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Probiotika a enteralni vyZiva jako podpurné terapie
Crohnovy choroby

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva alternativnimi moznostmi terapie Crohnovy choroby, tj.
probiotiky a enteralni vyzivou. Cilem prace bylo vytvofit uceleny literarni ptehled o roli
probiotickych bakterii a enterdlni vyzivy pii 1éCbe zanétlivych stfevnich onemocnéni, zejména
pak Crohnovy choroby. Z reserSe vyplyva, ze U vétSiny provedenych studii byl zaznamenan
velmi slaby nebo zadny pfinos probiotik na zachovani remise pfi terapii pacienti s Crohnovou
chorobou. U enteralni vyzivy se naopak autofi shoduji v tom, Ze je Géinnym druhem terapie
(zejména ve formé exkluzivni enteralni vyzivy) k vyvolani remise Crohnovy choroby u
kojencti, ackoli mechanismus ucinku neni zcela objasnén.

Cilem praktické Casti bylo stanoveni druhového zastoupeni bifidobakterii u specifické
skupiny pacientli na enteralni vyziveé a ovéfit selektivitu kultivacnich médii, urcené pro detekci
ptitomnosti rodu Bifidobacterium. Jednotlivé vzorky stolice byly kultivovany a nasledné
analyzovany metodou MALDI-TOF MS, pomoci které byly identifikovany bifidobakterie na
druhové trovni. Z vysledk prace vyplyva, ze u vzorkl nejvice pievazovaly tyto druhy
bifidobakterii: B. longum, B. breve, B. animalis, B. adolescentis a B. bifidum.

Selektivita kultivaénich médii s pfidavkem antibiotik byla ovéfena. Vys§i polty
bifidobakterii byly na B-NOR. Z B-MUP bylo izolovano celkem 53 kment bakterii, z toho 39
kment bakterii bylo zafazeno do rodu Bifidobacterium, to znamena4, ze spolehlivost toho média
je 73,58 %. U B-NOR bylo 37 izolatu, ale pouze 3 kmeny byly zafazeny jinam nez do rodu
Bifidobacterium, to znamena, ze u B-NOR je spolehlivost vyssi, tj. 91,89 %.

Hypotézou prace bylo, Ze mnoZstvi a druhové zastoupeni bifidobakterii u zdravych lidi
a pacientll na enteralni vyzivé je rozdilné. Na zéklad€ porovnani vysledkli prace s poctem
bifidobakterii u zdravych lidi, byla stanovenia hypotéza potvrzena a bylo prokazano, Ze
zastoupeni bifidobakterii je U pacientll na enteralni vyzivé niz§i a druhové rozdilné oproti

zastoupeni bifidobakterii zdravych lidi.

Klicova slova: bifidobakterie, Crohnova choroba; enteralni vyziva; probiotika; zanétliva

sttevni onemocnéni



Probiotics and enteral nutrition in the therapy of Crohn’s

disease
Summary

This diploma thesis deals with alternative treatment options for Crohn's disease, ie
probiotics and enteral nutrition. The aim of the work was to create a comprehensive literature
review of the role of probiotic bacteria and enteral nutrition in the treatment of inflammatory
bowel diseases, especially Crohn's disease. The research showed that most of the studies
showed very little or no benefit of probiotics in in order to maintain a remission in the treatment
of patients with Crohn's disease. On the other hand, enteral nutrition was evaluated by the
authors as an effective type of therapy (especially exclusive enteral nutrition) to induce
remission of Crohn's disease in infants, although the mechanism of action is not fully
elucidated.

The aim of the practical part was to determine the species representation of
bifidobacteria in a specific group of patients on enteral nutrition and to verify the selectivity of
culture media for bifidobacteria. Individual stool samples were cultured and subsequently
analyzed by MALDI-TOF MS, where bifidobacteria were identified at the species level. The
results showed that in the samples predominated these following species of bifidobacteria: B.
longum, B. breve, B. animalis, B. adolescentis and B. bifidum.

The selectivity of the culture media with the addition of antibiotics was verified. Higher
numbers were on B-NOR. A total of 53 strains of bacteria were isolated from B-MUP, of which
39 strains of bacteria were included in the genus Bifidobacterium, l.e. the reliability of this
medium is 73.58%. There were 37 isolates in B-NOR, but only 3 strains were classified other
than in the genus Bifidobacterium, which means that the reliability is higher in B-NOR, ie
91.89%.

The hypothesis of the work was that the amount and a representation of bifidobacterial
species in healthy people and patients on enteral nutrition is different. Based on the comparison
of the results of the work with the number of bifidobacteria in healthy people, the hypothesis
was confirmed and it was shown that the proportion of bifidobacteria in patients on enteral
nutrition is lower and different in species compared to the proportion of bifidobacteria in

healthy people.

Keywords: bifidobacteria, Crohn's disease; enteral nutrition; probiotics; inflammatory bowel

disease
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1 Uvod

Mezi zanétliva stfevni nemocnéni patii ulcer6zni kolitida a Crohnova choroba.
Zanétliva stievni onemocnéni jsou chronické intestinalni zanétlivé poruchy charakterizované
dysregulaci imunitni odpovédi a stfevni nestabilitou (disbidza). Crohnova choroba je geneticky
podminéné onemocnéni. Na jejim vzniku se podili mutace gend, v soucasné dob¢ je definovano
dvanact genii, které se podili na indukci Crohnovy choroby. Dale se diskutuje o vlivu
enviromentalnich faktort, pfedevS§im vlivu stresu a dale ovlivnéni stfevni mikrobioty
nevhodnou stravou. Primarni terapii Crohnovy choroby je podavani medikamentt, mezi které
patii — kortikosteroidy (prednison, budesonid), aminosalicylaty (mesalazin, olsalazin,
sulfasalazin) a imunosupresiva (azathioprin, metotrexat). Tyto terapie mohou vyvolat remisi
U mnoha pacienti, ale zaroven mohou mit nezadouci u¢inky, napt. nauzea. Dale je Casto je
k 16¢bé choroby zapotiebi operace. Mezi podpirné terapie Crohnovy choroby patii probiotika
a enteralni vyziva. Probiotika jsou v dnesni dobé definovana jako zivé mikroorganismy, které
Vv ptipadé, ze jsou podany ve vhodnych davkach, mohou podpofit zdravi hostitele. Na rozdil od
pozitivnich vysledkd s pacienty sulcer6zni kolitidou, naznacilo nékolik metaanalyz velmi
slaby nebo zadny piinos probiotik pro zachovani remise pfi terapii pacientii s Crohnovou
chorobou.

Dalsi terapeutickou mozZnosti, pfi 1é€bé Crohnovy choroby je enteralni vyZiva. Enteralni
vyzivou se rozumi podavani farmaceuticky ptipravenych roztokli obsahujicich cukry, tuky,
bilkoviny, ionty, vitaminy, stopové prvky a vodu do tenkého stfeva Autofi se shoduji, Ze
enteralni vyziva, zejména ve formé exkluzivni enteralni vyzivy, je uinnym druhem terapie
k vyvolani remise Crohnovy choroby u kojenct, ackoli mechanismus ucinku pro zmirnéni
symptomt zanétlivych stfevnich onemocnéni neni zcela objasnén.

Prakticka ¢ast prace se zabyva metodami ke stanoveni bifidobakterii na rodové a druhové
urovni. Mezi provedené metody patii kultivacni metody, FOPPK test a analyticka metoda
MALDI-TOF MS.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Mnozstvi a druhové zastoupeni bifidobakterii u zdravych lidi a pacient na

enteralni vyzive je rozdilné.

Cilem diplomové prace je vytvoftit uceleny literarni piehled o roli probiotickych bakterii
a enteralni vyzivy pii lécbé zanétlivych stfevnich onemocnéni, zejména pak Crohnovy choroby.
Cilem praktické casti je stanoveni druhového zastoupeni bifidobakterii u specifické skupiny
pacientt na enteralni vyzivé, dale byla na téchto vzorcich ovéfena selektivita kultivaénich médii

pro bifidobakterie.



3 Literarni reSerse

3.1 Mikrobiota gastrointestinalniho traktu

3.1.1 Charakteristika mikrobioty

Lidsky gastrointestinalni trakt je kolonizovan 10%3-10'* mikroorganismy, souhrnné
nazyvanymi jako stfevni mikrobiota (dfive oznacovana jako mikroflora) (Dicks et al., 2018).
Pojem mikrobiota vyjadiuje ekologickou komunitu komenzalnich a potencialn¢ patogennich
mikroorganismit  Zijicich v naSem organismu. O mikrobiot¢ se casto mluvi jako
0 ,superorganismu® a ,zapomenutém organu“. Mezi mikroorganismy tvofici mikrobiotu
gastrointestinalniho traktu patii bakterie, houby, Viry (pfevazné bakteriofagy) a archea. Casto
je mikrobiota nespravné zaménovana s mikrobiomem, ktery oznacuje genom mikrobioty.
Celkova hmotnost stievni mikrobioty je 1-2 Kg. Pozitivni tloha lidské mikrobioty je znama po
cela desetileti, zejména uloha stfevnich bakterii, které zajistuji ziviny, vitaminy (vitamin K,
E a vitaminy skupiny B), travici enzymy a ochrannou funkci pted patogeny. V historii se
predpokladalo, ze tato ochranna funkce mikrobioty je zalozena na pouhé konkurenci mezi
sttevnimi bakteriemi a invazivnimi patogennimi bakteriemi, dnes je zndmo, ze stfevni bakterie
ve vyziveé, imunitnim vyvoji, produkci vitamini a udrzovani vyvazené (homeostatické)
mikrobialni populace (Fung et al., 2017).

Pocet bakterii v gastrointestindlnim traktu kauddlnim smérem stoupa — v Zaludku je 10* /
g obsahu, v tenkém stievé se v duodenu (dvanactniku) nachazi 10°/ g obsahu, v jejunu (laéniku)
je podet 10*/ g obsahu a ileum je osidleno podtem 10°—108/ g obsahu. Nejvyssi podet bakterii
obsahuje tlusté stfevo (102 / g obsahu). Slozeni bakterialniho osidleni je nestalé a méni se
zejména v zavislosti na Case a prostedi hostitele (Oka et Sartor, 2020).

Mezi dominantni bakterialni kmeny lidské mikrobioty patii Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria a Verrucomicrobia, pfi¢emz Vétsina (> 90 %)
zjisténych bakterii v lidské stolici a/nebo stfevni sliznici pochazi z kmenl Bacteroidetes
a Firmicutes. Kmen Firmicutes se sklada z vice nez 200 riznych rodu jako je Lactobacillus,
Bacillus, Clostridium., Enterococcus. a Ruminicoccus. U kmenu Bacteroidetes pievlada
zastoupeni rodu Bacteroides. a Prevotella. Kmen Actinobacteria je méné pocetny a hlavnim

zastupcem je rod Bifidobacterium. (laniro et al., 2016, Rinninella et al., 2019).
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3.1.2 Vyvoj lidské mikrobioty

U zdravého jedince se nachdzi pifirozend neboli normdlni mikrobiota Za normalnich
podminek se predpoklada, ze se clovek rodi s epitelidlnimi povrchy bez mikrobli a proces
kolonizace za¢ina béhem porodu (Prakash et al., 2011).

V neonatalni (novorozenecké) stievni mikrobiot€¢ mezi kolonizujicimi stfevnimi
bakteriemi dominuje rod Bifidobacterium. Bifidobakterie a laktobacily pfispivaji K pfirozené
i ziskané imunitni odpovédi u zdravych novorozencut. Snizeny vyskyt fekalnich bifidobakterii
davaji studie do souvislosti s vyssim rizikem vzniku onemocnéni jako je napt. atopicky ekzém
nebo obezita. Pfitomnost bifidobakterii je u dospélych snizena, coz naznacuje, Ze je ptitomnost
rodu Bifidobacterium specificka hlavné pro rany Zivot. Osidleni stfevniho traktu je dilezité pro
zachovani sttevni homeostazy u novorozence, kterd urcuje imunologicky a fyziologicky vyvoj
(Kapourchali et Cresci, 2020).

Travici trakt novorozence pozdé€ji kolonizuji kmeny Bacteroidetes a Firmicutes. Diky
tomu mikrobiom novorozence ziskd geny pro metabolizaci rostlinnych polysacharidu.
U novorozencl porozenych vagindlné vznikd mikrobiom, jenz odrdzi mikrobiotu travici
a pohlavni soustavy matky, zatimco u déti porozenych cisaiskym fezem pievladaji kmeny
osidlujici typicky kazi nebo mikroorganismy z prostiedi, napt. Clostridium difficile, rod
Bacillus a enterobakterie (Korpela et de VVos, 2018). Tento rozdil vede k opozdéné mikrobialni
kolonizaci rody Bacteroides, Bifidobacterium a Lactobacillus (Dicks et al., 2018).

Na lidskou stfevni mikrobiotu v pribéhu Zivota piisobi na stfevni mikrobiotu endogenni
a exogenni faktory, mezi které patii zptisob porodu, kojeni, krmeni, podavani doplnku stravy,
xenobiotika (cizorodé latky — napft. l1éky), zivotni styl a expozice mikrobim. Relativni vliv
téchto faktorli na slozeni a funkci lidské sttevni mikrobioty se podstatné li§i s pohlavim, v€kem,
stravou a urovni expozice antimikrobidlnim latkam. Mikrobialni sloZeni gastrointestinalniho
traktu ditéte se béhem Zivota méni, hlavné diky pfechodu z mateiského mléka na tuhou stravu.
Pocate¢ni kolonizace stieva je spojena S vyvojem stievniho imunitniho systému a naruSeni
mikrobioty vtomto rozhodujicim obdobi mize pozd€ji vést k negativnim zdravotnim
diasledktim (Kapourchali et Cresci, 2020).

Po zavedeni tuhé stravy dochdzi u stfevni mikrobioty k nejvétsi zméné mikrobidlni
kompozice. Dale se po zavedeni tuhé stravy zvySuje vznik mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (short fatty acids, SCFA), produkovanych stfevni mikrobiotou, které slouzi jako jako
zdroj energie pro kolonocyty (stfevni bunky). Zavedeni tuhé stravy mj. zvySuje expresi gent

pro metabolismus sacharidt, biosyntézu vitamind, a Xenobiotickou degradaci. Mikrobialni
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populace u zdravého ditéte rychle se dynamicky rozviji od narozeni do 2 az 3 let v€ku, kdy
dosahne mikrobiota sloZeni a stability jako u dospélych (Fung et al., 2017).

U dospélych je dolozeno, ze mikrobiota piedstavuje pomémné stabilni spolecenstvi
charakterizované v pribéhu celého dospélého Zivota, pfitomen je mirny vliv starnuti (Dicks et
al., 2018). Strevni mikrobiota zdravého ¢lovéka se podili na syntéze a absorpci zivin, vytvari
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short fatty acids, SCFA) , udrzuje funkci sttevni slizni¢ni

bariéry, chrani pied patogennimi bakteriemi a translokaci endotoxint, stimuluje vyvoj

-----

(Gensollen et al., 2016).

Naruseni stievni mikrobioty (disbidza) je spojeno se vznikem nekrotizujici enterokolitidy
(zivot ohrozujici porucha adaptace traviciho systému vétSinou nedonoSeného novorozence)
a nékterych chronickych onemocnéni, jako jsou zdnétliva stitevni onemocnéni, diabetes 1. typu,
obezita, cukrovka, rakovina, alergie, astma a neurologicka onemocnéni (McVey Neufeld et al.,
2011), Studie Vijay-Kumar et al. (2010) potvrdila souvislost naruSené mikrobioty a rizika
vzniku hyperfagie a metabolického syndromu na mysich modelech. Naopak nové&;jsi studie
provedena Ahlqvist et al., (2019) neodhalila zadné vyznamné klinické spojeni mezi porodem

cisafskym fezem a rozvojem obezity.

3.1.3 Funkce lidské mikrobioty

Mezi ptinosné vlivy stfevnich bakterii patii (Rada et Marounek, 2005):
1. Bariérovy efekt — produkce antimikrobidlnich substanci, blokovani adherence patogent,
produkce zivin pro kolonocyty (kyselina maselna), produkce defenzini
2. Redukce kolonizace, invazivity, metabolismu a mnozeni patogennich bakterii
3. Ovlivnéni sloZeni stievni mikrobioty prostiednictvim poklesu pH, produkci metabolitd,
ovlivnéni aktivity mikrobialnich enzymu a ovlivnéni sttevni motility

4. Imunostimulac¢ni u¢inky — podpora fagocytdzy, produkce protilatek a cytokind.

U zdravého Cloveka prevazuji ptfinosné vlivy stievni mikrobioty a vytvari se bariéra

proti vstupu patogent do organismu (Thaiss et al., 2016).
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Pfi naruseni stfevni mikrobioty (disbi6za) dochdzi k negativnim vliviim stfevni mikrobioty,
jako je (Zhang et al., 2015):
1. Aktivace a syntéza rakovinotvornych a genotoxickych latek
2. Pro hostitele neptiznivy metabolismus bakterii tlustého stieva aktivujici enzymy, napf.
betaglukuronidasu, coz je hlavni enzymaticky systém stfevni mikrobioty

3. Syntéza toxinil

3.1.4 Mikrobiota pacienti s Crohnovou chorobou

Mikrobiota stfev pacientl trpicich Crohnovou chorobou se 1i$i od mikrobioty zdravych
lidi. Studie prokazaly, Zze u pacientl je pfitomen vys$$i pocet bakterii, které mohou byt
invazivngj§i ve slizniéni vrstveé, také se u nich vyskytuje snizena biologickd diverzita
(rozmanitost) mikrobioty (Cammarota et al., 2015).

Nejvyraznéjsi zmény na kmenové Grovni V mikrobioté stfev u pacientti S Crohnovou
chorobou zahrnuji: zvySeni poctu proteobakterii a pokles zastoupeni bakterii kmene Firmicutes.
U proteobakterii je signifikantni nartst bakterii z ¢eledi Enterobacteriaceae, a to zejména
adherentné-invazivnich bakterii rodu Escherichia coli (laniro et al., 2016). Dominance
zminénych patogenti, vede ke zméné slozeni mikrobioty (disbidza). Patogeny upiednostiuji
proliferaci bakterialnich pro-IBD (IBD, irritable bowel disease, zanétlivé stfevni onemocnéni)
rodu, spolu s odstranovanim prospé$nych bakterialnich roda (Younis et al., 2020).

Zmény poctu bakterii kmene Firmicutes zahrnuji ptedevsim snizeni poctu bakterii rodu
Lactobacillus, také dochazi k poklesu poctu dal$ich producentd kratkych mastnych kyselin
(short chain fatty acids, SCFA), ke kterym patii bakterie celedi Lachnospiraceae
a Ruminococcaceae (Willing et al., 2018).

Dale bylo opakované zjist€éno u pacientll s Crohnovou chorobou snizeni vyskytu
Faecalibacterium prausnitzii, coz je striktné anaerobni bakterie, ktera podporuje produkci
protizanétlivych faktora (Sokol et al., 2008). Dale bylo Cetnymi studiemi prokazano, Ze je
U pacientt trpicich zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi sniZzena pfitomnost methanogennich
archea. Methanobrevibacter smithii je dominantni methanogenni archea v tlustém stievé
zdravych i nemocnych jedinct. (Scanlan et al., 2008). Ghavami et al. (2018) provedli studii
s cilem zhodnotit pfitomnost Methanobrevibacter smithii u iranskych pacienti trpicich
zanétlivymi stfevnimi chorobami. Pro detekci M. smithii byla provedena kvantitativni metoda
PCR. Oproti zdravym subjektiim byla zjiSt€éna mezi pacienty vyrazné snizend piitomnost M.
smithii.
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3.2 Probiotika, probiotika a synbiotika

V roce 2001 Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) definovaly probiotika jako ,,zivé mikroorganismy, kter¢ v ptipad¢, Ze jsou
podany v pfiméfeném mnozstvi, poskytuji hostiteli zdravotni pfinos a umoziuji predejit nebo
zlepsit pribéh nékterych onemocnéni (FAO/WHO, 2001).

Definice probiotik byla pozdéji upravena a v soucasné dob¢ jsou probiotika definovana
jako ,,zivé mikroorganismy, které v ptipad¢, Ze jsou podany ve vhodnych davkach, mohou
podpofit zdravi hostitele (Hill et al., 2014). Jednim z hlavnich zdroji komer¢nich probiotik je
lidsky gastrointestinalni trakt (GIT). VétSina probiotickych kmenti GIT byla izolovana ze
vzorki stolice zdravych dospélych a kojenct. 1zolace probiotik se neomezuje pouze na lidsky
organismus. Dal§imi zdroji probiotik jsou také &eledi n&kolika Zivo&isnych druhi. Uéinky
probiotik se vSak 1iSi v zavislosti na kmeni. Jako probiotika se uplatiiuji bakterie mlééného
kvaseni, zejména rod: Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Bifidobacteria a nékteré kvasinky napt. Saccharomyces boulardii (Maldonado Galdeano et al.,
2019).

Probiotika jsou také casto nazyvany jako tzv. ,pratelské bakterie". Na zvifecich modelech
byly prokazany piiznivé G¢inky probiotik, jako je ochrana proti infekcim, zklidnéni piiznakt
drazdivého tra¢niku, inhibice rtstu Helicobacter pylori, prevence vzniku rakoviny tlustého
stfeva a alergii, u¢inné se probiotika ukazaly ijako ochrana pfed vznikem zanétu stieva
(Maldonado Galdeano et al., 2019).

Klinické studie potvrdily terapeutickou ucinnost pii 1é€bé riznych onemocnéni, napft.
infekénich, diabetes, syndrom drazdivého tra¢niku, zanétliva stitevni onemocnéni a mohou byt
pouzity v doplikové a alternativni 1é€bé napt. Crohnovy choroby. V soucasné dob€& nejsou
probiotika povaZovéana za soucast konven¢ni mediciny a FAO/WHO stanovuje podminky, za
kterych je mozné dany mikrobialni kmen pouZzivat jako probiotikum (Maldonado Galdeano et
al., 2019).

Dalsi moznost pozitivniho ovlivnéni stfevni mikrobioty je podavanim prebiotik, ktera
rovnez piizniveé ovliviuji zazivani, tim Ze podporuji rozvoj pozitivné pulsobicich
mikroorganismil v trdvicim traktu. Prebiotika, byla poprvé definovdna a pojmenovana
Marcelem Roberfroidem v r. 1995 jako nestravitelné slozky potravin, které podporuji rist nebo
aktivitu stfevni mikrobioty a zlepsuji tak zdravotni stav konzumenta (Gibson et Roberfroid,

1995). Mezi prebiotika se tadi predevsim oligosacharidy a fruktooligosacharidy. Bylo
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prokézano, ze k vyraznému zvyseni poctu bifidobakterii v tlustém stfevé dojde pii podavani 4-
8 g fruktooligosacharidii denné (O’Keefe, 2008).

Synbiotika jsou podle definice Gibsona a Roberfroida (1995) kombinace probiotik
a prebiotik. Pfiznivé by hostitele méla tato kombinace ovliviiovat kombinaci efektu
(synergismem) a urychlit tak rist prospéSnych bakterii, jako jsou napf. bakterie rodu
Bifidobacterium a Lactobacillus (Gibson and Roberfroid, 1995). Jednou z hlavnich vyhod
synbiotik je delsi pfetrvavani probiotik v gastrointestinalnim traktu (Watson et Preedy, 2015).

Historickd data naznacuji, ze probiotické laktobacily a bifidobakterie podévané
v potravinach a ve form¢ kapsuli jsou bezpecné pro lidské pouziti. Avsak za ur¢itych podminek
mize nastat napt. prinik probiotika do organismu nebo dojde k vzniku vzacnych infekci (napf.
u nékterych bakterii rodu Enterococcus byla prokdzana patogenita). Totéz plati
0 Saccharomyces boulardii, coz je mikroorganismus pouzivany jako probiotikum, pokud
pronikne ze stfeva do krevniho fecisté, mize zptsobit fungémii (pfitomnost hub v krvi) (Pieniz

etal., 2014).
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3.3 Imunitni funkce gastrointestinalniho traktu

Stievni imunitni systém je nejvétSim imunitnim organem v téle a je zodpovédny za
adaptivni (ziskanou) a vrozenou imunitni odpovéd’. Stfevni sliznice tvofi bariéru, ktera
zabranuje vniknuti a pasobeni latek ze zevniho prostfedi, tj. xenobiotika (cizorodé latky),
antigeny a alergeny z potravy a virové, bakterialni a parazitické patogeny. Kromé mechanické
funkce, ve stfevni sliznici probihaji sekrecni a absorp¢ni procesy, které rovnéz pomahaji pred
vznikem infekce (Posovszky et Barth, 2020).

Stfevni imunitni systém je soucasti sliznicni bariéry a tvoii jej lymfaticka tkan ve sténé
gastrointestinalniho traktu, lymfocyty, plazmatické bunky, lymfatické uzliny v mezenteriu
(zdvojena vrstva pobfisnice pripeviiujici stievo k zadni sténé dutiny bfisni, obsahuje Cetné
lymfatické uzliny a vedou jim ke stfevu cévy a nervy) a makrofagovy systémem jater. Buniky
sttevni  sliznice  transportuji  antigeny  k imunokompetentnim  bunkam, (bunky
zprosttedkovavajici imunitni odpovéd’) které produkuji protilatky (imunoglobuliny — IgA,
IgM). Protilatky ptisobi lokaln¢ a prostupuji do mimobunéénych prostor stievni sliznice, nebo
jsou pteneseny do lumen stfeva. V podslizni¢ni vrstve se nachézi granulocyty a monocyty, které
maji funkci fagocytdzy a rozpozndvani mikroorganismi, jez pronikly slizni¢ni bariérou
(Langmeier, 2009). DalSim obrannym mechanismem stievniho imunitniho systému je stievni
mikrobiota, jeji imunitni funkce jsou v této praci jiz popsany v kapitole 3.2 Mikrobiota
gastrointestinalniho traktu. Vrozena imunodeficience muze vést k chronickym prijmim,

malabsorpci zivin nebo vzniku zanétlivého stievniho onemocnéni nebo infekénich onemocnéni.

16



3.4 Zanétliva stfevni onemocnéni

Zanét je odpovéd lidského organismu na poskozeni tkani a piedstavuje hlavni
homeostaticky endogenni mechanismus, ktery vede k reparaci tkani. Pokud neni tato zanétliva
odpovéd’ dostatecné regulovana protizanétlivymi mechanisSmy, mize byt zanét poSkozujici
reakci organismu. Nedostatecnd endogenni protizanétliva odpovéd’ byla prokazana také
V U pacientd se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi (Baumgart et Sandborn, 2012).

Mezi zanétliva stfevni onemocnéni fadime Crohnovu chorobu (ileitis terminalis)
a ulcerozni kolitidu (proctocolitis idiopathica). Jde o chronickda onemocnéni traviciho traktu,
kterd maji Casto gastrointestinalni pfiznaky. Pfi¢ina onemocnéni zatim neni znama.
Pravdépodobné se jednd o poruchu stfevni bariéry a dysregulaci imunitni odpovédi na bézné
bakteridlni antigeny. Béhem autoimunitni reakce pak vznika transmuralni zanét, tj. zanét, ktery
postihne celou sténu stfeva, ktery ¢asto prejde i na mezenterium, s poskozenim stievni sliznice.
Choroby propukaji v détstvi nebo béhem dospivani. Druhy vrchol obou nemoci se pak objevuje
az u starsich pacientt, nastup projevu se vsak stale posouva do stale mladsich vékovych skupin
(Lukas et al., 2014).

Zanétliva stfevni onemocnéni jsou povazovana za jedny z hlavnich problémt moderni
populace, nebot’ pfimo ovliviiuji kvalitu zivota. Studie také ukazuji vysoky vyskyt
problematickych téhotenstvi u Zen, které témito onemocnénimi trpi. Bylo zjiSténo, ze Zeny
s Crohnovou chorobou nebo ulcer6zni kolitidou maji vyssi pravdépodobnost predasného
porodu a jejich déti se rodi s nizkou porodni hmotnosti (Kostic et al., 2015). Dulezitym
faktorem, ktery v nékterych ptipadech zhorSuje situaci pacientd se zanétlivymi stfevnimi
onemocnénimi, je pozdni diagn6za onemocnéni, tato skutecnost pak vede ke zvySené umrtnosti

pacientt (Oliveira et Monteiro, 2017).

3.4.1 Crohnova choroba

Crohnova choroba je pojmenovana po americkém gastroenterologovi, ktery ji i prvni
popsal, Burrillu Bernardu Crohnovi. Je to chronické onemocnéni, autoimunitniho ptivodu
a priznaky se podoba ulcerdzni kolitid€. Presto maji obé choroby nékolik charakteristickych
znakd, které je od sebe odliSuji. Ulcerdzni kolitida postihuje pouze submukdzu a mukozu stény
tlustého stieva, a nékdy vyvolava vznik viedt. Crohnova choroba vsak na rozdil od ulcerdzni

kolitidy mize postihnout kterykoli oddil traviciho Ustroji od ust az po rektum (Lukas, 1998).

17


https://www.wikiskripta.eu/w/Crohnova_choroba
https://www.wikiskripta.eu/w/Ulcer%C3%B3zn%C3%AD_kolitida

Podle mista vyskytu mizeme Crohnovu chorobu rozdé€lit do péti kategorii (Zonderman et
Vender, 2000):
1.) Crohnova choroba postihujici oblast ileocékalni (piechod kycelniku do slepého
stieva)
2.) Crohnova choroba tenkého stfeva
3.) Crohnova choroba tlustého stieva
4.) Crohnova choroba postihujici oblast rekta a analniho kanalu

5.) Crohnova choroba v atypické lokalizaci.

3.4.2 Projevy choroby

Charakteristickym znakem Crohnovy choroby je stfidani obdobi zhorSeni (relapsi)
a zklidnéni (remisi) zanétu (Baumgart et Sandborn, 2012).

Mezi bézné stievni projevy Crohnovy choroby patii dlouhodobé pietrvavajici prijem
s ptfimé&si krve nebo hlenu. Mohou se vyskytovat kiecovité a trvalé bolesti bficha. Ztratou krve
ze stieva, kterd nemusi byt vzdy patrna, pak dochazi neziidka také k chudokrevnosti.
U nékterych pacientl se piiznaky objevi nékolik let pied diagnézou. Obcas je prvnim
zaznamenanym piiznakem nemoci stievni obstrukce, perforace nebo krvaceni (Bernstein et al.,
2012).

Kromé GI (gastrointestinalnich) pfiznakd ma téméf 25 % pacientd také extraintestinalni
projevy, napi. erythema nodosum (forma zanétu podkozni tukové tkan¢), zanétliva artropatie
(onemocnéni kloubu se zanétlivym charakterem), nefrolitiaza (znamena pfitomnost kamend
nebo krystalickych ¢astic v parenchymu ledvin), osteopor6za (onemocnéni kostni tkané, které
vede ke zvySené kiehkosti kosti), episkleritida (zanét pojivové tkané mezi spojivkou a sklérou)
a 7ilni a arterialni tromboembolismus (Vznik krevni srazeniny uvnitf cévniho fecisté (trombodza)
a vmeteni srazeniny do cév na jiném misté téla (embolie). Z divodu téchto extraintestinalnich
projevu a souvisejicich zanétlivych imunitnich poruch, je Crohnova choroba definovana jako
systémové zanétlivé onemocnéni. Pacienti mohou mit také jiné systémové priznaky jako
horecka, sniZzeni chuti k jidlu, ibytek hmotnosti, tnava, no¢ni poceni a ztrata normalniho
menstrua¢niho cyklu (Baumgart et Sandborn, 2012).

Dale u pacientii, mimo symptomy vyvolané v diisledku aktivity zanétu, dochéazi k naruSeni
absorp¢niho povrchu stievni sliznice, v disledku miize byt narusené traveni a vstiebani Zivin.

To muze vést k proteino-energetické malnutrici, nizkym hladindm minerali vcetné Zeleza,
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vitamind, stopovych prvkii a metabolicky podminéné osteopordze. Tudiz, nemoc miize
zpusobit zastaveni rastu a fyzického vyvoje u déti (Feuerstein et Cheifetz, 2017).

V priabéhu Crohnovy choroby se zhruba u tfetiny pacientil objevi perianalni absces
(bolestivé zanétlivé lozisko v okoli fitniho otvoru), fisura (¥itni trhlina) nebo pistél. Pistélem se
rozumi zénétem postizené stievo, které miize vyustit naptiklad na kizi nebo do jiného tseku
stfeva. Mezi nejbéznéjsi mista vyusténi pistéle patii mocovy méchyt (enterovesické), vagina
(enterovaginalni), stievo (enteroenterické), a kuze (enterokutanni) (Feuerstein et Cheifetz,

2017).

3.4.3 Pri¢iny vzniku choroby

Pfi¢ina zanétlivych stievnich onemocnéni neni doposud zcela objasnéna, proto se mluvi
o tzv. nespecifickém zanéctu. Existuji rizné teorie o jejich pfi¢inach vzniku. Protoze k narustu
vyskytu obou onemocnéni dochazi predev§im v rozvinutych zemich, predpoklada se vyznamny

vliv faktort prostredi (Kaplan et Ng, 2017).

3.4.3.1 Genetické faktory

Svuj vliv na vznik Crohnovy choroby maji i genetické faktory. Jiz od poloviny 70. let
minulého stoleti se v epidemiologickych studiich zjistuje ndpadné vysoky familidrni vyskyt
Crohnovy choroby (Lukas et al., 1998). Riziko vzniku této choroby je tak pro zdravé Eleny
takovych rodin 3-5x vys$i v porovnani s rizikem v bézné populaci a familiarni vyskyt byl
zjistén u 15-20 % ptipadii onemocnéni (BartoSova et al., 2009).

Se vznikem Crohnovy choroby je spojovano nékolik kandidatnich gend, jejichz
produkty ovliviiuji priabéh zanétlivé reakce. Jedna se napi. o geny: NOD2 / CARD15, ICAM-
1, CCR5, MDR1, TLR4 a dalsi. (Lu et Hunt, 2013, Bartosova et al., 2009).

Geny spojené se vznikem Crohnovy choroby Ize rozdélit do tii kategorii, podle ptisobeni
na riznych kontrolnich bodech zanétlivé drahy: 1.) rozpoznavani patogenti, 2.) odstranéni
patogenu vrozenou imunitou a 3.) zabranéni invaze patogenu Skrz stievni mukézni bariéru
(Younis et al., 2020).

3.4.3.2 Imunodeficience

Imunodeficience je poruchou imunitniho systému, ktera vznika na zakladé aktivity
nékterych onemocnéni, mj. iCrohnovy choroby. Studie na pacientech prokazaly, Zze
Crohnova choroba je dusledek narusené vrozené imunity a reakci na akutni zanétlivou odpoveéd’

a poskozeni tkan¢€. V patogenezi Crohnovy choroby je znamo dominantni postaveni T-

19


http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=8&SID=C6GsOvfrvVXK66mtAoF&page=1&doc=1
http://apps.webofknowledge.com.infozdroje.czu.cz/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=8&SID=C6GsOvfrvVXK66mtAoF&page=1&doc=1

lymfocytt, zvlasté jejich subpopulace CD4+, ktera produkuji zvySené mnozstvi cytokint
(skupina mensich signalnich proteinti, ucastnicich se vyznamné v imunitni odpovédi). Od
Sedesatych let minulého stoleti bylo u ¢lovéka popsano vice nez 100 cytokint. Mezi cytokiny
se fadi interferony (INF), interleukiny (IL), rastové faktory (growth factor, GF), faktory
nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor, TNF), diferencia¢ni faktory (colony stimulating
factor, erytropoetin, trombopoetin) a chemokiny (faktory bunééné migrace). Poruchy
imunitniho systému vzhledem k G¢innosti cytokini vyuzivaji patogenni mikroorganismy
a manipuluji s imunitni odpovédi svého hostitele. U pacientd s Crohnovou chorobou bylo
prokézana zvySena hladina prozanétlivych cytokint napt. TNF-a, IL-18, IL-6, I1L-12, IL-23
a chemokinti (Abraham et Cho, 2009).

3.4.3.3 Faktory zevniho prostiedi

Naruseni stfevni mikrobioty pacientli s Crohnovou chorobou zptisobuji faktory zevniho
prostfedi, tj. strava, koufeni cigaret, stres, xenobiotika (rezidua, kontaminanty, léfiva —

antibiotika, peroralni antikoncepce) a mj. se diskutuje o vlivu infekénich agens (Chen et al.,

2019)

3.4.3.3.1 Strava
Hlavnim ovlivnitelnym zevnim faktorem rozvoje zanétlivych sttevnich onemocnéni je

strava, ktera ma vliv na stfevni mikrobiom a nasledné na rozvoj zanétu (Lee et al., 2015). Uvadi
se, ze mikrobiota mtize byt ovlivnéna stravou az ze 60 % (Faith et al., 2011). Diskutuje se
zejména o Skodlivém plsobeni nékterych aditiv, zvySené konzumaci cukru a nizkém piijmu
vlakniny. Dale je nutné z jidelnicku vyloucit vysokotuc¢na Spatné stravitelna jidla. Coz potvrzuji
studie, poukazujici na zvySené riziko vzniku zanétlivych stfevnich onemocnéni u lidi, ktefi
konzumuji véts§i mnoZzstvi masa a tukill, zejména polynenasycené mastné kyseliny a omega-6
mastné kyseliny, a naopak nizsi riziko u lidi s dietou zahrnujici konzumaci vyssiho mnozstvi
ovoce a zeleniny (Papada et al., 2020).

Nékteré slozky stravy mohou narusit sttevni epitelidlni buiiky a zvySovat tak stfevni
permeabilitu (propustnost). Pokud se porusi stfevni bariéra, miize dochdzet k nadmérnému
prestupu sttevnich bakterii a jejich vzniklych produktl, které svymi antigeny stimuluji imunitni
systém. V disledku disbidzy (naruSeni stievni mikrobioty) dochédzi k zvySené produkci

specifickych cytokinti a vznika nepfimétena zanétliva odpoveéd’ (Levine et Wine, 2013).
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Mezi dalsi vyzivové faktory podilejici se na vzniku onemocnéni patii nedostatek vitaminu
D. Dle Ananthakrishnan et al., (2012) vyssi hladina vitaminu D v krevni plazmé vyznamné

snizuje riziko vyskytu Crohnovy choroby.
3.4.3.3.2 Koufeni cigaret

Dals$im z moznych diskutovanych pficin vzniku Crohnovy choroby je koufeni cigaret. Je
znamo, ze koufeni cigaret zvySuje nachylnost organismu kvzniku Crohnovy choroby
a zhorsuje jeji klinicky pribéh. Co se tyce hlediska vlivu pohlavi, bylo prokazano, Ze vztah
mezi vznikem Crohnovy choroby a koufenim je siln€j$i u zen nez u muza (Cosnes, 2004).

U pacientd kufakd se objevuje vétsi mnozstvi relapst, vice stievnich komplikaci, hors$i
reakce a vyssi pozadavky na 1é¢bu onemocnéni nez nekutaci. Prizkum ve Francii zjistil, Zze
u nekufakd byl vznik nemoci méné pravdépodobny ve srovnani s lehkymi kutaky (33 % oproti
38 %) (Seksik et al., 2009). Dalsi studie potvrdila, ze nepfetrzité koufeni vedlo k progresi
u pacientt s Crohnovou chorobou (Nunes et al., 2013).

Kouteni mize také zpusobit histologické zmény ve stieve. Fricker et al. (2018) pozorovali
u pacientl Kufak zmény ve stievni tkani, véetné zvyseného poctu lymfocyt a zvyseni hladin
cytokini. Studie zjistila, Ze zmény ve stfevni sténé¢ vedly ke gastrointestinalni imunitni
dysfunkci.

Pacientim trpicim Crohnovou chorobou je dirazné doporucovano s koutfenim piestat.
Coz potvrdila studie dle Cosnes et al. (2001), u pacientd, ktefi pfestali koufit na vice nez 1 rok,
byl prubéh nemoci mirné&jsi. Pokud pacient piestane koufit uplné, vyrazné se snizi i riziko

recidivy onemocnéni (Higuchi et al., 2012).
3.4.3.3.3 Stres

Uvadi se, Ze stres je spojen se zvysenou aktivitou Crohnovy choroby. Uginek stresu na
zanétliva stfevni onemocnéni je zprostfedkovan tzv. ,,050u mozek-sttevo", ktera spojuje
gastrointestinalni trakt s centralnim nervovym systémem Vyskyt emocnich poruch je
u Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy vyssi ve srovnani s béZznou populaci. Kromé toho
deprese a uzkost ovliviiuji prubéh a zavaznost (zvysuje aktivitu) obou onemocnéni. Proto je
U pacientt dilezité zvazit vhodnou psychologickou terapii (Sgambato et al., 2017).

Vlivem stresu na aktivitu Crohnovy choroby se zabyvala studie provedena Mackner et al.
(2020). Autofi zminéné studie prokazali, Ze pacienti vystaveni vyssi irovni vnimaného stresu

oproti pacientll nevystavenym stresu vykazovali zmény v mikrobiomu. Doslo u nich ke zvyseni
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aktivity onemocnéni a dale k poklesu relativniho zastoupeni bakterii kmenu Firmicutes a rodu

Anaerostipes. Naopak byl u pacientii zaznamenan narast u rodu Parabacteroides.

3.4.3.3.4 Xenobiotika

Spekuluje se, Ze expozice xenobiotikiim (cizorodym latkam), (nejCastéji autoii uvadi
z dalsich pticin vzniku Crohnovy choroby. Tuto teorii potvrdily studie Troelsen et Jick (2019)
a Zou et al. (2020), které prokazaly souvislost mezi uzivanim antibiotik v détstvi se vznikem
zangtlivych stfevnich onemocnéni.

Mezi dal$i xenobiotikum davané do souvislosti s rozvojem Crohnovy choroby patii
peroralni antikoncepce. Coz potvrdila metaanalyza Ortizo et al. (2017), ktera prokazala o 24 %

vy$si riziko vzniku Crohnovy choroby u pacientli uzivajicich antikoncepcni tablety.

3.4.3.3.5 Vliv infekénich agens

Od pocatku tricatych let minulého stoleti se diskutuje o tom, Ze Crohnova choroba je
zoonotické onemocnéni pienasené potravinami zptusobené Mycobacterium avium subspecies
Paratuberculosis (MAP), coz potvrdila studiec Monif (2020). Dle Monif (2020), imunitni
systém novorozence, ktery se nakazi MAP v obdobi imunologické zranitelnosti (absence
ziskané imunity) ztraci schopnost potlacit replikaci mykobakterii. U novorozence se tak zvysi
riziko vzniku Crohnovy choroby.

Rodriguez et al. (2020) uvadgji jako patogen, pusobici na vznik Crohnovy choroby
bakterii Clostridium difficile. C. difficile je stfevni patogen povazovany za hlavni pfi¢inu
prijmu a kolitidy pfi uzivani antibiotik, a kKtery mj. mtze vyvolat vzplanuti Crohnovy choroby

Shaler et al., (2019) davaji do souvislosti s vznikem Crohnovy choroby bakterii E. coli.
Tato bakterie je pfitomna v lidském mikrobiomu a zije komenzalnim a patogennim zivotem. Na
konci 90. let minulého stoleti byl objeven patotyp (populace patogenu, ve které vSichni jedinci
maji spole¢nou urcitou patogenitu) adherentné invazivni E. coli (AIEC), ktery byva spojovan
s patogenezi Crohnovy choroby. Uvadi se, ze AIEC neni ani komenzalni, ani patogenni
varianta E. coli, ale tzv. pathobiont (docasné benigni mikrob nebo komenzalni, které muze

vlivem prostiedi nebo hostitele zplisobit onemocnéni).
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344 Lécbha

V soucasné dobé je Crohnova choroba medikament6zné i chirurgicky nevylécitelné
onemocnéni. V klinické praxi lze tuto chorobu 1é¢it primarné nasledujicimi zpusoby (Michetti,
2000):

1. Léky modulujici zanétlivou odpoveéd’ organismu — (biologicka 1é¢ba, kortikosteroidy,

imunosupresiva, aminosalicylaty)

2. Operace (pfi selhani medikament6zni 1€cby a feseni komplikaci)

3. Jako podptrna 1éc¢ba se pouzivaji naptiklad probiotika a exklusivni enteralni vyziva

Dale jako novou potencialni terapeutickou moznost V poslednich letech autofi uvadi tzv.
transplantaci fekalnich mikroorganisma (FMT). Terapie zaloZzené na mikrobech, véetné FMT
a probiotik jsou povazovana za bezpetna a mohou potencialné napravit disbidzu, ktera fidi

dysregulovanou imunitni odpovéd’ (Sartor et Wu, 2017).
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3.5 Vyuziti probiotik pri terapii Crohnovy choroby

Probiotika jsou bakterie, které maji piiznivy Gcinek na strukturu a funkci stfev, protoze
maji protizanétlivy Gc¢inek a zvysuji stievni bariéru. Bylo navrzeno nékolik mechanismut pro
vysvétleni potencialni terapeutické tlohy téchto bakterii. Studie in vitro a in vivo ukazuji, ze
probiotika, zejména bakterie mlécného kvaseni, vykazuji vyznamny antioxidacni potencidl.
Uginky probiotik na zandtliva stievni onemocnéni zkoumalo jiZ velké mnozstvi studii. Existuji
domnénky, Ze probiotika mohou vyvolat pfiznivé u¢inky na Crohnovu chorobu tim, Ze budou
pusobit proti aktivité¢ patogennich bakterii prostiednictvim inhibice (potlaceni) jejich rustu
a proliferace (mnozeni) a snizenim pH stfev. Probiotika inhibuji adherenci (pfilnavost)
patogennich bakterii a jejich translokaci (pfestup) ptes epitel. Navic bylo prokazano, ze
nékteré¢ funkce stieva, zejména prispivaji k vytvareni tésnych spojeni a redukuji apoptézu
(programovana bunécna smrt) epitelialnich bunék (Mack, 2011). V nasledujicim textu byly
zpracovany studie i metaanalyzy tykajici se pouziti probiotik pfi terapii Crohnovy choroby. Na
rozdil od pozitivnich vysledkt s pacienty s ulcerdzni kolitidou, naznacilo nékolik metaanalyz
velmi slaby nebo Zadny probiotik na zachovéani remise pii terapii pacienti s Crohnovou

chorobou (Gionchetti et al., 2006).

3.5.1 Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)

V nasledujicim textu jsou vysledky 4 studii, které byly zaméfeny na ucinek probiotika
Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) pti 1é¢bé Crohnovy choroby.

Gupta et al. (2000) uvadgji, ze po 6 mésicich podavani probitika LGG doslo ke
znaénému zlepSeni stavu pacientd, které bylo udrzovano po celou dobu studie.

Schultz et al., (2004) uskute¢nili studii, ve které byly pacientim podavany
kortikosteroidy spolu s probiotikem LGG nebo bez probiotika. Po Sesti mésicich 1€¢by nebyl
pozorovan zadny rozdil v klinickych remisich.

Bousvaros et al. (2005) wuskutecnili multicentrickou, dvojit¢ zaslepenou,
randomizovanou studii. Pacientim bylo podavano probiotikum LGG s prebiotikem inulinem
nebo samotny inulin. Ve skupiné¢ s LGG doslo dokonce ke zhor$eni symptomu a v dusledku
toho byla studie pied¢asn¢ zastavena po 42 mésicich.

Ke stejnému zavéru dosli Prantera et al. (2006), autofi zjistili, Ze po 1 roce 1éCby s

pouzitim LGG nebyl pozorovan zadny rozdil v mife klinickych remisi.
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Kmeny rodu Lactobacillus testované randomizovanymi kontrolnimi studiemi pozitivni

ucinek neprokazaly (Lorea Baroja et al., 2007).

3.5.2 Synbiotika

Probiotick¢ kmeny jsou terapeutikum, které je velmi Casto podavano jako tzv.
synbiotika, tj. s ptidavkem prebiotika.

Fujimori et al. (2007) provedli otevienou, nekontrolovanou studii s pouzitim synbiotik.
Pacientiim bylo podavano synbiotikum sestavajici ze tii probiotickych kment: Bifidobacterium
breve, Lactobacillus casei a Bifidobacterium longum a prebiotika psyllia (Plantago ovata). Dva
pacienti po ukonéeni studie ukonéili medikament6zni 1é¢bu a Ctyfem pacientim v dusledku
uzivani bylo mozné snizit davku kortikosteroidi. S vyjimkou bfiSniho nadymani, které mizelo
s prerusenim uzivani psyllia, v§ak nedoslo k nezddoucim ucinkiim.

Steed et al. (2010) podavali pacientiim synbiotika slozena z Bifidobacterium longum subsp.
longum a komer¢niho prebiotického pripravku Synergy 1, slozeného z oligofruktdzy a inulinu.
Pacienti byli pozadani, aby pokracovali ve stabilnich davkach béznych 1€k, které dostavali pii
zahdjeni studie. Ve vysledku doslo k signifikantnimu klinickému zlepSeni ptiznakt a bylo také
pozorovano vyznamné zvySeni poctu bifidobakterii v mukoézni vrstvé.

Willert et al. (2010) uskute¢nili randomizovanou, dvojit¢ zaslepenou, placebem
kontrolovanou studii s komer¢nim piipravkem VSL#3. Ptipravek VSL#3 je slozeny ze ti'i druhti
baktérii rodu Bifidobacterium, ¢tyi druhti baktérii rodu Lactobacillus a rodu Streptococcus
thermophilus. Studie byla zaloZena na peroralnim (Gstnim) podani této probiotické kombinace.
Ukazalo se, ze ptipravek VSL#3 je Gc¢inny pii zachovani remise u ulcer6zni kolitidy, ale pfi
1écbé Crohnovy choroby byl dokonce spojen s vét§im poctem ,,znovuvzplanuti“ choroby.

Fedorak et al., (2015).prokazali pozitivni u¢inek preparatu VSL#3 u pacient s Crohnovou
chorobou, ktefi byli po chirurgickém zakroku. Ve srovnani s placebem byla u skupiny, které
byl podavan preparat, prokdzana vyssi mira remise, snizeni aktivity onemocnéni. U pacient
po ro¢nim podavani tohoto ptipravku doslo ke sniZzeni hladin zanétlivych cytokind.

Také Derwa et al. (2017) provedli rozsahlou metaanalyzu studii do listopadu 2016
zkoumajicich uc¢innost synbiotika VSL#3 v terapii zanétlivych stfevnich onemocnéni. Zaveér
metaanalyzy zni, Ze symbioticky piipravek VSL#3 miZze byt G€inny pii vyvolani remise U
aktivnim ulcerdzni kolitidy a terapie probiotiky ma podobny uéinek jako aminosalicylaty v
prevenci recidivy ulcer6zni kolitidy. Naopak u Crohnovy choroby metaanalyza nezjistila pfinos

v indukci remise, ani v prevenci recidivy.
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Obrazek ¢.1: Komeréni probioticky piipravek VSL#3.
(http://www.fermented-foods.com/probiotic-supplements/vsl-3-review-one-best-probiotic
supplements)

3.5.3 Saccharomyces boulardii

Bourreille et al. (2013) podavali pacientim bud’ jen probiotikum S. boulardii nebo
placebo. Recidivy vznikaly u 47,5 % pacientt 1é€enych S. boulardii v porovnani s recidivami
u 53,2 % pacientd s placebem. Autofi usoudili, Ze probiotikum S. boulardii nema zadné pfiznivé
ucinky u pacientli s Crohnovou chorobou v remisi po terapii steroidy, tfebaze je probiotikum S.

boulardii povazovano za bezpe¢né a pacienty dobie snaseno.

V klinické praxi nebyly pfiznivé ucinky probiotik vzdy potvrzeny, jak pro jednotlivé
probiotické kmeny, tak pro probiotické kombinace. Proto podle nejnovéjSich doporuceni
Evropské spolecnosti pro Crohnovu chorobu a ulcerdézni kolitidu (ECCO) neni podpoteno
pouzivani probiotik k podpirné 1é¢bé Crohnovy choroby, ackoli uznavana uréitd role pro

komeréni ptipravek s nazvem VSL#3 (Dignass et al., 2014).
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3.6 Enteralni vyZiva

Dalsi z moznosti jako snizit projevy Crohnovy choroby a dosadhnout tak remise je
enteralni vyziva slouzici k prevenci malnutrice, ktera je u pacienti se zanétlivymi
onemocnénimi Castd. Enterdlni vyzivu miZzeme definovat jako podévani farmaceuticky
ptipravenych roztokti obsahujicich cukry, tuky, bilkoviny, ionty, vitaminy, stopové prvky a
vodu do tenkého stieva. U pacientt v kritické péci je mozné podavat jen mala mnozstvi (Forbes
et al., 2017). Uvadi se, ze pokud je travici trakt schopen podané Ziviny utilizovat (vstiebat),
dava se ptrednost enteralni vyzivé pred parentalni vyzivou. Parentalni vyzivu definujeme
jako nahradni vyzivu, jez organismu zajistuje podavani energetickych substratti a zivin pfimo
do krve, tedy mimo gastrointestinalni trakt, s cilem udrzet dlouhodobé¢ uspokojivy nutri¢ni stav
a stalost vnitiniho prostfedi (homeostazu) pacienta (Lochs et al., 2006).

Enteralni vyziva se podle davky rozd€luje na dopliikovou: 300—-600 kcal/den, doplitkovou
no¢ni: 1000 kcal/den a tiplnou (exkluzivni enteralni vyziva, EEV): 2000-2500 kcal/den (Lukas
et Kostrejova, 2018). Kromé dodani Zivin v potfebném mnozstvi ma enterdlni vyziva i dalsi
funkce, napt. vyzivu kolonocytii, dale slouzi jako prevence bakteridlni translokace a udrzuje
stievni bariéru (Lochs et al., 2006).

Podle slozeni se pfipravky pro enteralni vyzivu déli na dvé zdkladni skupiny, a to
polymerni a oligomerni. U vétSiny pacientil se pii 1é€beé vyuziva polymerni vyZiva, kterd je
urena pro sipping (popijeni) nebo podavani sondou do zaludku a duodena. Tato vyziva je
nutri¢né definovana a obsahuje polymery jednotlivych Zivin, ¢asto v ptivodni formé — proteiny
(predevsim kasein), polysacharidy (Skroby) a tuk, prevazné ve formé triglyceridti s dlouhymi
fetézci (LCT tuky). Oligomerni vyZiva je chemicky definovand, nizkomolekularni a obsahuje
roz§tépené Ziviny: aminokyseliny nebo oligopeptidy, disacharidy, maltodextrin a MCT
(medium chain triglycerides, triglyceridy se stfedné dlouhym fetézcem) oleje. Stravitelnost
MCT oleji je lepsi nez u LCT (long chain triglycerides, triglyceridy s dlouhym fetézcem). Dale
na rozdil od polymerni vyzivy oligomerni roztoky neobsahuji vlakninu, laktézu ani cholesterol
a vétSinou jsou bezlepkové (Gu et Feagins, 2020).

Existuji dva zplisoby aplikace enterdlni vyZivy: tzv. sipping (popijeni) a podavani
sondou. Sonda muze byt nazogastricka (podavana do zaludku), nazojejunalni (podavana do
tenkého stifeva) nebo tzv. PEG. PEG, jinak také perkutanni endoskopickd gastrostomie, slouzi
k dlouhodobému podavani enteralni vyzivy a predstavuje zavedeni nutri¢ni sondy do zaludku
Enteralni vyziva miZze mit i negativni dopad na stav pacienta. Miize dojit k tzv. kontraindikaci

Kontraindikace enteralni vyzivy délime dle Lochs (2006) na absolutni a relativni.
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Do absolutni kontraindikace se fadi ndhlé piihody bfisni. Je zndmo, Ze u pacientli v Sokovém
stavu je kontraindikacni jakakoliv forma vyzivy. Relativni kontraindikaci se rozumi napt. tézké
zanétlivé poskozeni tenkého stieva, pripadné opakované zvraceni. Mezi dalsi kontraindikaci je
nutné povazovat i etické hledisko, pokud enteralni vyziva nema pozitivni piinos v terminalni
fazi onemocnéni (Lochs, 20006).

Uginnost enteralni vyzivy jako primarni terapie aktivni Crohnovy choroby zkoumalo
nékolik studii. Nékteré studie se shodly v pozitivnim pusobeni enteralni vyzivy, dalsi pfinesly
negativni zavery. V historii se autofi studii, napf. Griffiths et al., (1995) shodovali, Ze jsou
kortikosteroidy ucinnéjsi v terapii Crohnovy choroby nez enteralni vyziva. Ale novéjsi studie
toto vyvraceji. Studie dle Hirai et al., (2019) prokazala, Ze ma enteralni vyziva inhibi¢ni u¢inek
na nadorovy nekroticky faktor (TNF) -alfa a je i¢inna pro udrzeni remise Crohnovy choroby.
Pfiznivé ucinky enteralni vyzivy na stievni mikrobiotu potvrdila i studie Caro et al., (2019).
Zavér zni, Ze u pacientt s aktivni Crohnovou chorobou mutize enteralni vyziva ptispét k obnove
homeostazy stieva a prodlouzit tak remisi.

Vétsina nové provedenych studii se shoduje hlavné na terapeutickém Uc¢inku enteralni
vyzivy ve formé exkluzivni enterdlni vyZzivy. Mechanismus u¢inku pro zmirnéni symptoma
neni ani v soucasnosti zcela objasnén, ale prepoklada se, ze vylouceni fady antigent ze stravy,
uprava stfevni permeability i mikrobioty ma za nasledek snizeni produkce prozanétlivych
cytokinil a tim snizuje zanétlivost stiev, to ma za nasledek zlepSeni jejich nutri¢niho stavu, a u
nékterych pacientil neni nadale potfebny chirurgicky zakrok (Hansen et Duerksen, 2018).

Studie provedené na détech s Crohnovou chorobou potvrdily G¢innost exkluzivni
enteralni vyzivy a pfirovnavaji ji k terapeutické u¢innosti kortikosteroidi. Neékteré studie,
provedené na dospélych uUc€innost enterdlni vyzivy potvrdily, dalsi stanovisko vyvraceji.
MozZnym diivodem je omezena tolerance pacienta k formé podani. Dale je zndma studie, kde
bylo zaznamenan ispéch s enteralni vyzivou pii stendze (zuzeni) stieva (Hu et al., 2014).

V historii studie naznacily, Ze exkluzivni enteralni vyziva nemusi byt uc¢inna pii 1é¢bé
Crohnovy choroby, pokud je chorobou primarné postizené tlusté stievo (Afzal et al., 2005).
Nov¢jsi studie provedena Buchanan et al. (2009) ale dosla k zavéru, ze lokalizace choroby vliv
na pravdépodobnost vyskytu klinické remise po podani exkluzivni enteralni vyzivy nema.

K negativnimu hledisku exkluzivni enterdlni vyzivy ve formé sippingu patii chut.
Studie dle Svolos et al. se zaméfila na vylepseni chuti a napodobila exkluzivni enteralni vyzivu
(CD-TREAT dieta). Studie prokazala, ze po podavani CD-TREAT diety byla po 8 tydnech u

skupiny déti s aktivni Crohnovou chorobou navozena z 60 % remise a doslo k 55% poklesu
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koncentrace fekalniho kalprotektinu (protein, neinvazivni marker v diagnostice Crohnovy
choroby) (Svolos et al., 2019).

Podobn¢ byla v randomizované kontrolované studii provedené Levine et al., (2019)
vyuzita vylucovaci dietni strava (CDED, Crohn‘s disease exclusion diet — vylouceni lepku,
zivocisnych tukt, mléka a mlécnych vyrobki) s ¢astecnou enteralni vyzivou (PEN, partial
enteral nutrition) u détskych pacientti s mirnou formou Crohnovy choroby. Vysledky ukazaly,
7z¢ jak CDED + PEN, tak EEN vedou k vysoké mife remise bez kortikosteroidi se
signifikantnim snizenim zanétu. A zpusob podani CDED a PEN bylo pacienty vyrazné 1épe
pfijimano nez exkluzivni enteralni vyZziva.

Tyto studie nabizeji velmi slibné vysledky, ale je zapotiebi provést dalsi studie, ve

kterych by mohly dietni upravy ¢i nové vyvinuté piipravky ptispét k 1é¢bé Crohnovy choroby.
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4 Material a metody

Prakticka cast mé diplomové prace se vénuje nékolika analyzdm mikrobioty vzorkl
stolice. Ackoli reserSe pojednava o Crohnové chorobé, je obtizné ziskat vzorky stolice od
pacienti s Crohnovou chorobou. Diky dlouhodobé spolupraci s détskym oddélenim
gastroenterologie FN Motol v Praze jsme méli k dispozici vzorky stolice pacienti s PEG
(oznaceni pro umisténi setu pro vyzivu pres sténu biisni do zaludku). Jedna se o modelovy
ptiklad pacientii na enterdlni vyziveé. Pacienti sice netrpéli Crohnovou chorobou, ale byl
sledovan vliv enteralni vyzivy na zastoupeni bifidobakterii. Vzorky stolice byly podrobeny
kultiva¢ni analyze, kde jsme zjistili pocty bifidobakterii. To, zda se jednd skutecné o
bifidobakterie, jsme zjistovali tak, Ze jsme zagaru odebrali izolaty, nechali nartst,
zkontrolovali morfologii a pak ovéfili identitu na druhovou troven pomoci FOPPK. Findlni

identifikace izolatli na uroven rodu a druhu probéhla pomoci MALDI-TOF MS.

4.1 Vzorky

K analyze mikrobioty bylo pouzito fekalnich vzorkl pacienti s PEG (oznaceni pro
umisténi setu pro vyzivu ptes sténu biisni do zaludku). Vzorky byly obdrzeny z Détského
odd¢lenim gastroenterologie FN Motol v Praze. Jednalo se o 14 vzork stolice od 14 détskych
pacient se specidlnim dietnim rezimem, tj. dlouhodobym pfijimanim potravy prostfednictvim
sondy PEG. Obecné se jednalo o déti s pohybovymi, nebo vyvojovymi vadami a jejich stav
neumozioval bézny piijem potravy. Z hlediska ochrany darce vzorku a jeho dat je v praci
uvedeno pouze pohlavi a vék jedincu. Tabulka ¢. 1 se seznamem darci je uvedena nize.

V tabulce €. 1 je dale uvedeno, zda jednotlivy pacient uzival antibiotika nebo probiotika.
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Tabulka €. 1 — Seznam pacienti s PEG

Vzorek Pohlavi | Vék (let) ATB Probiotika
PEG 1 chlapec 16 ne ano
PEG 2 chlapec 4 Biseptol ne

(dlouhodobg)
PEG 3 chlapec 2 ne ne
PEG 4 chlapec 6 ne ne
PEG 5 divka 6 ne ne
PEG 6 chlapec 10 ne ne
PEG 7 divka 11 ne ne
PEG 8 divka 11 ne ne
PEG 9 chlapec 13 ne ne
PEG 10 chlapec 11 Biseptol ne

(dlouhodobg)
PEG 11 divka 6 ne ne
PEG 12 chlapec 5 ne ne
PEG 13 chlapec 13 ne ne
PEG 14 divka 5 ne ne

4.2 Pouziti média

4.2.1 Pouzita média

octové pro selektivni stanoveni bifidobakterii.

jednotlivych agart je uvedeno v tabulce €. 2.
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Zakladnim médiem pro kultivac¢ni stanoveni byl modifikovany Wilkins-Chalgren agar
k zjisténi celkového poctu anaerobnich bakterii, dale byl tento agar jesté doplnén bud

ptidavkem mupirocinu a kKyseliny octové nebo piidavkem mupirocinu, norfloxacinu a kyseliny

Piiprava Wilkins-Chalgren agaru se sdjovym peptonem zaéina navazenim Wilkins-
Chalgren agaru, s6jového peptonu, cysteinu a tweenu a nasledné rozmichanim vsech slozek
Vv destilované vodé. Déle je agar potieba rozvafit a sterilovat. Po vytemperovani ve vodni lazni
na 48 °C byl do 2. agaru pridan mupirocin, kyselina octova a smés byla opét promichana. Pro

3. agar je postup ptipravy stejny, jen bylo pfidano navic antibiotikum norfloxacin. Slozeni




Tabulka €. 2 - SloZeni pouzitych médii

Médium

Kultivace

Slozeni selektivniho média na
100 ml

Wilkins-Chalgren (WSP agar
pro stanoveni celkovych
poc¢ti anaerobnich bakterii)

48 h, anaerobni, pii 37 °C

4,3 g Wilkins-Chalgren
anaerobni agar (OXOID), 0,5 g
Sojovy pepton (OXOID),
0,05g Cystein (OXOID), 0,1
ml Tween (Sigma)

Wilkins-Chalgren agar (WSP
Mup agar pro
Bifidobacterium sp.)

48 h anaerobni, pii 37°C

4,3 g Wilkins-Chalgren
anaerobni agar (OXOID), 0,5 g
Sojovy pepton (OXOID),
0,05g Cystein (OXOID), 0,1
ml Tween (Sigma), 10 mg
Mupirocin, 100 pl kys. octova

Wilkins-Chalgren agar s
norfloxacinem (Bif-NORF
pro Bifidobacterium sp.)

48 h, anaerobni, pii 37 °C

4,3 g Wilkins-Chalgren
anaerob agar (OXOID, UK),
0,5 g Sojovy pepton (OXOID),
0,05 g Cystein (OXOQID), 0,1
ml Tween (Sigma), 10 mg
Mupirocin, 20 mg Norfloxacin,
100 pl Kkys. octova

4.2.2 Vlastni rozbor a kultivace vzorku

Pro kultivaci mikroorganismi jsme ptipravili fedici fady vzorkt desitkovym fedénim. Z
této fady bylo vybrano fedéni, ve kterych byl ptredpokladan nartist kolonii stanovovanych
bakterii, které je mozno v tomto fedéni i detekovat. Pro CP bylo pouzito fedéni 5-9, pro BIF 2-
8 (ob¢ média). Takto nafedéné vzorky byly napipetovany po 0,5 ml na Petriho misky a zality

pfipravenymi selektivnimi médii. Dale byly pouzité misky kultivovany 48-72 h v anaerostatu

S vyvijeCem anaerobni atmosféry.

Obrazek ¢. 2 — Petriho misky pied procesem pipetovani (Foto autor textu)
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4.2.3 Kvantifikace bakterii

Kvantifikaci bakterii se rozumi stanoveni po¢tu mikroorganismi, jejichz vysledkem je
hodnota vyjadiena jednotkou Colony Forming Unit (CFU) nebo kolonie tvofici jednotky (KTJ)
V ur¢itém objemu nebo hmotnosti vzorku. Narostlé kolonie byly spocitany pomoci pocitadla
kolonii. Vysledkem jednotlivého vypoctu je logaritmicky vyjadieny pocet KTJ/g stolice.
Pocet KTJ byl vypocitan podle vzorce:

KTJ/g [[Z S *"’]- 10°] =y-10" logy=xx...KTI=y - 10>
a,b, ¢ soucty vsech kolonii spoc¢itanych na vybranych plotnach
111 pocet ploten pouzitych pro vypocet(kazda plotna 1)

n ¢islo nejvyssiho redéni

Ptiklad vypoctu: CP: 29 168, 827
e 2+16+82=100

- 100:111=0,9009

« 0,9009 x 107 = 9,01 x 10® KTJ/g stolice

Vyjadieni v log: log KTJ/g stolice:
e 9,01x10%% - 1og9,01 =095

Vysledek: 6,95 log KTJ/g stolice

4.2.4 Morfologicka kontrola izolatu

Ze selektivnich médii byly izolovany typické kolonie, které byly pomnozeny ve WSP
bujonu v anaerobni atmosféfe. Mikroskopicky byla zkontrolovéana ¢istota a morfologie bunék.
K dal$im testim byly pouzité kmeny s jednotnou morfologii, a to nepravidelné nesporulujici

tyCinky.

4.2.5 Postup rozboru a identifikace bifidobakterii na rodovou uiroveit pomoci testu
F6PPK

F6PPK test je enzymaticky test, ktery funguje na zéklad€ detekce enzymu ucastniciho

se metabolismu sacharidi u bifidobakterii. Tim se rozumi, ze bakterie rodu Bifidobacterium
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spolu s dalsimi bakteriemi ¢eledi Bifidobacteriaceae $tépi hexosy pomoci enzymu fruktoso-6-
fosfat fosfoketolasy (EC 4.1.2.22, F6PPK), Pro detekci FOPPK je nutné nejprve rozbit
bakterialni buniky, aby se jejich obsah spolecné¢ s intracelularnimi enzymy vylil do roztoku.
K rozruSeni bun¢k byl pouzit detergent CTAB. Dale jsou k roztoku pfidana ¢inidla, ktera
zpusobi jeho barevnou reakci. V ptipad¢, Ze bunka obsahuje enzym F6PPK, je fruktoso-6-fosfat
roz§tépen timto enzymem na erytroso-4-fosfat a acetyl-1-fosfat, ktery reaguje s FeCls za vzniku
komplexni slouCeniny, kterda ma fialové zbarveni a znaci pozitivni reakci, tj. pfitomnost
bifidobakterii. Pfi negativni reakci dochazi ke zlutému zbarveni roztoku (upraveno dle Orban

et Patterson, 2000). V tabulce €. 3 je uvedeno slozeni pouzitych roztok.

Tabulka ¢. 3 — Pouzita ¢inidla

Cinidla SloZeni

Roztok 1 0,36 g K;HPO,, 0,10 g KH,PO,, 0,15 g
cystein, 300 ml H,O

Roztok 2 120 mg NaF, 200 mg Na-iodoacetat, 20 ml
H.O

Roztok 3 4,17 g hydroxylamin, 30 ml H,O (pH 6,5 —
upravit 2 ml 40% NaOH)

Roztok 4 3 g TCA (trichloroctova kyselina), 20 ml
H.O

Roztok 5 2,48 ml HCI, 17,52 ml H,O

Roztok 6 1 g FeCls, 62 ul HCI, 20 ml H,O

Roztok 7 290 mg fruktosa-6-fosfat, 5,5 ml H,O

Roztok CTAB detergent cetridium bromid (45 mg/100 ml
H.0)

Postup:

1. 1 ml ¢isté kultury pievést do 2 ml mikrozkumavek typu Eppendorf a stocit v centrifuze po
dobu 2,5 minut na 14 500 otacek/minutu pii teploté 20 °C.

2. Slit supernatant a zbyly obsah mikrozkumavky resuspendovat v 75 pl roztoku 1.

3. Pridat 50 ul CTAB, zvortexovat a nechat inkubovat 5 minut.

4. Ptidat 31 pl roztoku 2 a 50 pl roztoku 7, 30 minut inkubovat pii 37 °C ve vodni lazni.

5. Ptidat 188 pl roztoku 3, inkubovat 10 minut pii pokojové teploté.

6. Pridat 125 pl roztoku 4, 5, 6.
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4.2.6 Metoda MALDI-TOF MS

Identifikace mikroorganismii pomoci metody MALDI-TOF MS (Matrix—Assisted Laser

Desorption/lonization Time of Flight mass spektrometry, hmotnostni spektrometrie s laserovou

desorpci a ionizaci za uUCasti matrice s priletovym analyzatorem) je vysoce piesna,

aplikovatelna pro Siroké spektrum mikroorganismii a mnohem rychlejSi ve srovnani s

tradi¢énimi metodami. Pomoci analytické metody MALDI-TOF MS lze rozlisit bakterie ¢i jiné

mikroorganismy na rodové, druhové a ¢asto i na kmenové Grovni. Jejich pfesné stanoveni mtize

slouzit pro monitoring zivotniho prostfedi, zpracovani potravin, ochranu vetejného zdravi ¢i

klinickou diagnostiku (Huong et al., 2014).

Pro identifikaci bifidobakterii byla zvolena metoda extrakce pomoci acetonitrilu a

kyseliny mravenci, které predchazela fixace etanolem.

Postup:

1. 1 ml &isté kultury pfelit do zkumavky typu Eppendorf a sto¢it po dobu 3 minut pii 14 000

otackach/ min.

2. Odlit supernatant a odpipetovat zbyvajici kapalinu.

3. Nechat vyschnout po dobu 5 minut.

4. Resuspendovat pelet v 15 pl 70% FA (kyselina mravenci).

5. Resuspendovat pelet v 15 pl 100% AN (acetonitril) a zvortexovat.

6. Stocit po dobu 3 minut pii 14 000 otackach.

7. 1 ul supernatantu aplikovat na ,,MALDI desti¢ku*.

8. Po zaschnuti piekryt 1 pl ,, MALDI matrici‘.

9. Vlozit , MALDI desticku* do MALDI-TOF MS pfistroje.

Tabulka ¢. 4 — Vyhodnoceni spolehlivosti a irovné identifikace

Rozsah Popis urovné identifikace Symbol Barva
bodové uvedeny u oznaceni
hodnoty vysledku vysledku
2,300 — 3,000 Vysoce pr'flvdépvodobné identifikace na (++4) Zelend
druhovou uroven
Spolehliva identifikace na rodovou
2,000 — 2,229 | aroven, mozna identifikace na Uroven (++) Zelena
druhu
1,700 — 1,999 | MoZna rodov4 identifikace (+) Zluta
0,000 — 1,699 | Nespolehliva identifikace (-) Cervena
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5 Vysledky

Tabulka €. 5. Souhrn poctu mikroorganismil stanovenych ve vzorcich stolice na riznych

médiich a detekovanych druhi mikroorganismti na médiich pro bifidobakterie

oznateni| CP | B-NOR | B-MUP | Detekované bifidobakterie Ostatni bakterie
detekované na bifi médiich
3,46 B/ Eu?a.cterium limosu,
PEG 1 7,09 3,00 ’ B. longum klostridie (stanoveny podle
4,60 CL .
morfologie)
klostridie (stanoveny podle
PEG 2 10,25 | 10,28 | 10,33 B. breve morfologie)
PEG3 8,13 7,37 6,72 B. breve, B. longum X
PEG 4 8,50 8,03 7,62 B. animalis, B. longum X
PEG5 7,78 <102 6,21 B. longum Lbc. plantarum (F+)
Streptococcus lutetiensis,
PEG 6 9,36 8,99 9,47 B. longum, B. adolescenti NRI, Lbc. fermentum (F+)
PEG 7 9,19 8,66 8,41 B. longum, B. bifidum Lbc. plantarum (F+)
PEG 8 8,12 3,49 5,75 B. longum Cl. perfringens, NRI
PEG 9 7,48 6,37 6,30 B. longum X
PEG 10 7,76 3,90 4,44 B. bifidum, B. longum X
PEG 11 10,93 7,80 10,19 B. animalis, B. breve X
PEG 12 9,56 4,51 6,81 X Cl. perfringens, NRI
PEG 13 8,27 | 7,15 7,41 B. longum X
PEG 14 8,36 8,16 8,20 B. longum, B. adolescentis X

Tabulku €. 5 ziskal autor prace vramci spoluprice S konzultantem prace po provedeni
ptislusnych metod. Tabulka €. 5 ukazuje celkové pocty bakterii (CP) a pocty bifidobakterii na
médiich s antibiotiky — norfloxacinem a mupirocinem ve vzorcich stolice détskych pacienti s
PEG z odd¢leni gastroenterologie FN Motol v Praze. Jednalo se 0 modelovy ptiklad pacientd
na enteralni vyzivé. Podrobné&jsi informace o darcich Ize naleznout v kapitole materialy a
metody.

V ptipadé¢ B-MUP, jakozto selektivniho média pro rod Bifidobacterium se mnozstvi
bifidobakterii se pohybovalo v rozmezi od <10? do 8,51 log KTJ/g stolice. U B-NOR se
mnozstvi bifidobakterii se pohybovalo v rozmezi od 3,46 do 10,33 log KTJ/g stolice. Celkovy
pocet mikroorganismu, tj. bakterii se pohyboval od 7,09 do 10,93 log KTJ/g stolice.

Pokud byly detekovany jiné bakterie nez bifidobakterie, vzdy se jednalo o médium B-
MUP, protoze médium B-NOR zvySuje selektivitu média. Celkove se da zhodnotit, ze vyssi
pocty byly na médiu B-NOR. Selektivita kultivacnich médii s pfidavkem antibiotik byla
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ovéiena. Vyssi pocty byly na B-NOR. Z B-MUP bylo izolovdno celkem 53 kment bakterii,
z toho 39 kmenu bakterii bylo zafazeno do rodu Bifidobacterium, to znamena, ze spolehlivost
toho média je 73,58 %. U B-NOR bylo 37 izolatl, ale pouze 3 kmeny byly zafazeny jinam nez

do rodu Bifidobacterium, to znamena, ze u B-NOR je spolehlivost vyssi, tj. 91,89 %.

PEG 1 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 1 bylo detekovano Bifidobacterium longum, dale zde bylo
detekovano Eubacterium limosu a klostridie, které byly stanoveny podle morfologie. Pocet
celkovych bakterii byl 7,09 log KTJ/g stolice. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie
v mnozstvi 3,00 log KTJ/g stolice, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vy$s§i mnozstvi
bifidobakterii, tj. 3,46 log KTJ/g stolice. U B-MUP bylo zaroven stanoveno také mnozstvi
Klostridii, které bylo vy¢isleno na 4,60 log KTJ/g stolice.

PEG 2 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 2 bylo detekovano Bifidobacterium breve, mezi dalsi
detekované bakterie patfily klostridie, které byly stanoveny podle morfologie. Pocet celkovych
bakterii byl 10,25 log KTJ/g stolice. Na médiu B-NOR bylo stanoveny bifidobakterie v
mnozstvi 10,28 log KTJ/g stolice a na médiu B-MUP bylo stanoveno podobné mnozstvi, tj.
10,33 log KTJ/g stolice.

PEG 3 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 3 bylo detekovano Bifidobacterium breve a
Bifidobacterium longum. Pocet celkovych bakterii byl 8,13 log KTJ/g stolice. Na médiu B-
NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 7,37 log KTJ/g stolice, oproti tomu na B-MUP

bylo stanoveno niz$i mnozstvi, tj. 6,72 log KTJ/g.

PEG 4 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 4 bylo detekovano Bifidobacterium animalis a
Bifidobacterium longum. Pocet celkovych bakterii byl 8,50 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly
stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 8,03 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno
niz§i mnozstvi, tj. 7,62 log KTJ/g.

PEG 5 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 5 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Dalsim
detekovanym mikroorganismem bylo Lbc. Plantarum (F+). Pocet celkovych bakterii byl 7,78
log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly stanoveny v mnozstvi <102 KTJ/g bifidobakterii, oproti tomu
na B-MUP bylo stanoveno vys$si mnozstvi, tj. 6,21 log KTJ/g.
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PEG 6 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 6 bylo detekovano Bifidobacterium longum a
Bififobacterium adolescenti. Dale byl detekovan Streptococcus lutetiensis, NRI, Lbc.
fermentum (F+) Pocet celkovych bakterii byl 9,36 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly stanoveny
bifidobakterie v mnozstvi 8,99 log KTJ/g bifidobakterii, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno
vys$$i mnozstvi, tj. 9,47 log KTJ/g.

PEG 7 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 7 bylo detekovano Bifidobacterium longum a
Bififobacterium bifidum. Dale bylo detekovano Lbc. fermentum (F+). Pocet celkovych bakterii
byl 9,19 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakteric v mnozstvi 8,66 log
KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno niz§i mnozstvi, tj. 8,41 log KTJ/g.

PEG 8 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 8 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Dale byl
detekovan Cl. perfringens, NRI. Pocet celkovych bakterii byl 8,12 log KTJ/g. Na médiu B-NOR
byly stanoveny bifidobakteric v mnozstvi 3,49 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo

stanoveno vys§i mnozstvi, tj. 5,75 log KTJ/g.

PEG 9 — viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 9 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Pocet
celkovych bakterii byl 7,48 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v
mnozstvi 6,37 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno podobné mnozstvi, tj. 6,30
log KTJ/g.

PEG 10 — viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 10 bylo detekovano Bifidobacterium bifidum a
Bifidobacterium longum. Pocet celkovych bakterii byl 7,76 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly
stanoveny v mnozstvi 3,90 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vy$§i mnozstvi,
tj. 4,44 log KTJ/g.

PEG 11 — viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 11 bylo detekovano Bifidobacterium animalis a
Bifidobacterium breve Pocet celkovych bakterii byl 10,93 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly
stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 7,80 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno

vy$s$i mnozstvi, tj. 10,19 log KTJ/g.

PEG 12 — viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 12 nebyl detekovan pievazujici druh bifidobakterii, ale
byly detekovany zvysené hodnoty Cl. perfringens. Pocet celkovych bakterii byl 9,56 log KTJ/g.
Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie, v mnozstvi 4,51 log KTJ/g, oproti tomu na
B-MUP bylo stanoveno vyssi mnozstvi, tj. 6,81 log KTJ/g.

38



PEG 13 — viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 13 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Pocet
celkovych bakterii byl 8,27 log KTJ/g. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v
mnozstvi 7,15 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vys$si mnozstvi, tj. 7,41 log
KTJ/g.

PEG 14 - viz tabulka ¢. 5, u vzorku ¢. 14 bylo detekovano Bifidobacterium longum a
Bifidobacterium adolescentis. Pocet celkovych bakterii byl 8,36 log KTJ/g. Na médiu B-NOR
byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 8,16 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo
stanoveno podobné mnozstvi, tj. 8,20 log KTJ/g.

Vysledky prace dale obsahuje Tabulka ¢. 6, ktera je kvuli své rozsahlosti uvedena
v piiloze prace. Tabulka ¢. 6 shrnuje vysledky analytické metody MALDI-TOF MS a
mikrobiologické metody F6PPK-test, které byly provedeny na jednotlivych kmenech
izolovanych z dodanych vzorku stolice détskych pacientti s PEG. Vysledky z metody MALDI-

TOF MS jsou uvedeny ve formé M-skore pro jednotlivé kmeny.

Tabulka ¢. 7 — Tabulka hodnoceni spolehlivosti identifikace pomoci metody MALDI-TOF

MS
Urovei identifikace Pocet kmenti
Vysoce pravdépodobna identifikace na druhovou uroven 5
Spolehliva identifikace na rodovou uroven, mozna identifikace 58
na uroveinl druhu
Mozna rodova identifikace 21
Nespolehliva identifikace 6

Jak ukazuje Tabulka ¢. 7, pfi identifikaci kment bakterii pomoci metody MALDI-TOF
MS byl u 63 kment urcen druh a rod s vysokou pravdépodobnosti. U 21 kment byl rod uréen

pravdépodobné a 6 kmenu bylo uré¢eno nespolehlivée.

Ptitomnost bifidobakterii byla také stanovena mikrobiologickou metodou, a sice

F6PPK-testem. Vysledky FOPPK testu jsou uvedeny rovnéz v Tabulce €. 6 Vv ptiloze prace.
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Tabulka ¢. 8 — Tabulka hodnoceni F6PPK testu

Reakce Pocet kment

Pozitivni 78
Nejista 3
Negativni 9

Z Tabulky ¢. 8 je patrné, Ze u jednotlivych kmenti pievazuje prokazana piitomnost
bifidobakterii. Jako pozitivni na fosfoketolazu se ukéazalo 78 kmenii. 3 kmeny byly

vyhodnoceny nejisté a 9 bylo negativnich.
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6 Diskuze

Tato prace ma navaznost na bakalarskou praci s nazvem Vyznam probiotik v prevenci
a terapii Crohnovy choroby zroku 2018, zde byla provedena izolace DNA a nasledné
posouzena jeji koncentrace a Cistota. Vyzkum diplomové prace spocival ve stanoveni
pfitomnosti a zastoupeni rodu Bifidobacterium sp. v ramci détské skupiny pacientd ve véku od
2 do 16 let.

Bifidobakterie jsou grampozitivni, striktné anaerobni, nesporulujici ty¢inky, které se mj.
vyskytuji v lidském travicim traktu. Bifidobakterie byly objeveny v roce 1900 Henry Tissierem
ve stolici kojencu. (Russell et al., 2011).

Pomoci kultivaénich metod byly bifidobakterie stanoveny a kvantifikovany ve vzorcich.
Jednalo se o 14 vzorkll stolice détskych pacienti s PEG (perkutanni endoskopicka
gastrostomie). Vice informaci o darcich vzorku je uvedeno v ¢asti materialy a metody. Pro
izolaci a selektivni stanoveni bifidobakterii byla vyuzita selekéni kultivacni média. Prvni
pouzité médium bylo médium s mupirocinem (B-MUP). Mupirocin je antibiotikum a spolu
s ledovou kyselinou octovou tvoti velmi pouzivané selekéni médium pro detekci bifidobakterii.
Mupirocinova média jsou spolehliva hlavné pro vzorky stolice, ve kterych prevladaji
bifidobakterie. AvSak u komplexnich vzorki obsahujicich rozmanit&jsi mikrobiotu je
selektivita mupirocinového média omezena. Rezistence na mupirocin byla prokazana u mnoha
anaerobnich bakterii. Pro komplexné&jsi fekalni vzorky je vhodné pouziti média obsahujici
norfloxacin (200 mg / I) v kombinaci s mupirocinem (100 mg /1) a ledovou kyselinou octovou
(L ml /1) (B-NOR) (Vlkova et al., 2015). Pro stanoveni celkového poctu byl pouzit WSP agar
bez ptidavku antibiotik. Ze vzorkl byly izolovany jednotlivé kmeny bakterii (viz Tabulka €. 6
uvedena v ptiloze prace). Dale byla ovéfena selektivita zminovanych kultivacnich médii. Vyssi
pocty bifidobakterii byly na B-NOR. Z B-MUP bylo izolovano celkem 53 kment bakterii,
z toho 39 kment bakterii bylo zatazeno do rodu Bifidobacterium, to znamena, ze spolehlivost
toho média je 73,58 %. U B-NOR bylo 37 izolati, ale pouze 3 kmeny byly zafazeny jinam nez
do rodu Bifidobacterium, to znamena, ze u B-NOR je spolehlivost vyssi, tj. 91,89 %.

V ptipadé B-MUP, jakozto selektivniho média pro rod Bifidobacterium sp. se mnozstvi
bifidobakterii se pohybovalo v rozmezi od <10% do 8,51 log KTJ/g stolice. U B-NOR se
mnozstvi bifidobakterii se pohybovalo v rozmezi od 3,46 do 10,33 log KTJ/g stolice. Celkovy
pocet bakterii se pohyboval od 7,09 do 10,93 log KTJ/g stolice. Dle Parracho et al. (2005) je
prumérna hodnota celkového poctu bakterii u zdravych déti véku 2-10 let 10,41 log KTJ/g
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stolice. Celkové pocty bakterii byly az na vzorek ¢. 11 v porovnani s hodnotami zdravych déti

rovnéz nizsi, coz muze byt dano vodnatou konzistenci stolice.

Dale byl proveden F6PPK test. F6PPK test je dalsi mozna mikrobiologické metoda
prukazu pritomnosti rodu Bifidobacterium sp., ktera byla provedena na jednotlivych kmenech
(viz Tabulka ¢. 6) izolovanych z dodanych vzorka stolice détskych pacienta s PEG. U
jednotlivych kmenu pfevazovala prokazana pritomnost rodu Bifidobacterium sp. Jako pozitivni
na fosfoketolazu se ukazalo 78 kment. 3 kmeny byly vyhodnoceny nejisté a 9 bylo negativnich.
Pokud je ptitomnost bifidobakterii nejista, jednalo se, bud’ o smésnou kulturu, nebo byl vzorek
kontaminovany, piipadné byla slabé aktivita fosfoketolazy.

Nasledné byly vzorky analyzovany metodou MALDI-TOF MS, kdy bylo zjisténo M-
skore pro jednotlivé kmeny. Pti identifikaci kment bakterii pomoci metody MALDI-TOF MS
byl u 63 kment urcen druh a rod s vysokou pravdépodobnosti. U 21 kmenti byl rod urc¢en
pravdépodobné a 6 kmena bylo ur¢eno nespolehlivé. Dale byly pomoci MALDI-TOF MS
identifikovany bifidobakterie na druhové arovni. Nejcastéji byly ve vzorcich stolice détskych
pacientl s PEG pfitomny tyto druhy bifidobakterii: B. longum, B. breve, B. animalis, B.
adolescentis a B. bifidum. Mezi dalsi bakterie detekované ve vzorcich pattilo Eubacterium
limosu, klostridie, Lbc. plantarum (F+), Streptococcus lutetiensis nebo CI. perfringens.

Hypotézou prace je, ze mnozstvi a druhové zastoupeni bifidobakterii u zdravych lidi
a pacientll na enteralni vyzivé je rozdilné. Fung et al. (2017) zjistili, Ze v 2. — 3. roku véku je
slozeni mikrobioty traviciho traktu déti téméf totozné s dospélymi. Dle Adamberg et al. (2018)
jsou hlavnimi druhy bifidobakterii stfevniho traktu zdravych dospélych lidi B. adolescentis, B.
bifidum, B. longumaB. pseudocatenulatum. V porovnani s vysledky prace se B.
pseudocatenulatum u pacientti s PEG nevyskytoval. U pacient s PEG prevazoval mj. také druh
B. breve a B. animalis, ktery Vv travicim traktu zdravych lidi nepfevazuje. Co se tyce
kvantifikace, dle studie BuneSova et al. (2017) je median poctu bifidobakterii u zdravych

dospélych lidi s konvenéni dietou 9,36 + 0,57 log KTJ/g stolice.

U vzorku €. 1 bylo detekovano Bifidobacterium longum, dale zde bylo detekovano Eubacterium
limosu a klostridie, které byly stanoveny podle morfologie. Na médiu B-NOR byly stanoveny
bifidobakterie v mnozstvi 3,00 log KTJ/g stolice, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vyssi
mnozstvi bifidobakterii, tj. 3,46 log KTJ/g stolice. U B-MUP bylo zaroven stanoveno také

mnozstvi klostridii, které bylo vy¢isleno na 4,60 log KTJ/g stolice. V porovnani s medianem
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hodnot u zdravych lidi jsou vysledky z B-NOR, B-MUP nizké, navic byly ve vzorku

detekovany klostridie ve zvySeném mnozstvi.

U vzorku ¢. 2 bylo detekovano Bifidobacterium breve, mezi dalsi detekované bakterie pattily
klostridie, které byly stanoveny podle morfologie. Na médiu B-NOR bylo stanoveny
bifidobakterie v mnozstvi 10,28 log KTJ/g stolice a na médiu B-MUP bylo stanoveno podobné
mnozstvi, tj. 10,33 log KTJ/g stolice. Zde byly vSechny stanovené hodnoty vyssi nez median

hodnot u zdravych lidi, jednalo se vSak 0 jednu z mala vyjimek.

U vzorku ¢. 3 bylo detekovano Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum. Na médiu B-
NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 7,37 log KTJ/g stolice, oproti tomu na B-MUP
bylo stanoveno niz$i mnozstvi, tj. 6,72 log KTJ/g. Hodnoty byly nizsi neZ median hodnot u

zdravych lidi.

U vzorku ¢. 4 bylo detekovano Bifidobacterium animalis a Bifidobacterium longum. Na médiu
B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 8,03 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo
stanoveno niz§i mnozstvi, tj. 7,62 log KTJ/g. Hodnoty byly rovnéZ nizsi nez median hodnot u

zdravych lidi.

U vzorku ¢ 5 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Dalsim detekovanym
mikroorganismem bylo Lbc. Plantarum (F+). Na médiu B-NOR byly stanoveny v mnozstvi
<10? KTJ/g bifidobakterii, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vys§i mnozstvi, tj. 6,21 log
KTJ/g. Hodnoty byly rovnéz niz§i nez median hodnot u zdravych lidi, u B-NOR byla navic

zjiSténa vyrazné nizka hodnota.

U vzorku €. 6 bylo detekovano Bifidobacterium longum a Bififobacterium adolescenti. Dale byl
detekovan Streptococcus lutetiensis, NRI, Lbc. fermentum (F+). Na médiu B-NOR byly
stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 8,99 log KTJ/g bifidobakterii, oproti tomu na B-MUP bylo
stanoveno vys$i mnozstvi, tj. 9,47 log KTJ/g. Zde byly vSechny stanovené hodnoty vyssi nez

median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 7 bylo detekovano Bifidobacterium longum a Bififobacterium bifidum. Dale bylo

detekovano Lbc. fermentum (F+). Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi
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8,66 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno niz$i mnozstvi, tj. 8,41 log KTJ/g.
Hodnoty byly opét niz$i nez median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 8 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Dale byl detekovan CI. perfringens,
NRI. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 3,49 log KTJ/g, oproti tomu
na B-MUP bylo stanoveno vyssi mnozstvi, tj. 5,75 log KTJ/g. Hodnoty byly opét nizsi nez

median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 9 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Na médiu B-NOR byly stanoveny
bifidobakterie v mnozstvi 6,37 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno podobné
mnozstvi, tj. 6,30 log KTJ/g. Hodnoty byly opét nizs$i nez median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 10 bylo detekovano Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum. Na médiu
B-NOR byly stanoveny v mnozstvi 3,90 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno
vy$$i mnozstvi, tj. 4,44 log KTJ/g. Hodnoty byly opét nizs$i nez median hodnot zdravého

dospélého ¢loveka. Hodnoty byly opét nizsi nez median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 11 bylo detekovano Bifidobacterium animalis a Bifidobacterium breve. Na médiu
B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 7,80 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo
stanoveno vys§i mnozstvi, tj. 10,19 log KTJ/g. U tohoto pfipadu byla hodnota stanovena na B-

NOR nizsi a hodnota stanovena na B-MUP byla vys$$i neZ median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku ¢. 12 nebyl detekovan pievazujici druh bifidobakterii, ale bylo detekovano CI.
perfringens, NRI. Na médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie, v mnozstvi 4,51 log KTJ/g,
oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vy$§i mnozstvi, tj. 6,81 log KTJ/g. Hodnoty byly opét

nizs§i neZ medidn hodnot u zdravych lidi

U vzorku ¢. 13 bylo detekovano Bifidobacterium longum. Na médiu B-NOR byly stanoveny
bifidobakterie v mnozstvi 7,15 log KTJ/g, oproti tomu na B-MUP bylo stanoveno vyssi
mnozstvi, tj. 7,41 log KTJ/g. Hodnoty byly opét nizs$i nez median hodnot u zdravych lidi.

U vzorku €. 14 bylo detekovano Bifidobacterium longum a Bifidobacterium adolescentis. Na
médiu B-NOR byly stanoveny bifidobakterie v mnozstvi 8,16 log KTJ/g, oproti tomu na B-
MUP bylo stanoveno podobné mnozstvi, tj. 8,20 log KTJ/g. Hodnoty byly opét niz$i neZ median
hodnot u zdravych lidi.
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U 11 vzorka z celkovych 14 bylo zjisténo na obou selektivnich médiich niz§i mnozstvi
bifidobakterii, neZ je median hodnot u zdravych lidi. U dvou vzorkt bylo zjisténo vyssi
mnozstvi bifidobakterii na jednom z médii a u jednoho vzorku bylo zjist€no vyssi mnozstvi na
obou médiich. Celkov¢ lze fict, ze mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu détskych pacientd
na enteralni vyzive se lisi, jak druhové, tak kvantitativné¢ od mikrobioty zdravych lidi, coz

potvrzuje stanovenou hypotézu prace.
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7 Zavér

Byly stanoveny dva cile prace. Prvnim cilem prace bylo na zaklad¢ literarni dat posoudit
vliv probiotik a enteralni vyzivy jako podpirné terapie Crohnovy choroby. ReSerSe na zadané
téma byla sepsana. Z reSerSe vyplyva, ze U vétSiny provedenych studii byl zaznamenan velmi
slaby nebo zadny pozitivni vliv probiotik na zachovani remise pii terapii pacientti s Crohnovou
chorobou. U enteralni vyzivy se naopak autofi shoduji v tom, Ze je u¢innym druhem terapie
(zejména ve form& exkluzivni enteralni vyzivy) k vyvolani remise Crohnovy choroby
u kojencti, ackoli mechanismus u¢inku neni zcela objasnén a bude zapotiebi provést vice studii
na toto téma.

Druhym cilem v praktické ¢asti prace bylo stanoveni druhového zastoupeni bifidobakterii
u specifické skupiny pacientll na enterdlni vyzivé a dale ovéfeni selektivity kultivaénich médii
pro bifidobakterie. Tento cil byl rovnéz splnén, ke splnéni bylo pouzito riznych
mikrobiologickych a analytickych metod. Konkrétné se jednd o kultivaéni stanoveni
bifidobakterii a celkovych poctl anaerobnich bakterii, dale identifikace bifidobakterii pomoci
F6PPK testu a identifikace mikroorganismti pomoci MALDI-TOF MS.

Selektivita kultivacnich médii s pfidavkem antibiotik byla ovéfena. Vyssi pocty
bifidobakterii byly na B-NOR a bylo prokazano, ze u média B-NOR je spolehlivost vyssi.
Hypotézou prace bylo, Ze mnozZstvi a druhové zastoupeni bifidobakterii u zdravych lidi

a pacientl na enterdlni vyzivé je rozdilné. Na zaklad¢ porovnani vysledki prace s poctem
bifidobakterii u zdravych lidi, byla stanovena hypotéza potvrzena a bylo prokazéano, Ze
zastoupeni bifidobakterii je u pacientll na enteralni vyzivé niz$i a druhové rozdilné oproti

zastoupeni bifidobakterii zdravych lidi.
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9 Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 6 — Hodnoceni aktivity fosfoketolazy a metody MALDI-TOF MS v ramci
jednotlivych izolovanych kmeni

Kmen F6PPK MALDI M-score
?i’}l?R PEG . Bifidobacterium animalis

E_1I>/I8l,JAP PEG . Bifidobacterium breve

B-MUP PEG Enterococcus gallinarum

11/8C +/-

E(‘)’}A;f PEG . Bifidobacterium bifidum

E(‘)’}A;ép PEG . Bifidobacterium bifidum

Ei’}”glép PEG . Bifidobacterium breve

5'172; PEG . Bifidobacterium animalis

E-l%jBR PEG . Bifidobacterium animalis

E(‘)’;‘s)oi PEG . Bifidobacterium longum

?;}"3%'?:'56 . Bifidobacterium longum

?;}"3%'?:'56 . Bifidobacterium longum

?EJ?;)AR-);PEG N Bifidobacterium longum 1.997
':}';"UP PEG N Bifidobacterium longum 1.719
;‘)‘;';): PEG . not reliable identification B e
I:;)SBR PEG . Bifidobacterium longum

?EJ?SAR-;EG . not reliable identification B e
?6’7‘3%'?;% . Bifidobacterium longum

?;’;‘70;{ PEG . Bifidobacterium longum

?2}17OBR PEG . Bifidobacterium longum

il;l(io: PEG . Bifidobacterium adolescentis

il;l(SOBR PEG . Bifidobacterium longum

?;"}/'SUP PEG . Bifidobacterium longum
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Clostridium perfringens
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not reliable identification
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Clostridium perfringens
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Koédovani kmenu: B-NOR —

lomitkem — oznaceni kmene.

médium pro bifidobakterie s mupirocinem a norfloxacinem, B-
MUP — médium pro bifidobakterie pouze s mupirocinem, PEG1-14 — oznaceni ditéte, ¢islo za
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