.2019|diploty¢inky
7|A 1/5 NA |Bacteroides ovatus 2,395|D2 24.06.2019|diploty&inky
7|A U3 A |Bifidobacteriumdentium 2,406|D4 24.06.2019|nepravidelné ty&inky
7|A 1/3B |Bifidobacteriumdentium 2,379|D5 24.06.2019[nepravidelné ty&inky
7|A U4 A |Bifidobacteriumdentium 2,367|D7 24.06.2019|nepravidelné tycinky
7|A 1/4B |Bifidobacterium dentium 2,07|G10 24.06.2019|nepravidelné tycinky
7|A 1/5A |Bifidobacterium dentium 2,008|G11 24,06.2019|nepravidelné ty&inky
8|A 2/2 NA [Streptococcus pneumoniae 2,19|G13 24.06.2019|koky, misty fetizky Streptococcus oralis
8|A 2/2 NB |Streptococcus sanguinis 1,998|F12 24.06.2019|tetizky koki a kvasinek
8|A 2/2NC |NI 24.06.2019|agregace ve zkumavce, fetizky kokl a kvasinky
8|A 2/2 ND [Staphylococcus epidermidis 1,818|F15 24.06.2019|agregace ve zkumavce, koky, diplokoky
8|A 2/2 NE |[Candida albicans 2,127|F18 24.06.2019|nepravidelné ty&inky vytvaiejici itvary hvézd |Candida albicans (africana)
8|A 2/4 A |Bifidobacterium adolescentis 2,261|G15 24.06.2019|ty¢inky, misty vytvaii fetizky
8|A 2/4B |Bifidobacterium adolescentis 1,977(G18 24.06.2019|agregace ve zkumavce, nepravidelné tyCinky, agregace
8|A 2/5A |Bifidobacterium adolescentis 2,281|G20 24.06.2019|drobné ty¢inky
8|A 2/5B |[Bifidobacterium longum 2,141|1G21 24.06.2019|nepravidelné ty&inky
8|A 2/5C |[Bifidobacteriumlongum 2,127|G23 24.06.2019|agregace ve zkumavce, nepravidelné ty¢inky, agregace
9|A 3/4 NA |Bifidobacterium longum 1,858|F19 24.06.2019|nepraviodelné tlust$i tyCinky, agregujici
9|A 3/5NA |Bacteroides thetaiotaomicron | 2,405|H1 24.06.2019|kratké rovné tlustsi pravidelné ty¢inky, misty tvoii fetizky
9|A 3/5NB [Bacteroides uniformis 2,463|H4 24.06.2019|kratké rovné tlustsi pravidelné ty&inky, misty tvofi fetizky
9|A 3/6 NA |Bacteroides caccae 2,35|H6 24.06.2019|kratké rovné tlustsi pravidelné ty&inky, misty tvoii fetizky
9|A 3/6 NB |Bacteroides uniformis 1,828(F22 24.06.2019|koky + pohyblibé ty&inky |
9|A 3/7 NA |Bacteroides caccae 2,375/H8 24.06.2019|kratké rovné tlustsi pravidelné ty¢inky, misty tvoii fetizky
9|A 3/5A |[Bifidobacteriumlongum 2,112|H9 24.06.2019|nepravidelné tycinky
9|A 3/6 A |Bifidobacterium longum 2,09|F24 24.06.2019|nepravidlné tlust3i ty¢inky, agregujici
9|A 3/6 B |Bifidobacterium longum 2,03|G1 24.06.2019|nepravidlné tlustsi tyCinky, agregujici
9|A 3/7 A |Bifidobacterium longum 2,173|H11 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, vice se rozvétvuji
9|A 3/7B |Bifidobacterium longum 2,178|G4 24.06.2019|nepravidlné tlustsi tyCinky, agregujici
9[A 3/8 A |Bifidobacteriumlongum 2,127(G5 24.06.2019|nepravidiné tlustsi tyCinky, agregujici
10|A 4/5NA |Bifidobacterium bifidum 2,353|H14 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10|A 4/5NB |Bifidobacterium bifidum 2,297|H16 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10]A 4/6 NA |Bifidobacterium bifidum 2,395|H18 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10]A 4/6 NB |Bifidobacterium bifidum 2,358|H19 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10|A 4/6 NC |Bifidobacterium bifidum 2,339(H22 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10|A 4/7 NA [Corynebacterium tuberculosteq 2,103|G8 24.06.2019|nepravidelna morfologie
10|A 4/6 A |[Bifidobacterium adolescentis 2,367|H24 24.06.2019|nepravidelné ty¢inky, Bifida?
10|A 4/6 B [Bifidobacterium adolescentis 1,838(12 24.06.2019|agregace ve zkumavce, misty agregujici velmi drobné ty¢inky
10{A 4/6 C |Propionibacterium australiens{ 1,734|13 24.06.2019|agregace ve zkumavce, misty agregujici velmi drobné ty¢inky
10|A 4/7 A |Bifidobacterium adolescentis 2,305]15 24.06.2019|nepravidelné ty&inky
10|A 4/7B |Bifidobacterium adolescentis 2,234(18 24.06.2019[nepravidelné ty&inky
10|A 4/7C |Bifidobacterium adolescentis 2,379|110 24.06.2019|nepravidelné ty&inky
11|A 17/4 NAStaphylococcus warneri 1,713|05 15.08.2019|diplokoky, misty ty&inky, Streptococcus
11|A 17/4 NBStaphylococcus hominis 1,82|07 15.08.2019(diplokoky, misty ty¢inky, Streptococcus
11|A 17/5 NABifidobacterium breve 1,987|010 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/5 NBBifidobacterium breve 1,986|012 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11]A 17/5 NdBifidobacterium breve 1,993|013 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve Bifidobacterium indicum*
11]A 17/6 NABifidobacterium breve 2,022|015 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve Bifidobacterium indicum*
11|A 17/6 NBBifidobacterium breve 1,922(018 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/6 NdBifidobacterium breve 2,079(019 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/4 A |Bifidobacterium breve 2,107({022 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/4B |Bifidobacterium breve 2,059(023 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/5 A |Bifidobacterium breve 2,014(P1 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11{A 17/5B [Bifidobacterium indicum 1,766|P4 15.08.2019|drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve*
11|A 17/6 A [Bifidobacterium indicum 1,872|P5 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve Bifidobacterium breve*
11|A 17/6 B [Bifidobacterium breve 1,849|P7 15.08.2019(drobné ty¢inky, Bifidobacterium breve
11|A 17/7 A |Bifidobacterium breve 1,921|P9 1Hb8.2019|drobné tysinky, Bifidobacterium breve
11|A CP 17/7|EC DD 2,415|P12 15.08.2019|megakolonie na miskach, inhibice jinych rodt |EC Al, EC CA, ECCI




