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Riist stievni mikrobioty na enteralnich vyZzivach

Souhrn

Stfevni mikrobiota je dilezitou soucasti ¢loveka, kterd ovliviiuje jeho zdravi. S poctem bunck
az 10, jejich mezibun&¢nou komunikaci a komunikaci s hostitelem by se dala oznagit za
samostatny organ. Jeji sloZzeni se méni s vékem, je ovlivnéno zpiisobem narozeni, zdravim
jedince, dietou a prostiedim, ve kterém jedinec zije. Slozeni mikrobioty se v dospélosti, za
ptedpokladu, ze se jednd o zdravého ¢loveéka, nijak zasadn€ neméni, pokud neni velkd zména
v dieté ¢i prostiedi. Zastoupeni jednotlivych kment se lisi v pfipadé nemoci. Pacienti s
Crohnovou chorobou se potykaji s vyznamnou dysbidézou a bohuzel zatim nebyl vyvinut
ucinny Iék ¢i 1é¢ebna metoda. Jednou z moznosti zmirnéni piiznakt je aplikace enteralni
vyzivy. Cilem prace bylo analyzovat pomoci kultiva¢nich technik kvalitativni a kvantitativni
mikrobialni slozeni fekalnich vzorkl kultivovanych na riznych enteralnich vyzivach in vitro.
Zjistit tak, zda rozdil ve slozeni urCitych komponent mize mit vliv na sloZeni stievniho
mikrobiomu pacienti s Crohnovou nemoci (CD). Vzorky pacientii s CD se nepodafilo ziskat
v pozadované kvalité, tak byly analyzovany vzorky zdravych jedinct. Studie probihala na
vzorcich stolice deseti ucastniku, kteti dodali vzorky do 3 hodin po defekaci. Tyto vzorky
byly posléze analyzovany a kultivovany ve Ctyfech riiznych enteralnich vyzivach (EN;
Fortini Multi Fibre, Fresubin Energy Fibre, Renutryl Booster a Ensure Plus Advance). Tyto
vyzivy se lisi svym sloZenim, zejména v mnoZstvi prebiotickych slozek a vitaminti, proto
jsme piedpokladali, Zze toto bude mit vliv na mnozstvi vykultivovanych bakterii.
Kvantifikovany byly bifidobakterie, laktobacili, E. coli a celkové pocéty anaerobnich bakterii.
Kvantifikace byla provedena pomoci deskové kultivaéni metody na pfisluSnych médiich.
Celkové poéty anaerobnich bakterii doséhly vice nez 10° KTJ/g a u jednotlivych EN byly
podobné 1 u plivodnich vzorcich stolice (FS). Stejny trend byl pozorovan u dalSich dvou
detekovanych skupin. Lactobacily vykazovaly v praméru pocty 6,21 + 2,43 az 6,71 + 2,59
log KTJ/g, coz bylo téméf o 1,5 fadu vyssi nez u FS. Primérné mnozstvi detekovanych
bakterii E. coli ve vzorcich stolice bylo okolo 5 log KTJ/g, narast E. coli u EN se pohyboval
vrozmezi 3,50+1,86 az 6,21+2,74 log KTJ/g. Bifidobakterie byly detekovany
v signifikantng niz8ich poétech okolo 10’ KTJ/g u Fortini Multi Fibre pii porovnani
s puvodnim FS. Ostatni EN nevykazovaly zlepSeni rtistu bifidobakterii a umoznily jim rast
pouze vrozsahu 10°-10° KTJ/g. Vysledky naznacuji, ze rozdilné slozeni a mnozstvi
prebiotickych slozek a vitamini ovlivnilo pocty kultivovanych bakterii v in vitro
experimentu, a muze mit vliv na kvantitu a druhové slozeni
mikroorganismi ve vzorcich stolice konzumentu.

Klic¢ova slova: Crohnova choroba; enteralni vyziva; prebiotika; stolice; kultivace






Growth of intestinal microbiota on enteral nutrition

Summary

The gut microbiota is very important part of human, which has an influence on human health.
With the number of cells up to 10%, their cell-to-cell communication and communication
with host it could be described as a body organ. It’s composition is changed with age, mode
of delivery, health, diet, and environment of living. Composition of gut microbiota of healhy
adult is stable throughout his life, if there are not any big diet or environmental changes. In
case of desease the composition of gut microbiota is changed. Patients with Crohn’s disease
(CD) must fight with significant dysbiosis and even nowadays the disease can’t be cured
completely. One of the methods of treatment is use of enteral nutrition. The aim of this study
was to analyze and quantify microbial changes of faecal samples after their in vitro
cultivation in various polymeric EN formulas using plate technique method. We assume that
the difference of composition of various components would affect the composition of gut
microbiota in CD patients. We could not get samples of CD patients in required quality, thus
we had to analyse samples of healthy individuals. Ten faecal samples have been studied.
They were analysed no longer than three hours after defecation. These samples were further
analysed and cultivated in four various enteral nutritions (EN; Fortini Multi Fibre, Fresubin
Energy Fibre, Renutryl Booster a Ensure Plus Advance). These EN differed in composition,
especially in prebiotic and vitamin content. Therefore, we assumed that will affect the
number of cultivated bacteria. We quantified bifidobacteria, lactobacili, E. coli and total
counts of anaerobic bacteria. Analysis was performer using plate technique with appropriate
media. Total counts of anaerobic bacteria reached more than 10° CFU/g and were similar
among each variant of EN formula and as well in comparison to the FS itself. The same trend
was also detected in the other two monitored groups. Lactobacilli exhibited average numbers
of (6.21 £2.43)— (6.71 £2.59) log CFU g, that is almost 1.5 order of magnitudes higher than
in FS. Average number of E. coli bacteria detected in FS was 5 log CFU/g, after cultivation
in EN the number has increased to 3,50+ 1,86 t0 6,21 + 2,74 log CFU/g. Bifidobacteria were
detected in significantly decreased numbers, around 10° CFU g in Fortini Multi Fibre in
comparison with FS. Other EN formulas do not appear to have enhanced their growth and
enabled bifidobacteria to grow in range 10’—10° CFU g. Our results indicate that the different
composition and amount of prebiotic components and vitamins affected numbers of
cultivated bacteria in in vitro experiment. That could affect quantity and composition of
bacterial species in faecal samples.

Keywords: Crohn’s disease, Enteral nutrition, Prebiotics, Faeces, Cultivation



O UL Y U 8
B o1 I T - 1= N 9
b 2% RN § 1V/'¢ Yo (-7 2- 1P 10

T I = T T = =T N 11
3.1 Stfevni mikrobiota a jeji sloZeni.......ccccccciiieeeiiiieiiiiic e, 11
3.2 Vyznam stievni mikrobioty.....ccccccceiiiiiimenniiiiiiiiinnciiinniinnn. 13
3.3 Jednotlivé kmeny mikroorganismu a jejich vyznam ............cccceevevvenennenenens 14
331 Kmen Bacteroidetes......cuuiiieiiiiee ettt e e e s 14
3.3.2 KMeN FIrMICULES ...oeeiieiiieeeee e e 15
3.3.3 Kmen Proteobacteria......cccviviieiiiii e 15
334 Kmen ActinObacteria .......ceeiviiiieeieiee e 16

3.4 SloZeni mikrobioty ve vztahu ke zdravi ........cccceeeeeeiiiiiiiiennciiiiineeeecccinnnne. 16
3.4.1 Dysbidza a jeji priciny a dUsledky ........ccocoveeeeeiiieiicee e, 16

3.5 Kultivovatelné druhy mikroorganismi ve stfevni mikrobioté..................... 17
3.6  Moznosti ovlivnéni stfevni mikrobioty.........cccccceeeeiiiiiiiiinnnciiiiiinnennnciinnnne, 18
3.6.1 Probiotika, prebiotika, postbiotika .........ccceeieeieeiciiiieeiie e, 18

I ST A V1 =Y 101 TP TPRRRO 20
3.6.3 D 1<) - PSPPSR 20
3.6.3.1 ENtErAINT VYZIVA...uviiiiiii ittt a e e 21

3.7  Mikrobiota pacientl S IBD ........cccceeeeerrieeennnnieerreeennseeeeeeeennssseseeeesnssssessessens 21

L O 1V T e 117 N 23
4.1  Ziskani a priprava VZOIrKU ......cceeeeeiiiiiieimencciiiiienenciceseseennnssseessseesnnsssssssssens 23
4.2 Detekce testovanych bakterialnich skupin ve stolici .....cccccceeerrrrrrnnnnciinnnnens 25
421 PHPrava MEdil....cccueieiiiiiiee e 25
4.2.2 ROZDOI VZOIKU ...vveeeeieeceeeee e e 26

4.3 Vyhodnoceni poctu detekovanych bakterii...cccccceereeereerrennciieeencerrenncereennnees 26

4.4 Detekce testovanych bakteridlnich skupin v enteralnich vyzivach kultivovanych se
stolici 27

4.5  Statistické zpracovani dat............cciiiiiiiiiiiiiiircrre e eene 27
IV A2 [-Ts | VPR 28
5.1 Detekované pocty kultivovatelnych komenzalnich bakterii........................ 28
LS 1T (T T =TT 31
7 - 1Y - 33
I L =T - 1 ¥ ] - 34



1 Uvod

Mikrobiota a jeji sloZzeni ma vyznamny vliv na zdravi ¢lovéka. Vyviji se po cely zivot, a
ovliviiuje imunitni systém, zdravi stfev i psychiku &lovéka. Zivotni styl a prostiedi jsou zasadni
faktory ovliviujici nasi mikrobiotu. Mikroorganismy, které mikrobiotu tvoii, ziji ve
spoleCenstvi, které se, je-1i zdravé, navzajem podporuje v rustu, pomaha svému hostiteli travit
nestravitelné ¢asti potravy, vytvati energii pro stfevni bufiky, tvofi ¢ast imunitniho systému a
vytvari dilezité metabolity, jako napiiklad rizné vitaminy a latky ovliviiujici imunitni systém.
Pokud se vSak tato rovnovaha porusi, nastava dysbioza a stav nemoci. Tyto nemoci z velké ¢asti
patii k takzvanym civiliza¢nim chorobam, jako napiiklad obezita, metabolicky syndrom c¢i
chronické zanéty stieva. Piikladem chronického zanétu streva je Crohnova choroba, ktera se
vyznacuje vyznamnou dysbidzou, zanétem GIT, naruSenym trdvenim a fadi se téz
k civilizacnim chorobam. Pocet nemocnych kazdym rokem narista a pti¢iny bohuzel zatim
nejsou piesné znamé. Na tuto nemoc zatim nebyl nalezen Uc¢inny 1€k, proto se pouZzivaji rtizné
metody na potlaeni piiznaki. Jednou z téchto metod je i enteralni vyziva, roztok, ktery
obsahuje vSechny potfebné Ziviny v predepsaném poméru. U mirngjSich forem nemoci lze
podavat enteralni vyzivu pouze doplikove, u siln€jSich forem lze ptistoupit pouze K enteralni
vyzivé. Enteralnich vyZziv je vice znacek a typu které se 1isi ve slozeni — obsahu jak zakladnich
zivin, tak vitaminil a zejména pak prebiotik. Je znamo, ze enteralni vyziva pti 16€bé pomaha,
pfesny mechanismus ucinku enterdlni vyzivy neni vSak zcela znam. Otazkou je, jaky ucinek pti
tom hraji pravé naptiklad prebiotické substraty, jelikoz jejich vliv je pro slozeni stfevni
mikrobioty vyznamny.



2 Cil prace

Cilem prace je analyzovat pomoci kultivanich technik kvalitativni a kvantitativni
mikrobialni sloZeni fekalnich vzorku kultivovanych na rtiznych enteralnich vyzivach in vitro.
Zjistit tak, zda by rozdil ve sloZeni ur¢itych komponent mohl mit vliv na slozeni stfevniho
mikrobiomu pacientl s Crohnovou nemoci.



2.1 Hypotéza

Predpokladame, ze rozdilné slozeni a mnozstvi prebiotickych slozek a vitamini bude mit
vliv na slozeni a mnozstvi kultivovatelnych mikroorganismii ve vzorcich stolice.
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3 Literarni reSerse

3.1 Stirevni mikrobiota a jeji sloZeni

Mikroorganismy se vyskytuji v celé travici trubici, od ust az po tlusté sttevo. Jejich pocet se
vzdalenosti od ust vzrusta, tj. v tlustém stfevé nalezneme mikroorganismi nejvice. Kazdy
¢lovék ma ve svém travicim traktu 10*3-10* mikrobialnich bunék (Sender, R. et al. 2016,
Thursby & Juge 2017). Souhrnné se tyto buiiky nazyvaji mikrobiota. V poc¢tu geni nas tyto
buiky prevysuji az stokrat. Takto vysoka mnozstvi délaji ze stievni mikrobioty samostatny
organ, ktery zastdva mnoho fyziologickych vlastnosti — vyuziva Ziviny, ma metabolismus,
rezistenci vaci nemocem, vytvaii latky pottebné pro imunitu (Wexler & Goodman 2017,
Wong et al. 2006). Mikrobiota se zacina vytvaret pti porodu, ackoli nékteré studie ukazuji,
ze v placenté zdravych matek se vyskytuje malé mnozstvi bakterii (Aagaard K. et al. 2014,
Gschwind et al. 2020). Nejdulezitéjsi ulohu u prvotni mikrobioty ma zpisob porodu. Pfi
porodu vagindlni cestou se do travici trubice dostava vaginalni mikrobiota, jako napiiklad
bakterie rodu Lactobacillus (Yatsunenko et al. 2012). Pfi porodu cisaiskym fezem se do
travici trubice ditéte dostavaji bakterie z okoli, velice Casto to byvaji bakterie kmene
Bacteroidetes, naptiklad rod Clostridium (Thursby & Juge 2017). Proto je dulezité dité dostat
do kontaktu s mat¢inou mikrobiotou, coz se diive bohuzel ned¢€lo a tyto déti mély oslabeny
imunitni systém (Cheng et al. 2016). Diverzita bakterii se nejvice zvySuje v prvnim roce
se tyCe druhového zastoupeni, velmi podobné matcin€ vaginalni a stfevni mikrobioté¢
(Béckhed F. et al. 2015). Déti do prvniho roku Zivota maji ve své mikrobioté pomérné hojné
zastoupeni bakterii rodu Bifidobacterium, az 75 % vzorkt obsahuje Bifidobacterium longum
(Yatsunenko et al. 2012). Slozeni mikrobioty se méni pfi zavedeni umélé mlééné vyzivy, ¢i
pozdéji pevné stravy. Po patém roce zac¢ina byt mikrobiota stabilni, zastoupeno je mnoho
bakterii z kmene Bacteroidetes, véetné druhi produkujicich butyrat (Cheng J & Ringel-
Kulka et al. 2016.). Tento proces mizeme vidét na obrazku 1.
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Obrazek 1. Postupné osidlovani stiev ditéte (Arrieta et al. 2014)

Bacteroidaceae
: Lachnospiraceae
@ Ruminococcaceae

Prevotellaceae
. Enterobacteriaceae
. Veillonellaceae
‘ Bifidobacteriaceae

Clostridiaceae
Lactobacilleaceae

%ﬂo-“ ) e

Narozeni 1 mésic 6 mésich 1 rok

Bakteridlni diverzita

Interindividualni variabilita

Ve skolnim véku je jiz mikrobiota ditéte velmi podobna dospélym, ovsem obsahuje vice
taxonu jako napiiklad Anaerovorax, Bifidobacterium, Faecalibacterium, Lachnospiraceae a
bakterie produkuji vice vitaminu Bi» (Canfora EE et al. 2015.). U zdravych dospélych
prevazuji kmeny Bacteroidetes a Firmicutes, ale najdeme u nich i malé¢ mnozstvi
Actinobacteria, Proteobacteria, a Verrucomicrobia, Archea, kvasinky a bakteriofagy (Reyes
A et al. 2010). Co se tyce poméru mezi jednotlivymi rody, u zdravych dospélych je stabilni,
ovSem konkrétni slozeni mikrobioty je velmi specifické u kazdého ¢lovéka (Yatsunenko T et
al. 2012). U starsich lidi se snizuji pocty bakterii i jejich metabolicka aktivita (Claesson MJ
et al. 2012). Na obrazku 2. mizeme vidét, jak se sloZzeni mikrobioty méni v zavislosti na
veku.

Obrazek 2. Zmény slozeni stfevni mikrobioty v zavislosti na véku (Kostic et al. 2013)
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Komunity bakterii zijici ve stfevech savcl jsou ve sloZzeni velmi odliSné od ostatnich
mikrobialnich komunit, protoze se vyvijely v unikatnim prostiedi (Ley et al. 2008b). Lidské
sttevo dosahuje v priméru 7,5 az 8,5 metru, coz déla 32 m: plochy, kde mohou bakterie zit
(Helander & Fiandriks 2014). Stievo je rozdéleno na 2 zakladni sekce — tenké stievo, kde se
vstfebava vétsina zivin Z potravy a tlusté stievo, kde zije nejveétsi ¢ast mikrobioty (Donaldson
et al. 2015). Pii vstupu do organismu musi piekonat rizna prostiedi, ktera nejsou pro jejich
zivot idealni. Prvnim je velky rozdil v pH mezi tenkym a tlustym stfevem (Evans et al. 1988).
Dalsi zménou v prostiedi je mnozstvi kysliku — v tenkém stfevé je ho oproti tlustému stievu
jeste pomérné velké mnozstvi (Albenberg et al. 2014). Tietim ,,problémem* je imunitni
obrana hostitele — imunoglobulin A (slgA) a antimikrobialni peptidy sekretované epitelem
tenkého stfeva, pfi zanétlivém stavu stiev je imunitni obrany mnohem vice (Stecher et al.
2013, Belkaid & Hand 2014). Poslednim problémem je neustavajici peristaltika stfev. Toto

.....

v

jen piiznivéjsi — neutralni pH a velmi malad koncentrace kysliku (Kurokawa et al. 2007, Gill
et al. 2006). Na obrazku 3. mizeme vidét habitat stfevnich bakterii.

Obrazek 3. Habitat bakterii ve stievech (Alatab et al. 2020)

Dominantni stfevni kmeny
A Bacteroidetes, Firmicutes, t t Proteobacteria B
Sténa Krypty

Lachnospiraceae
Ruminococcaceae

Dominantni ¢eledi v:

Tlustém stievé

Tenkém stievé

Bacteroidaceae, Prevotellaceae
Lactobacillaceae Rikenellaceae, Lachnospiraceae,
Erysiopelotrichaceae Ruminococcaceae
Enterobacteriaceae

Zlu¢ovod
Tracnik pricny

Tracnjkvzestupny
Py Tra¢nik sestupny

Lumen

Kyselei pH Kone¢nik
Vice kysiiku
102 cfulg 10" cfulg

3.2 Vyznam stievni mikrobioty

Stfevni mikroorganismy maji zasadni vliv na celkové zdravi ¢lovéka. Mikrobiota se da
povaZovat za samostatny a opomijeny organ. Obsahuje vice bun¢k nez celé lidské t€lo a mize
vazit az 2 kg. Jeji nerovnovaha miize zpisobovat mnozstvi nemoci, predev§im ty chronické,
kdy je nejvyssi vyskyt zaznamenan ve vyspélych Castech svéta (Severni Amerika, Evropa)
(Ehrlich, S. D. 2016). Bakterie ndm pomahaji travit latky, které by bez nich ¢lovek travit
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3.3

nemohl, jako vldkninu a slozité polysacharidy. Tyto latky poté metabolizuji na mastné
kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA - short chain fatty acid), které jsou okamzité
v poméru 1:1:3 (Louis P. et al. 2014). Jedna se o kone¢ny produkt fermentace. V proximalni
Casti tlustého stieva se SCFA nachazi v koncentracich 70-140 mM (Veiga et al. 2018). Ve
stievnich bunkach ovlivituji expresi gent, proliferaci, apoptozu a chemotaxi (Corréa-Oliveira
R.et al. 2016). Dalsi vyznamna funkce mikroorganismi je tvorba vitaminl. Bakterie
mlééného kvaSeni jsou kliCové pro syntézu vitaminu B12 (Martens J.H. et al. 2002).
Bifidobacterium jsou hlavni producenti folatu — vitaminu B9, ktery je dulezity pro syntézu a
opravy DNA (Pompei A. et al. 2007). Dale bakterie produkuji vitamin K, vitamin B2
(riboflavin), vitamin B7 (biotin), vitamin B3 (niacin), vitamin B5 (kyselina panthotenova),
vitamin B6 (pyridoxin) a vitamin B1 (thiamin) (Hill M.J. 1997). Dalsim vyznamnym vlivem
mikrobioty je vliv na imunitu jedince. Pfi prvnim osidlovani stiev déti tvoii mikrobiota velmi
zasadni ¢ast imunity — takzvany mukosalni imunitni systém, a navic tvofi obrannou vrstvu
proti patogenim oOrganismim (Belizario & Napolitano 2015a). Metabolity bakterii, jako
naptiklad SCFA, ovliviiuji pfirozené lymfoidni buiiky v produkeci cytokini. Mikroorganismy
dokazou rozpoznat latky regulujici imunitu, jako jsou chemokiny, prozanétlivé a
protizanétlivé cytokiny (McDermott & Huffnagle 2014). Dulezitost SCFA pro epitel tlustého
stiteva byla prokdzana v mnoha studiich. Donohoe et al. (2012) zjistil, ze stievni epitelarni
bunky germ-free (bezmikrobnich) mys$i vykazovaly energeticky deprivovany stav. Po
kolonizaci stieva bakteriemi produkujicimi butyrat i po pfidani butyratu k izolovanym
epitelarnim buiikam bylo mozné pozorovat vyznamné zlepseni jejich stavu — zintenzivnéni
procesu oxidativni fosforylace a sniZeni mnozstvi autofagii ve sttevnim epitelu. To znamena,
ze SCFA jsou dulezitym energetickym substratem pro epitelarni bunky.

Jednotlivé kmeny mikroorganismii a jejich vyznam
3.3.1 Kmen Bacteroidetes

Vétsina zdravych dospélych lidi ma ve svych sttevech z velké ¢asti jen dva bakterialni kmeny
— Gram-pozitivni Firmicutes a Gram-negativni Bacteroidetes, z nichz dominuji rody
Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides a Prevotella. Nejvice podobnosti v druzich
nachazime u lidi s blizkym pfibuzenskym vztahem, nejméné naopak u rozlicnych kultur
(Yatsunenko et al. 2012, Turnbaugh et al. 2009). Ackoli je pomérné velké mnozstvi faktort,
které by toto mohly vysvétlovat, tak bohuzel piesnéjsi vysvétleni stale neni znamo. VétSina
druht sice jiz kultivovéna byla, ale je problém s manipulaci s jejich genetickou informaci,
coz je zasadni problém pii odpovedi na tuto otazku (Browne et al. 2016, Sommer 2015,
Lagier et al. 2016). Nastésti je vétsina z nejpocetnéjSich druhti v nasem stieve kultivovatelna.

Bakteroidetes, jako vysoce zastoupeny kmen, jsou jiz od svého objeveni nejCastéji
zkoumanou oblasti mikrobiologie stieva (Eggerth® And & Gagnon n.d.). Ziji pouze ve
stievech savci, coz ukazuje jejich vysokou adaptaci na prostiedi (Ley et al. 2008a). Jako
komenzalové a mutualisté si vytvofili pomérné uzky a dlouhodoby vztah se svym hostitelem.
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Protoze tvoii tak velikou ¢ast mikrobioty, tak jsou v lidské populaci tyto bakterie velmi
rozs8iten¢, dobie adaptované na zivot ve stieve a tvofi zaklad metabolickych cest v tomto
organu. Toto z nich tvofi idealni modelovou skupinu ke zkouméni zdkladnich principt
kolonizace naseho stieva a preziti mikroorganismu nejen po zivot jednoho ¢loveka, ale skrz
celou evoluci (Wexler & Goodman 2017). Tento kmen si vyvinul systém, jak v ne Gplné
idealnich podminkach prezit. Velka ¢ast z nich ma gen pro cytochrom bd oxiddzu, u které
existuji hypotézy o tom, ze by mohla redukovat mnozstvi kysliku uvniti buiiky, coz by mohlo
vést 1 ke snizeni mnozstvi kysliku ve stfevé, coz pomaha v ristu bakteriim, které¢ jsou
anaerobni a jinak by je vyssi obsah kysliku zabil (Meehan et al. 2012, Rocha & Smith 2013).
Tato schopnost tolerovat a zaroven redukovat mnozstvi kysliku je néco, co tomuto kmenu
pomaha v osidlovani novych hostiteli a zaroveil nejspise divod, diky kterému jsou tak
rozsitenou skupinou bakterii (Ley et al. 2008a, Smalley et al. 2002). Také dokazou ovlivnit
zivinovy profil ve stfevé pomoci fyziologickych zmén v hostiteli — uvoliuji fukézu a zbytky
sialové kyseliny z glykoproteintl, které mohou byt potravou pro jiné¢ mikroorganismy, véetné
patogennich (Bry et al. 1996, Ng et al. 2013). V¢tSina téchto zmén, které provadi
Bacteroidetes byla studovana na bezmikrobnich mySich porovnavanych stémi, co se
narodily jako bezmikrobni, ale pozdé€ji byly mikroorganismy osidleny (Ng et al. 2013). Jak
jiz bylo zminéno mnohokrat nejen v této praci, sttevni mikrobiota je velice vyznamna
v traveni vlakniny a komplexnich sacharidi. Pravé Bacteroidetes jsou dileziti pro
metabolizovani polysacharidi. To je jim umoznéno diky enzymtim, jako jsou napiiklad
glykosidové hydrolazy a polysacharidové lyazy (Ng et al. 2013).

3.3.2 Kmen Firmicutes

Firmicutes tvofi cca. 40-65% sttevni mikrobioty (Flint 2006). Jedna se kulovité bakterie,
které se mnozi délenim na dvé dcefinné bunky (Schleifer 2009). Do tohoto kmene spadaji
rody jako Lactobacillus, Clostridium ¢i Enterococcus (Veiga et al. 2018). Zatimco
Bacteroidetes jsou lépe vybaveny pro metabolizovani polysacharidu, Firmicutes dokazou
metabolizovat i nerozpustnou vlakninu. Naptiklad Ruminococcus champanellensis je
schopen degradovat mikrokrystalickou celul6zu pomoci proteinového komplexu, ktery je
znamy jako celulozom (ben David et al. 2015). Firmicutes jsou pro traveni nerozpustné
vlakniny zasadni, nebot’ pravé oni jsou zodpovédni za prvotni krok jejiho rozkladu. Za jejich
pomoci jsme tedy schopni stravit naptiklad i otruby (Martinez et al. 2013). Napitiklad
Faecalibacterium prausnitzii metabolizuje rizné druhy polysacharidd, véetné Skrobu a
inulinu a pfeménuje je na D-laktat a butyrat (Duncan, S.H. et al. 2006).

3.3.3 Kmen Proteobacteria

Mikrobiota zdravého Clovéka obsahuje z nejveétsi ¢asti Bacteroidetes a Firmicutes, ostatni
kmeny by mély byt zastoupeny minoritné. Proteobacteria se z vétsi ¢asti podili naptiklad na
mikrobioté ustni dutiny (17-36 %) ¢i kize (6-30 %), zatimco ve stievé by mély byt
zastoupeny z cca 2-5 %. Ve stievé se pravdépodobné vice vyskytuji v mukéze, nebot’ jsou
vice zastopeny v bioptickych vzorcich nez ve vzorcich fekalnich, a to jak u zdravych
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3.4

pacienttl, tak u pacientd s idiopatickymi stfevnimi zanéty (IBD — Inflammatory Bowel
Disease) (Gevers et al. 2014, Morgan et al. 2012). Ackoli jsou Proteobacteria zastoupena jen
v malych procentech, tak plni dtlezitou funkci, zejména u novorozenct. U nich jsou ve
vétsich poctech (az 16 %), nebot’ pravé fakultativni anaerobové — zejména Enterobacter,
Escherichia a Klebsiella jsou ti, ktefi pfipravuji idealni prostiedi (iprava pH, metabolizovani
kysliku, produkce oxidu uhli¢itého) pro striktn¢ anaerobni bakterie, tedy jejich naslednou
kolonizaci stieva. Do jejich traktu se dostavaji jiz v téle matky, nebot jsou soucasti
placentalni mikrobioty. Z tohoto diivodu vV pozdnim stadiu téhotenstvi maji matky ve stfevni

mikrobioté zvySené procento Proteobacteria (Bradley & Pollard 2017).

3.3.4 Kmen Actinobacteria

Kmen Actinobacteria spole¢né s Proteobacteria tvofi, jak jiz bylo zminéno, minoritni ¢ast
mikrobioty. Tyto dva kmeny by mély dohromady mit cca 10% zastoupeni (Segata et al.
2012). Actinobacteria jsou Gram pozitivni, anaerobni a nesporulujici bakterie, které tvoii tii
hlavni anaerobni rody Bifidobacterium, Propionibacterium a Corynebacterium a jeden
aerobni rod Streptomyces. Z nich je v lidském stfevé nejvice zastoupen rod Bifidobacterium
(Belizario & Napolitano 2015b). Jak jsem jiz uvedla vySe, tak rod Bifidobacterium je vice
zastoupen u déti, které pfisSly na svét vaginalni cestou nez u déti, které byly porozeny
cisafskym fezem (Huurre et al. 2008). Tento nizsi vyskyt bifidobacterii by se dal vysvétlit
podavanim antibiotik pfed i po zakroku (Penders et al. 2006). Dale je také vyssi vyskyt
bifidobakterii u déti, které jsou kojeny. Matetské mléko obsahuje oligosacharidy, které maji
roli prebiotik a stimulovat rust bifidobakterii (Underwood et al. 2015). V dospélosti by
Actinobacteria mély tvorit cca 5-8 % z celkového poctu bakterii (D’Argenio & Salvatore
2015). Ackoli jsou zastoupeny V takto nizkém poctu, tak hraji zasadni roli v ochrané stievni
bariéry. Bifidobacterie produkuji acetat a laktat v teoretickém poméru 3:2 (Scott et al. 2014).
Dalsim benefitem bifidobakterii je pravé jejich produkce laktatu, ktery muze byt
metabolizovan jinymi bakteriemi na butyrat (Scott et al. 2014). In vitro studie prokazaly, ze
SCFA, zejména butyrat, koreluji se zvySenou expresi genu MUC2, ktery kdduje mucinovy
glykoprotein — zasadni slozka mukozy (Gaudier et al. 2004).

SloZeni mikrobioty ve vztahu ke zdravi
3.4.1 Dysbidza a jeji pric¢iny a dusledky

Dysbioza je definovana jako odchylka od normalni a zdravé mikrobioty. Odchylka mtze byt
jak  vdruhu Dbakterii, tak v mnozZstvi. Jednim =z ukazateld dysbidzy je
,,Firmicutes:Bacteroidetes ratio” (F:B) — tedy pomér mezi Bacteroidetes a Firmicutes.
Bacteroidetes by mély byt v pievaze (Shin et al. 2015). Pokud to tak neni, tedy jsou v pievaze
Firmicutes, a jednd se o dopélého Cloveka, je pravdépodobné, Zze se jednd o Clovéka
s nadvéhou ¢i obezitou. Neni vSak zatim Uplné jasné, zda to plati vzdy. Existuje mnoZztvi
studii, které dokazuji, ze bakterie kmene Firmicutes vytvaii svym metabolismem z potravy
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3.5

vetsi mnozstvi energie, které se v téle uklada ve formé tukovych zdsob. A tedy pokud je
¢lovek obézni, tak ma pomér F:B posunuty k Firmicutes (Turnbaugh et al. 2009, Ley et al.
2005). Zaroven existuje neméné studii, které dokazuji, Ze tento pomér neni dulezity, ale je
dialezita diverzita (Tims et al. 2013, Duncan et al. 2008, Zhang et al. 2009). Dalsim
ukazatelem je mnozsvi bakterii kmene Proteobacteria. Studie porovnavajici africké a
evropské déti ukazala, ze déti z Burkina Faso, které mély vysoky piijem vlakniny a nizky
ptijem tuku, mély ve své mikrobioté nizsi zastoupeni bakterii kmene Proteobacteria nez
evropské déti s nizkym piijmem vldkniny a vysokym piijmem tuku. Dal$im faktorem, ktery
zpusobil dysbiézu u evropskych déti, byla uméla sladidla a emulgatory (tedy vysoce
zpracované potraviny). Zejména uméla sladidla zplisobovala vysoky narist Proteobacterii,
zejména Enterobacteriaceae (de Filippo et al. 2010). Na obrazku 4. mizeme vidét vliv
Proteobacteria na zdravi.

Obrazek 4.: Vliv bakterii kmene Proteobacteria na zdravi jedince (Shin et al. 2015)

Bypass Metabolicky » Zanét a
zaludku | syndrom | rakovina

€]
\L
' 4.5% '16.0% ' 9.7% ’13.2% ’14.9%

Klié:
W Proteobacteria » Ostatni|

Zdravy Novorozenec

Vysoka Stabilita mikrobioty Nizka
Zdravy Zdravi hostitele Nemocny

TRENDS in Biotechnology

Dalsim disledkem dysbiozy jsou chronické stievni zanéty, o kterych bude fe¢ pozdéji.
Kultivovatelné druhy mikroorganismi ve stievni mikrobioté

Stievni mikrobiota obsahuje vice 1000 druhi riznych bakterii, eukaryot a archei (Rajili¢-
Stojanovi¢ & de Vos 2014). Flint (2006) uvadi, ze z tohoto poctu je kultivovatelnych cca 25
%, nove;jsi studie v8ak dokazuji, Ze toto procento je vyssi (Lagier etal. 2016). VéEtsina z téchto
bakterii jsou striktni anaerobové, proto potfebujeme pro jejich kultivaci pfipravit prostiedi
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3.6

bez pro né toxického kysliku. Do média pro rist je tieba ptidat redukeéni ¢inidlo, které zaridi
anaerobni prostfedi (Duncan, S. H. et al. 2007). Velké mnozstvi téchto bakterii postrada
metabolické fetézce pro prenos elektrontl, které regeneruji redukované kofaktory (NADHy).
Anaerobni bakterie misto toho maji metabolické drahy pouze pro regeneraci redukovaného
NAD?, které jsou z vétSiny zodpovédné za tvorbu kyselych produkti fermentace (Duncan et
al. 2007).

Moznosti ovlivnéni stfevni mikrobioty

Jak se ukazuje, stfevni mikrobiotu lze ovlivnit mnoha riznymi faktory. Jak jiz bylo zminéno,
tak prvnim vyznamnym vlivem je zplsob porodu. S tim je spojené také misto porodu. L.
Combellick et al. (2018) uvadi, Ze déti, které byly porozeny doma, maji vétsi diverzitu
sttevnich bakterii. Dé&ti narozené v porodnici mély mensi mnozstvi Bacteroides,
Bifidobacterium, Streptococcus a Lactobacillus a vyssi mnozstvi Clostridium a celed
Enterobacteriaceae.

Jednim z nejvlivnéjsich faktorti v§ak i nadale zstava naSe strava. Bakterie v nasich stievech
jsou schopné travit to, co nase travici enzymy nedokazou — vlakninu a polysacharidy. V nich
obsazené ,,mikrobioté pfistupné sacharidy* (MACs - microbiota-accessible carbohydrates)
jsou pro zivot nasi mikrobioty zasadni (Yatsunenko et al. 2012). Mnozstvi téchto latek a
riznych bioaktivnich latek, jako jsou naptiklad fenolické latky a anthokyany (Mariana Veiga
et al. 2018), vyznamné ovliviiuje druhové slozeni mikrobioty. Pfedpoklada se, ze kazda
vyznamna zména ve stravovani ¢lovéka — od zavedeni masa do stravy az po dnesni zdpadni
stravovaci navyky, které jsou zaloZené na vysoce procesovanych potravinach — znamenala
vyznamnou zménu ve slozeni stfevni mikrobioty (Yatsunenko, T. et al. 2012). Sonnenburg
at al. (2016) ve své studii uvadi, Ze vyznamné snizeni MACs v zapadni stravé muze mit
zasadnéjsi dopad, nez bylo pfedpokladano. V experimentu na mysich se ukdzalo, Ze pokud
mys piijimala po delsi dobu (6 tydnil) stravu s nizkym obsahem MACs, tak se diverzita a
mnozstvi stfevni mikrobioty vyznamné snizila. Po opétovném zavedeni MACs (tato strava
byla poddvana po dobu 7 tydnil) do stravy se stav ovSem nezlepsil, a bylo nutné zaroven
doplnit chybéjici druhy bakterii (Veiga et al. 2018).

3.6.1 Probiotika, prebiotika, postbiotika

Probiotika jsou podle definice nepatogenni organismy, ptevazné lidského ptivodu, které maji
na cloveéka pozitivni vliv, a jsou schopné zlepsit zdravotni stav, pokud jsou dodavané ve
vhodnych davkach (Fric 2007). V dne$ni dob& jsou nejcastéj$imi vyuzivanymi
mikroorganismy bakterie rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. Probiotické kultury ve
vetsing piipadl obsahuji Lactobacillus rhamnosus CG, Sachatomyces cerevisiae Boulardi,
Lactobacillus casei Shirota a Bifidobacterium animalis, coz jsou prozatim nejcastéji
zkoumané mikroorganismy s prokdzanymi pozitivnimi ucinky (Vasiljevic & Shah 2008, Fric
2007). Podle Saiera (2005) maji probiotik tfi hlavni mechanismy G¢inku na zdravi ¢lovéka:
a) dodavaji metabolity anaerobni fermentace sacharidii, jako naptiklad organické kyseliny,
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které po vstiebani sttevni sténou dokdzou ovlivnit ndladu, energii a kognitivni schopnosti, b)
jsou schopné konkurovat patogennim organismum a nahradit je a ¢) stimuluji imunitni
odpovéd’ hostitele (Saier Jr. & Mansour 2005). Nejcastéji jsou probiotika konzumovana ve
fermentovanych mléénych produktech, které se vyrabi za pomoci bakterii mlé¢ného kvaseni
(lactic acid bacteria, LAB). Z nich jsou nejpouzivangjsimi rody Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, a Leuconostoc (Stiles & Holzapfel 1997). LAB
se déli na dvé skupiny, homofermentativni a heterofermentativni. Homofermentativni
bakterie vytvarti z uhlikatych fetézct z velké ¢asti pouze kyselinu mlé¢nou. Do této skupiny
patii  napfiklad Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus a  Streptococcus.
Heterofermentativni bakterie, na rozdil od homofermentativnich, vytvaii z glukézy stejna
molarni mnozstvi laktatu, CO2, ethanolu anebo acetatu. Do této skupiny patii Leuconostoc ¢i
Weissella (Franz et al. 1999).

Upravy mikrobioty pomoci probiotik maji mnoho pozitivnich Gginkt a dokazou pomoci
s velkou Skélou zdravotnich problémd, avSak v této praci jsou nejpodstatnéjsi idiopatické
sttevni zanéty (IBD), konkrétné¢ Crohnova choroba, K niz se detailnéji dostanu pozdéji. In
vivo studie na zvifatech ukazuji dileZitost komenzalnich bakterii pfi vyvoji funkéniho
imunitniho systému. Stifevni bakteridlni homeostaze je pro zdravi ¢lovéka velmi duilezita a
pii IBD je zasadné naruSena. Naptiklad Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12 brani
rozvoji zanétu zptisobeného Bacteroides vulgatus (Ruiz et al. 2005). Gionchetti et al. (2000)
ve své studii podal presvédCujici dikazy o pozitivnim ucinku probiotik na IBD. Jeho
randomizovana dvojité zaslepena studie VSL#3 (Lactobacillus acidophilus,
Lactobacilus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
, Bifidobaterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus) na pacientech s pouchitidou (zanét neorekta). Pacientti bylo
do studie zahrnuto 40, vSichni trpici chronickou pouchitidou. Ve skupiné, kterd skute¢né
dostavala VSL#3 byla po 4 mésicich nizsi pravdépodobnost recidivy.

Prebiotika byla definovana Glennem Gibsonem a Marcelem Roberfroidem roku 1995 jako
nestravitelnd soucast potravy, ktera selektivné stimuluje riist ¢i aktivitu jednoho (¢i mensiho
mnozstvi kment) kmene bakterii ve stfevé a tim zlepSuje zdravi hostitele (Gibson &
Roberfroid 1995). Aby latka mohla byt oznacena jako prebiotikum, musi spliiovat tfi body:
a) byt nestravitelna; b) byt fermentatovatelna stfevnimi bakteriemi; ¢) mit selektivni efekt na
mikrobiotu, ktery bude mit pozitivni vliv na zdravi hostitele. Navic musi do tlustého stieva
dorazit v chemicky i strukturdlné¢ nezménéné podobé, aby méla spravny efekt. VétSina
prebiotik jsou oligosacharidy, napiiklad inulin, fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy
¢i pyrodextriny (MACFARLANE et al. 2006).

Postbiotika jsou rozpustné latky produkované zivymi bakteriemi nebo latky uvolnéné po lyzi
bakterialni buriky, jako napiiklad enzymy, peptidy, kyselina teichoova, peptydoglykan a dalsi
(Aguilar-Toala et al. 2018). Oproti probiotikiim mohou mit postbiotika bezpe¢nostni vyhody,
vzhledem Kk tomu, ze obsahuji pouze ¢ast bunky. Maji niz$i potencial k vyvolani zanétlivé
reakce, kterou mohou vyvolat probiotika u jedinci s poskozenym imunitnim systémem
(Taverniti & Guglielmetti n.d.). Inaktivace bakterii se da dosdhnout pomoci fyzikalnich
(vysokou teplotou, mechanicky, UV nebo y — zafenim, vysokym tlakem) nebo chemickych
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(deaktivace pomoci kyselin) metod (de Almada et al. 2016). Tyto latky hraji klicovou roli

v regulaci ristu, vyvoje a mnoZeni bakterii a jejich vzajemné komunikaci (Netzker et al.
2015).

3.6.2 Vitaminy

Vitaminy jsou organické latky rtznorodého chemického sloZeni, které jsou pro Elovéka
esencialni. V téle maji rizné funkce, jedna z dulezitych je, ze slouzi jako kofaktory enzymu
(Yang et al. 2020). Jejich hlavnim zdrojem je potrava, ale nékteré vitaminy (K a vitaminy
skupiny B) syntetizuje stfevni mikrobiota (Rowland et al. 2018). Vliv vitaminu na stfevni
bakterie zatim neni dostatecné prozkouman, ale zda se, Ze vitamin A by mohl mit pozitivni
vliv na pacienty s autismem, mozna pravé diky ovlivnéni mikrobioty (Liu et al. 2017). V této
studii byl diky vitaminu A zvySen pocet Bacteroidetes, ¢imz se vylepSil pomér
Firmicutes:Bacteroides. Dalsi studie ukazuje, ze suplementace vitaminu A détem do dvou let
zlepsila pocty bifidobakterii (Huda et al. 2019). Vitamin D3 ma pravdépodobné téZ pozitivni
vliv na sloZzeni mikrobioty, zd4 se, Ze by mohl (ve vysSich davkach) zlepSovat stav pacienti
s IBD (Bashir et al. 2016). U pacientti s CD suplementace vitaminu Dz méla pozitivni vliv na
sloZzeni mikrobioty, ovSem u zdravych jedinct se tento efekt neprokazal (Schiffler et al.
2018). Tyto vlivy na mikrobiotu zatim ovSem nejsou potvrzené a taktéz zalezi na saturaci
zkoumanych jedinct uvedenymi vitaminy, nebot’ je zde mozné nebezpeéi piedavkovani
(Yang et al. 2020).

3.6.3 Dieta

Dieta je spolecné s prostfedim a vékem jeden z nejzasadnéjSich faktori ovliviujicich stfevni
mikrobiotu. Jeji slozeni — tedy tfi hlavni slozky (sacharidy, bilkoviny, tuky), jejich vzajemny
sacharidy (tedy hlavné oligo- a polysacharidy) a bilkoviny, jeZ metabolizuji na SCFA, Z nichz
jsou to nejcasteji butyrat, propionat a acetat. SCFA maji na ¢lovéka mnoho riznych ucinki,
Nejvice mikrobialni degradace bilkovin probiha v distalni ¢asti tlustého stieva, diky idealnim
podminkam pro rast proteolytickych bakterii, jako naptiklad Bacteroides, Propionibacterium
a Clostridium (Walker et al. 2005). Hlavni metabolicky proces, kterym dochazi k rozkladu
bilkovin je deaminace aminokyselin, kdy vznikaji SCFA a amoniak (Cummings &
Macfarlane 1991). Vysoké koncentrace amoniaku je u potkanti pravdépodobné karcinogenni
(Clinton et al. 1988). Ze sacharidi jsou pro mikrobiotu nejpodstatnéjsi ¢lovékem
nestravitelné salacharidy, které jsou hlavnim zrojem energie bakterii (Cummings & Englyst
1991). Do této skupiny spadaji rezistentni Skroby a neskrobové polysacharidy, které jsou
mikroorganismy metabolizovany na rizné plyny a SCFA (Walsh et al. 2014).
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3.6.3.1 Enteralni vyZiva

Enteralni vyziva (EN; enteral nutrition) je typ diety, ktera se pouziva u nemoci, kdy pacienti
nemohou bud’ dostatecné nebo viibec piijimat potravu. Je indikovana naptiklad pti tirazech
Celisti, po operacich GIT, u starych lidi, pfi podvyzivé ¢i jako podpurna lécba IBD
(Urbanikova 2014). Existuji dva typy EN — sipping (popijeni) - poddvana peroraln¢ a
podavana sondou. Ta mize byt zavedena bud’ nazojejunalné nebo chirurgicky (Dastych
2012). Sipping je nejjednodussi forma podani EN, pouziva se vétsinou jako dopliikova
vyziva, jako kompletni se nedoporuc¢uje podavat dlouhodobé (Mgr et al. 2011).

EN je pouzivana také v ramci terapie Crohnovy choroby. V pediatrické 1é¢be se pouziva EN
jako kompletni vyziva pro indukci remise (Critch et al. 2012). Tato 1é¢ebna metoda byva
pomérné uspésna (az v 80 % (Rubio et al. 2011)) a je to pravdépodobné z diivodu vynechani
téch dietnich faktorti, které mohou vést ke stimulaci zanétlivé reakce imunitniho systému
(Levine & Wine 2013).

EN ma tfi zdkladni typy, elementdrni, oligomerni a polymerni. Elementarni EN obsahuje
aminokyseliny, fruktozu, glukozu, MCT tuky (Medium-Chain-Triglycerides — triglyceridy
se stfedné dlouhym fetézcem) a mastné kyseliny (Dastych 2012). Oligomerni EN obsahuje
rozstépené ziviny —aminokyseliny nebo oligopeptidy, maltodextriny, disacharidy, MCT tuky
a neobsahuje vlakninu (Bohatcova 2015). Polymerni EN obsahuji nerozstépené ziviny, tedy
bilkoviny, polysacharidy a LCT tuky (Long-Chain-Triglycerides — triglyceridy s dlouhym
fetézcem), mohou obsahovat vlakninu (Bohatcova 2015). Rozdily ve slozeni polymernich
vyZziv jsme vyuZzili v nasi praci, o ¢emz bude fe¢ v metodické ¢asti. Peroralnich EN je vice
druhti, dé€li se podle energetické denzity na izokalorické (1 kcal/1ml) a hyperkalorické (1,5 —
2 kcal/Iml) (Grofova 2009). Dalsim typem muze byt EN obohacena o vice bilkovin nebo
hyperkaloricka s energetickou denzitou az 4 kcal/lml (Urbanikova 2014).

3.7 Mikrobiota pacientii s IBD

Idiopatické stievni zanéty jsou chronickd onemocnéni s nejistou etiologii, kterou v roce 2017
trpélo 6,8 milionu lidi celosvétoveé (Alatab et al. 2020) Nejcastéjsi pfic¢iny jsou
pravdépodobné vlivy prostfedi, geneticky faktor a zmény mikrobioty. Toto vSe zptlisobi
imunitni odpovéd’, a tedy stfevni zanét, ktery je u IBD chronicky. Jednad se o typicky
»zapadni* onemocnéni, nebot’ jsou vyznamné ovlivnéna stravovacimi navyky, kulturnimi
zvyklostmi a prostiedim. Mezi tato onemocnéni spadaji dvé hlavni kategorie — Ulcer6zni
kolitida (UC) a Crohnova choroba (CD) (Yatsunenko et al. 2012). Ulcer6zni kolitida je
specificka zanétem sliznice a submukdzy zacinajicim v distalnich ¢astech tlustého stieva,
nejcastéji u konecniku, tenké stfevo nepostihuje. Naproti tomu Crohnova choroba muze
postihnout kteroukoli ¢ast travici trubice od jicnu po konecnik a zanét prostupuje celou
sténou travici trubice. Nejcastéji postizenou casti GIT je konec tenkého stfeva. Ani jedno
Z téchto onemocnéni nelze uplné vylécit, existuji ovSem metody, pomoci kterych lze
nemocnym pomoci. Mezi né patfi i chirurgické odstranéni postizené casti GIT (Rutgeerts et
al. 1991). Studie ovSem ukazuji na zasadni vliv stfevni mikrobioty na vyvoj téchto
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zanétlivych onemocnéni (Frank et al. 2007). Jak rozdily mezi UC a CD vypadaji miizeme
vidét na obrazku €. 5.

Obrazek 5. Porovnani zdravého stieva, stieva postizeného Crohnovou chorobou a stfeva
postizeného ulcerdzni kolitidou (“Maladie de Crohn” n.d.)

Zdravé strevo Ulcerozni colitida Zdrave stfevo

Crohnova choroba

zanétlivé oblast

ztluiténé stény

i
zdravé oblasti

viedovity povrch

Za normalnich okolnosti host (€lovék) poskytuje bakteriim vhodné prostiedi plné nutrientti a
ochranu pied vnéjSimi vlivy a bakterie diky tomu vytvaii esencidlni vitaminy a SCFA —
V tomto piipadé se jedna o symbidzu. Pokud se vSak z jakychkoliv divodd zméni sloZeni ¢i
pomér jednotlivych druhii ve prospéch patogennich, tak se jednd o dysbidézu. Pacienti s IBD
maji ¢asto niz§i diverzitu bakterialnich druht nez zdravi lidé. Typické pro dysbiozu u IBD je
snizeni poctu Firmicutes a zvyseni poctu Proteobacteria (Rutgeerts et al. 1991). Konkrétné u
Firmicutes se jedna zejména o Faecalibacterium prausnitzii. U nékterych dalSich druhu se
studie neshoduji, coz mize byt zplsobeno vice faktory — rozdilny odbér vzorku (biopsie,
fekalni vzorek), biopsie z rozdilnych ¢asti GIT, dieta, koufeni, medikace a rozdilné metody
K uréovani po¢tt bakterii (Eckburg et al. n.d., Frank et al. 2007, Andrews et al. 2011). Zatimco
mikrobiota zdravych lidi zstava v podstaté nezménéna, u lidi s IBD se méni pomérné ¢asto.
Zavisi na momentalnim stadiu nemoci a medikaci. Nékolik studii ukazuje, ze dyshioza
pokracuje i U pacientti v remisi (Gevers et al. 2014). Pfi posuzovani dysbiozy hraje zasadni
roli zptisob odebrani vzorku. Zakladni dva typy vzorku jsou fekalni a mukosalni. Co se tyce
reprezentativnosti, tak je mukosalni vzorek v mnoha ohledech lepsi (Lepage et al. 2005,
Swidsinski et al. 2002, Walker et al. 2011). Bakterie asociované s IBD jsou v mukose ¢etn&jsi
— ¢ili je snadngjsi identifikovat dysbidozu z mukosalniho vzorku, nez z vzorku fekalniho
(Walker et al. 2011).
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4 Metodika

4.1 Ziskani a priprava vzorku

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo otestovat rist mikroorganisml pfitomnych ve vzorcich
stolice zdravych déti a déti s Crohnovou chorobou (CD) na rtznych enteralnich vyzivach.
Vzhledem Kk naro¢nosti ziskavani ¢erstvych vzorktl (do 3 hodin od defekce) u déti s CD, byly
pro experimentalni ¢ast prace pouzity pouze vzorky zdravych déti. Dale stanovit pomoci
kultivace na selektivnich médiich poéty vybranych skupin bakterii v ptivodnim vzorku stolice
a také ve vzorcich enteralnich vyziv kultivovanych se stolici. Ziskana data byla poté porovnana
s ohledem na druh pouzité vyzivy jakozto média pro kultivaci.

Piehled testovanych enterdlnich vyZiv:

EN-A Nutridrink — Nutricia (Fortini Multi Fibre)

EN-B Fresubin — Fresenius Kabi (Fresubin Energy Fibre)
EN-C Renutryl — Nestlé (Renutryl Booster)

EN-D Ensure — Abott Laboratories (Ensure Plus Advance)

Vsechny vySe uvedené vyzivy jsou polymerni (obsahuji zdroje bilkovin — mlécné bilkoviny,
vajecny bilek, sojové bilkoviny, zdroje sacharidli — §krob, maltodextrin, sachar6za, zdroje tuk
— rostlinné oleje ¢i zivocisné tuky a mineraly a vitaminy V doporué¢ené denni davce) a v dobé
experimentu byly vSechny s fadnym datem spotieby. V tabulce 1. je uvedeno podrobné slozeni
enteralnich vyziv.

Tabulka 1. Slozeni jednotlivych EN

Fortipi . gff;gin Renutryl IE;{:lsSure
Enteralni vyZiva Multi Fibre | 3.0 Booster Advance
Energeticka hodnota (kJ/kcal) 640/153 | 630/150 | 840/200 |631/150
Osmolarita (mOsm/I) 380 410 580 557
Tuky (g) 6,8 5,8 7 4,8
z toho nasycené (g) 0,7 0,4 0,9 0,42
mononensycené (g) 3,8 4
polynenasycené (g) 1,6 1,3
Makroziviny | Sacharidy (g) 18,8 17,8 24 16,8
z toho cukry (g) 4,6 5,6 7 6,8
laktéza (g) <0,025 <0,26 <0,05
Vlaknina* (g) 1,5 2 0 0
Bilkoviny (g) 3,4 5,6 10 9,1
sal (g) 0,17 0,43 0,43
Mineralni | Sodik (mg) 67 80 95 160
latky | Chlér (mg) 100 100 85 139
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Vapnik (mg) 84 135 229 227
Hor¢ik (mg) 17 21 50 25
Zelezo (mg) 1,5 2 1,7 2,1
Zinek (mg) 1,5 1,5 2,5 1,75
Méd' (mg) 0,135 300 250 0,45
Jéd (mg) 15 30 25 22
Selen (ug) 4,5 10 13 8,5
Mangan (mg) 0,23 0,4 0,16 0,45
Molybden (pg) 6 15 7 15
Fluor (mg) 0,11 0,2 0,4

Vitamin D (ug) 15 2 1,7 5,7
Vitamin E (mg a-TE) |19 3 3,4 2,5
Vitamin K (ug) 6 16,7 12 15
Vitamin C (mg) 15 15 20 16
Vitamin By (mg) 0,23 0,23 0,2 0,26

Vitaminy | Vitamin Bz (mg) 0,24 0,32 0,27 0,34
Vitamin Bg (mg) 0,18 0,33 0,37 0,734
Niacin (mg) 0,88 3 4,5 3
Listova k. (ug) 23 50 67 35
Vitamin B, (mg) 0,26 0,6 0,8 0,65
Panthotenova k. 05 12 0,83 11
(mg)

Biotin (ug) 6 7,5 10 6
Karotenoidy (mg) 0,15

L-karnitin (mg) 3 18
Cholin (mg) 30 26,7 70
Taurin (mg) 11

Betakaroten 300 60

Ostatni (he)

Fiviny Linolova k. (g) 1,1
a-linolenova k. (mg) 210
Fruktooligosacharidy 0,75
(g)

:—gd roxymetylbutyrat 0,55

* Obsazen4 vldknina ve Fortini Muti Fibre — sojové polysacharidy, inulin, oligofrukt6za, rezistentni
skrob, arabska guma a celul6za; Fresubin — inulin z ¢ekanky
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Vzorky stolice pro experiment:

Ukolem déti (jejich rodi¢i) bylo umistit cca 1g stolice (odpovidé velikosti liskového ofisku) do
uzaviratelné zkumavky s 9 ml bujonu slozeného z: trypton (5 g/l), zivny bujon ¢. 2 (5 g/l),
kvasnicovy extrakt (2,5 g/l; v§e Oxoid, UK), L-cystein (0,5 g/l) a Tween 80 (1ml/l; v§e Sigma
Aldrich, USA). Zkumavka sbujonem byla doplnéna sklenénymi perlami pro snazsi
homogenizaci. Vzorek bylo tfeba dodat do 3 hodin do laboratoie ke zpracovani. Toto bylo
bohuzel problematické u vzorkti z FN Motol, kdy dochazelo k opozdénému ptedani, a prvotni
provedené analyzy ukézaly, Ze tyto vzorky je nemozné zatadit do studie. Tudiz je v uvedené
praci pouzita pouze skupina zdravych jedinct. Jednalo se o déti ve véku 5 az 18 let, u kterych
v piedchozich 3 mésicich nebyla aplikovana antibiotika. Veskeré vzoky byly ziskané na
zéklad€ informovaného souhlasu.

ZaloZeni experimentu:

Nejprve bylo tieba vzorek stolice (FS) homogenizovat pomoci vortexu. Poté byl ze vzorku
proveden rozbor (stanoveni detekovanych skupin v 1 g vzorku). V ten samy cas byl vzorek
stolice (vzdy 1 ml) zao¢kovan do 9 ml enteralni vyzivy (4 ruzné vyse uvedené varianty).
Enterdlni vyziva byla ptfed zaoCkovanim asepticky rozpipetovana do sterilnich zkumavek
(,,Penicilinek) a probublana pomoci CO; pro vytvofeni anaerobnich podminek. Vzorky byly
poté kultivovany po dobu 24 hodin pifi 37 °C za anaerobnich podminek (specialni box
s vyvijeGem anaerobnich podminek, Anaerobag — bioMérieux).

4.2 Detekce testovanych bakterialnich skupin ve stolici

Ze vzorku stolice v médiu (po homogenizaci) byl odebran injekéni stifkackou 1ml a pouzit na
vytvofeni fedici fady, od 1 x 10 (pivodni vzorek) do 1 x 10 — ¢&isla fedéni od 1 do 9.

4.2.1 Priprava médii

Média pro celkové pocty bakterii a pro bakterie rodu Bifidobacterium vychazi ze zakladniho
modifikovaného agaru Wilkins — Chalgren (Oxoid). Agar (43,3 g/l) byl spolec¢né se s6jovym
peptonem (5 g/l), L-cysteinem (0,5 g/l) a tweenem (Polysorbate-80; 0,1 ml/l) rozmichan
Vv destilované vodé a v autoklavu pii 120 °C vysterilovan. Po uplynuti této doby byla media
premisténa do vodni lazné o teploté 50 °C. Po vyrovnani teplot byla k agarim piidana
antibiotika a dalsi pro jejich selektivni Gipravu.

Celkové pocCty anaerobnich bakterii
CP; bez dalsich uprav

Médium pro rod Bifidobacterium
BIF — MUP; mupirocin (200 mg/l), ledova kyselina octova (1 ml/l)

Jako médium pro rod Lactobacillus byl pouzit Rogosa agar (Oxoid). V tomto piipad¢ se agar
rozmichal dle uvedeného poméru (82 g/l) v destilované vodé a nechal se za stalého michani
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rozvafit. Po rozvareni byla do média pfiddna 98% kyselina octova (132 ul/100 ml média) a
médium nechano dalSich 5 minut ve vrouci vodé. Poté bylo pfesunuto do vodni 1dzn€ o teploté
50 °C.

TBX agar (Tryptone Bile X-Glucuronide Medium; Oxoid) byl dle uvedeného mnozstvi (TBX
36,6 g/l) rozmichan v destilované vodé a v autoklavu pii 120 °C vysterilovan. Po sterilizaci byl
piesunut do vodni 1azné o teploté 50 °C.

4.2.2 Rozbor vzorku

Rozbor byl proveden pomoci deskové metody na Petriho miskach. Jednotliva fedéni byla
o¢kovana do Petriho misek, které byly oznaceny jak jednotlivymi fedénimi a ¢isly vzorku, tak
typem agaru. Médii byly pouzity ¢tyti typy. Ockovani jednotlivych fedéni v piipadé CP, BIF —
MUP, a LBC bylo provedeno tak, ze se jednotliva fedéni nanesla do Petriho misek, az poté
ptelila médiem a krouzivym pohybem promichala. V tomto ptipad¢ bylo do kazdé misky (malé
misky, primér 60 mm) naockovano 0,5 ml ptislusného fedéni. Misky pro laktobacily byly po
médium, nalito do velké Petriho misky (pramér 90 mm) a na ztuhlé médium se natérem
prenasela jednotliva fedéni, v tomto pfipadé 0,1 ml s ndlednym rozetfenim klickou. Petriho
misky pro CP, BIF — MUP a BIF — NOR byly kultivovany 48 h pii 37 °C v anaerostatu
s vyvije€em anaerobnich podminek (Anaerobag — bioMérieu), LBC byly kultivovany vickem
dolu s ptistupem vzduchu 48 h pti 37 °C a TBX s pfistupem vzduchu po dobu 24 h pfi stejné
teploté, opét dnem vzhiiru.

V tabulce €. 2 je uvedeno schéma rozboru, tedy, ktera fedéni byla pro uvedené skupiny pouzita
ke kultivaci.

Tabulka 2. Schéma rozboru
Cislo 2 3
fedéni>
CP
BIF - MUP
LBC
TBX

Po skonceni kultivace byly jednotlivé Petriho misky opét rozlozeny dle schématu (tabulka 2.)
a pomoci pocitacky kolonii byly zjistény pocty narostlych kolonii, které byly poté prepocitany
dle vzorce nize na KTJ/ml.

4.3 Vyhodnoceni po¢tu detekovanych bakterii

Pfi vyhodnoceni rozboru byly pomoci digitalniho pocitadla spocitany narostlé kolonie (na
pocitatelnych fedénich/ miskach). Koneéné mnozstvi bakterii bylo vypoéteno podle
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nasledujiciho vzorce (viz nize), vysledkem byl vyjadien jako pfesny pocet kolonii tvoticich
jednotek v 1 g testovaného vzorku stolice nebo 1 ml/g enteralni vyzivy kultivované se stolici.

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

P1, P2 — pocet kolonii na dvou po sob¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
F — pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni

KTJ — kolonie tvorici jednotka

4.4 Detekce testovanych bakterialnich skupin v enteralnich vyZivach
kultivovanych se stolici

Vzorky stolice kultivované na enteralni vyziveé bylo tieba zpracovat obdobnym zplisobem
jako vzorky stolice. Po kultivaci bylo tfeba vSechny vzorky opét zhomogenizovat. Poté bylo
z kazdé penicilinky odebrano po 1 ml a nasledné vytvofena fedici fada. Jelikoz byl kazdy
vzorek stolice kultivovan na 4 riznych enteralnich vyzivach (varianty — A, B, C, D), tak byla
pro kazdou variantu vytvofena fedici fada (opct 9 fedéni). Samotny vzorek byl jako 0. fedéni.
Bylo pouzito stejné schéma rozboru jako je uvedeno v tabulce ¢. 2, jen zde byly vzdy 4
varianty.

Dale byl postup identicky jako v pfipadé rozboru stolice.

4.5 Statistické zpracovani dat

Test normality dat byl proveden pomoci Shapiro-Wilk W testu (P <0,05). Pro splnéni vSech
podminek testu byla pouzita Scheffeho metoda pro testovani vice hypotéz upravou P-hodnot
pomoci one-way ANOVA nebo Kruskal-Wallisova testu (P <0,05). VSechny statistické
analyzy byly provedeny za pomoci programu STATISTICA (StatSoft, Ceska republika).
Statistické zpracovani dat bylo provedeno Ing. Nikol Modrackovou.
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5 Vysledky

Celkem byly otestovany 4 enteralni vyzivy rdznych znacek, které se mezi sebou lisily
Vv obsahu riznych slozek (podrobny popis sloZeni je uveden v ¢asti ,,Metodika — ziskani a
ptiprava vzorku® v tabulce ¢. 1. Pro potieby experimentu popsaného v této bakalarské praci
nas zajimaly pfedevsim rozdily v obsahu a mnozstvi prebiotik (nékdy vyrobce oznacuje jako
vlakninu, tabulka 1.). Fortini Multi Fibre (A) obsahoval sojové polysacharidy, inulin,
oligofruktozu, rezistentni skrob, arabskou gumu a celulézu (v celkovém mnozstvi 1,5 g);
Fresubin Energy Fibre (B) inulin z ¢ekanky (2 g). Dalsim vyznamnym obsazenym
prebiotikem jsou fruktooligosacharidy, které ovsem obsahoval pouze jeden vyrobek, a to
Ensure Plus Advance (D) v mnozstvi 0,75 g. Renutryl Booster (C) byl bez jakékoli
prebiotické slozky. Slozeni zakladnich slozek a také vitaminti bylo podobné, jen zde byly
rozdily v mnozstvi. Napftiklad se liSilo mnozstvi pfitomného vitaminu A, D a kyseliny
listové. Nicméng, vetsi rozdily byly, co se ty¢e pfitomnosti, U ,,ostatnich slozek*. Naptiklad
linolovou a linolenovou kyselinu obsahoval pouze Renutryl Booster (C),
hydroxymetylbutyrat pouze Ensure Plus Advance (D) a betakaroten Fresubin Energy Fibre
(B) a Ensure Plus Advance (D).

5.1 Detekované pocty kultivovatelnych komenzalnich bakterii

Pocty kultivovatelnych komenzalnich bakterii pfirozen¢ vyskytujicich se ve vzorcich stolice
(n =10), které byly kultivovany ve ¢tyfech riiznych EN, byly kvantifikovany pomoci deskové
metody za pouziti selektivnich médii, a elektivniho média pro celkové pocty anaerobnich
bakterii. Vysledné pocty bakterii byly pomérmné rozdilné, coz bylo zpisobeno
interindividulnimi rozdily mezi vzorky stolice darcti (FS) a také kviili detek&nimu limitu 102
KTJ/g (zejména pro E. coli).

Pocty detekované na jednotlivych médiich u jednotlivych dércti v pivodnim vzorku stolice a
po jeho kutivaci na enteralnich vyzivach jsou zobrazeny v tabulce ¢. 3.

Tabulka ¢. 3 Detekované pocty bakterii (log KTJ/g)

Darce

FS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Prumér |SD
CP 9,89 |9,49 9,52 9,30 9,95 (9,43 |10,27 |9,05 9,41 |9,91 |9,62 0,37
g |[MUP |7,86 |9,16 8,32 9,10 |9,42 (9,07 |10,04 |8,07 |9,13 |8,38 |8,86 0,68
5 ROG [4,28 |5,45 4,85 6,04 16,39 |5,08 |5,12 6,34 4,03 |nd 4,96 1,31
E TBX nd 6,76 8,32 453 16,06 [4,00 |6,47 nd 542 |5,19 |5,08 2,02

FS+EN_A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Primér |SD
CP 9,30 19,35 10,10 |9,47 |8,01 |9,21 |9,01 9,38 (8,41 (8,66 |9,09 0,60
c [MUP |7,29 |6,49 8,93 7,32 |8,85 |8,85 |7,80 509 (6,22 (453 |7,14 1,56
5 ROG |6,28 |4,25 8,51 8,46 (7,71 8,41 |8,74 9,35 |3,41 |nd 6,71 2,59
E TBX nd 8,86 9,02 4,78 16,08 |nd 7,08 nd 8,11 |7,96 |6,21 2,74

FS+EN B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Pramér SD
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CP  |907 |1000 |10,32 |9,32 [9,37 892 |9,05 9,28 (9,08 9,42 |9,38 0,45
c [MUP [694 660 [10,36 |7,03 |9,01 |883 |901 (890 (341 [7,31 |7,74 1,94
2 |ROG 474 |419 |879 [863 |695 6,75 |820 [832 |348 |nd |61 2,43
< |TBX |nd |677 |7,37 |[500 |nd |nd 716 |nd |585 |nd [4,22 2,43
FS+tEN.C |1 |2 3 4 |5 |6 |7 8 |9 |10 |pramer |SD

CP  [921 |928 10,38 |9,67 (9,49 9,07 |957 944 (9,10 |9,38 |9,46 0,38
c |[MUP |810 |867 1039 [9,07 |9,37 |9,02 |929 |527 |828 |7,38 |848 1,39
Z |[ROG |526 (826 (828 |88l |688 |7,62 |7,48 [814 320 [nd |6,59 2,34
E TBX |nd 419 |767 |nd |nd |nd |[619 |nd |6,41 |nd |3,65 2,28
FS+EN.D |1 |2 3 4 |5 |e |7 8 |9 |10 |Pramér |SD

CP |86l |921 (1032 |9,16 (8,81 9,69 892 |929 (8,95 (9,24 |9,22 0,49
g |[MUP [837 |9,00 |9,87 |[837 (847 |866 898 |923 |821 |814 |873 0,54
=2 |[ROG |528 (833 [7,32 825 |669 |7,89 |7,23 [9,20 3,00 [nd |6,51 2,36
< |TBX |nd [300 |715 |nd |49 |nd |504 |nd [486 |nd |[350 1,86

FS — vzorek stolice, EN — enteralni vyziva, A — Foritini Multi Fibre, B — Fresubin Energy Fibre, C —
Renutryl Booster, D Ensure Plus Advance, CP — modifikovany Wilkins-Chalgren pro celkové pocty
anaerobti, MUP — modifikovany Wilkins-Chalgren + mupirocin pro bifidobakterie, ROG — Rogosa
agar pro laktobacily, TBX — Tryptone Bile X-Glucuronide Medium (Escherichia coli), nd —

nedetokovano <102 KTJ/g, SD — smérodatna odchylka

Uvedena data jsou také zobrazena v grafu na obrazku 6., kde jsou patrné i odlehlé hodnoty i
vySe uvedeny staticky vyznamny rozdil v poctu bifidobakterii kultivovanych ve Fortini Multi

Fibre (A).
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Obrazek 6. Pocty bakterialnich kolonii (log KTJ/g = CFU/g) u vzorkd FS, FS+EN_A,
FS+EN B, FS+EN C, aFS+EN D v boxplotovém grafu; upraveno podle Modrackova et
al. (2021)
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Celkové podty anaerobnich bakterii dosahly vice nez 10° KTJ/g a u jednotlivych EN byly
podobné i u ptivodnich FS. Stejny trend byl pozorovan u dalSich dvou detekovanych skupin.
Lactobacily vykazovaly v priméru pocty 6,21 + 2,43 az 6,71 + 2,59 log KTJ/g, coz je téméf
o 1,5 fadu vyssi nez u FS. Primérné mnozstvi detekovanych bakterii E. coli ve vzorcich stolice
bylo okolo 5 log KTJ/g, narist E. coli u EN se pohyboval v rozmezi 3,50 + 1,86 az 6,21 £2,74
log KTJ/g. Bifidobakterie byly detekovany v signifikantné nizsich poctech 7.14+£1.56 log
KTJ/g u Fortini Multi Fibre pti porovnani s ptivodnim FS 8,86 + 0,68 log KTJ/g. Ostatni EN
nevykazovaly zlepseni riistu bifidobakterii a umoznily jim riist pouze v rozsahu 10—10°
KTJ/g.
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6 Diskuze

Na lidi je momentalné pohliZzeno jako na superorganismus, nebot’ nase mikrobiota se vyviji
spole¢né s ndmi a je ovliviiovana velkym mnozstvim faktort, diky kterym méni svoje sloZeni
a expresi genu (Ley et al. 2008). Mikrobiotu lze, diky znalostem téchto faktort, modulovat
(David et al. 2014). Zasahy mohou byt dietetické i nedictetické. Tato prace se zaméfila na
dietetickou modulaci mikrobioty, konkrétné prostiednictvim enteralni vyzivy (EN). Cilem této
prace bylo zjistit, zda rozdilné sloZzeni EN bude mit vliv na rist bakterii, a tedy zda by n¢ktera
z testovanych EN nemohla zlepSit bakteridlni profil hostitele prostiednictvim podpory
probiotickych skupin mikroorganismi jako jsou bifidobakterie a laktobacily. Komercni EN se
lisi ve sloZeni, pro nas byl nejdulezitéjsi rozdil v obsahu prebiotickych slozek, které moduluji
mikrobiotu (Macfarlane et al. 2006). Aby latka mohla byt oznacena za prebiotikum, je nutné,
aby do stieva dorazila vnezménéné podobé — tedy byla nestravitelna, aby byla
fermentovatelna stfevnimi bakteriemi a aby méla pozitivni vliv na zdravi. PouZzité enteralni
vyzivy se v obsahu prebiotik velmi liSily. Fortini Multi fibre, ktery obsahuje sojové
polysacharidy, inulin, oligofruktdzu, rezistentni Skrob, arabskou gumu a celulozu, Fresubin
Energy Fibre inulin z ¢ekanky, Ensure Plus Advance fruktooligosacharidy a Renutryl Booster
neobsahuje zadné prebiotické slozky, ale obsahuje linolovou a linolenovou kyselinu. Inulin a
oligofruktéza maji pozitivni vliv na rast rodu Bifidobacterium, za soucasného sniZzovani
populaci E. coli a Clostridium (Wang & Gibson 1993). Tyto dvé prebiotické slozky jsou zatim
nejlépe prozkoumané a zda se, ze maji skutecné vSechny prebiotické ucinky, zejména na
bifidobakterie (Birkeland et al. 2020). Rezistentni Skrob spliiuje podminku nestravitelnosti
tim, Ze ma Skrobové molekuly obalené bilkovinami rostlinného matrixu a bilkovinami
bunécné stény, které jsou ¢lovékem nestravitelné (Birt et al. 2013). Rezistentni $krob je opét
metabolizovan stfevnimi bakteriemi na SCFA, zejména butyrat, ktery ma vliv na udrZovani
zdravé stfevni bariéry (Robertson 2020). Propionat a acetat se dostavaji vratnicovou zilou do
jater, kde jsou metabolizovany na glukoézu, coz ma velmi pozitivni vliv na pacienty
s podvyzivou (je mozné takto ziskat az 20 % energie navic) a tedy i na pacienty s CD (Solaft
et al. 2010). Pii vybéru EN by tyto rozdily mé¢ly byt brany v potaz. Obsah rozpustné vlakniny
mize mit efekt na produkci SCFA a konzistenci stolice (Mizuno et al. 2020). Obohacovani
EN o prebiotické slozky podporuje rust pozitivné¢ pusobicich bakterii, jako naptiklad
bifidobakterii a timto zvySuje produkci acetatu (Whelan 2007). Enteralni vyzivy jsou idealni
médium pro rust bakterii (Whelan et al. 2001), podle Modrackové et al. (2019) napiiklad pro
zastupce roda Bifidobacterium, Lactobacillus a Escherichia v piipadé ristu v ¢isté kultuie. Na
druhou stranu je zndmo, ze prebiotické slozky pfidavané do EN mohou taktéz podporovat riist
patogenich bakterii — jako napiiklad klostridii (Rada et al. 2008, Bunesova et al. 2012a). Podle
nasich vysledk byly bifidobakterie a lactobacilli detekované v FS darct schopné rust
Vv testovanych EN i1 s ohledem na ostatni vyskytujici se bakterie. Dal§im faktorem, ktery miize
mit vliv na sloZeni stfevni mikrobioty jsou vitaminy a jejich zastoupeni v dieté. Naptiklad na
vitamin D3 existuji studie, které ptredpokladaji jeho pozitivni efekt na slozeni mikrobioty
pacientti s CD (Bashir et al. 2016). Také suplementace vitaminu A détem do dvou let zlepsila
pocty bifidobakterii (Huda et al. 2019). Pocet studii zabyvajicich se vlivem vitamint na stfevni
mikrobioty a vybrané bakterialni skupiny je zatim omezeny.
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Batch kultivace (jednorazova kultivace v uzavieném systému) poskytuje pfileZitost, jak
testovat prebiotika a dal$i nutrienty na populacich bakterii, od jednoho bakterialniho druhu po
komplexni stfevni mikrobiotu (BuneSova et al. 2012b, Modrackova et al. 2019). In vitro
kontinualni kultivace s imobilni stfevni mikrobiotou, ktera dokaze mimikovat jak planktonni,
tak biofilmovy rist, je mozné vyuzit pro produkci kontrolované a stabilni ,,um¢lé” stievni
mikrobioty, s vysokou koncentraci bakterialnich bun¢k. Tato technologie ma potencialni
mozné vyuziti jako alternativa k fekalni transplantaci (Bircher et al. 2018, Lacroix et al. 2015).
Ob¢ tyto metody kultivace bakterii mohou byt pouzity k dalsimu vyzkumu slozek EN pro
modulaci mikrobioty pacientti s CD.

V této bakalatské praci uvedené vzorky byly vice analyzovany ve studii Modrackova et al.
(2021). V dané studii byly dale sledovany vzniklé metabolity (tedy SCFA a meziprodukt
laktat) a zastoupeni jednotlivych vykultivovanych bakterii. Z SCFA byla konkrétné sledovana
mnozstvi acetatu, propionatu, formiatu, laktatu, a butyratu. Jejich mnozstvi se lisilo mezi
jednotlivymi EN. V priméru nejvyssich hodnot dosahoval laktat a acetat, jakozto produkty
bifidobakterii a laktobacilli. Hodnoty acetatu se u tfi sledovanych EN téméf ztrojnasobily
(konkrétné Fresubin Energy Fibre (142.32 £53.31 mM), Renutryl Booster (165.98 +47.90) a
Ensure Plus Advance (145.22 +63.82 mM), u posledni EN (Fortini Multi Fibre) byla
V porovnani s ostatnimi EN hodnota acetatu znateln¢ nizsi (53.94 £31.33 mM). Toto zjisténi
koreluje s niz§im mnozstvim bifidobakterii v FS kultivovanych ve Fortini Multi Fibre. U této
EN se také ukazal opa¢ny pomér acetat:laktat nez u ostatnich EN. Dalsi hodnotou, ktera byla
u Fortini Multi Fibre jedna z nejnizsich, je hodnota butyratu (10.45 £15.70 mM), nejnizsi vSak
byla u Ensure Plus Advance (7.01 +£11.49 mM). Hodnoty propionatu byly naproti vyse
uvedenym hodnotam podobné u vsech ¢tyt EN. Co se tyce zastoupeni jednotlivych bakterii,
primérné nejveétsi zastoupeni mély kmeny Actinobacteria a Firmicutes (oba =40.53%),
nasledovaly Proteobacteria (5.98%) a Bacteroidetes (2.30%). Celedi Bifidobacteriaceae
(33.73%), Enterobacteriaceae (5.52%) a Lactobacillaceae (0.16%) byly dale analyzovany pro
porovnani s hodnotami z kultivace a s obsahy SCFA. U EN Fresubin Energy Fibre byl
pozorovan nejvétsi nartst Bifidobacteriaceae z 34 na 53 %, nasledoval jej Renutryl Booster
(42 %). Naproti tomu u EN Fortini Multi Fibre byly bifidobakterie na pouhych 10 %. U
Fresubin Energy Fibre a Ensure Plus Advance byly Lactobacillaceae téméf nedetekovatelné,
zatimco u Fortini Multi Fibre a Renutryl Booster jejich zastoupeni vzrostlo na 34 a 33 %.
Pritomnost Enterobacteriaceae nebyla nijak zasadné ovlivnéna zadnou z enteralnich vyziv.
Je znamo, ze slozeni a diverzita stfevniho mikrobiomu jsou do jist¢ miry individualni
(Johnson, 2020). Coz potvrdila i studie Modrackova et al. (2021), kdy navrhuji indivialni
pristup pii modulaci stfevni mikrobioty a volb¢ enterdlni vyzivy.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo analyzovat pomoci kultivac¢nich technik kvalitativni a kvantitativni
mikrobialni slozeni fekalnich vzorku kultivovanych na riznych enteralnich vyzivach (EN) in
vitro. Zjistit tak, zda by rozdil ve slozeni ur€itych komponent miize mit vliv na sloZeni
sttevniho mikrobiomu pacientii s Crohnovou nemoci (CD).

Vzorky stolice déti s CD byly sice nahrazeny vzorky kontrolni skupiny, tedy zdravych déti,
ale i tak se podafilo ziskat zajimavé vysledky, které naznacuji to, ze i drobné zmény ve slozeni
EN vyznamné ovliviiuji pocty bifidobakterii, laktobacili a E. coli po kultivaci in vitro.
Obdobny vysledek 1ze ocekavat i v ptipad¢ kultivace vzorkii od pacienti s CD. Navic je
z vysledkil nasledné studie patrné, ze sloZeni fekalni mikrobioty je velmi individudlni, tudiz
je tieba zvazovat moznosti personalizované terapie piipravené pro dané¢ho pacienta. Také
hypotéza bakalaiské prace byla potvrzena. Vysledky ukazuji, Ze rozdilné slozeni a mnozstvi
prebiotickych slozek a vitamint ovlivnilo poéty kultivovanych bakterii v in vitro experimentu,
a muze mit vliv na kvantitu a druhové sloZzeni mikroorganismt ve vzorcich stolice
konzumentt. Bylo by uréité zajimavé do budoucna tyto komponenty testovat v podobném in
vitro modelu nebo modelu simulujicim podminky stfeva.
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