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Kroni¢ne vnetnecrevesne bolezni in funkcionalne motnje prebavil ksoni¢cne
bolezni s podobnimi simptomi in ne popolnoma pgg@simi vzroki za nastanek.
Ceprav nastanek obolenj obeh skupin razlagajo zéramli teorijami, je vsem
omenjenim boleznim skupno, da jih povezujejo tudp@uSenim ravnovesjem
crevesne mikrobiote oziroma t.i. disbiozo. dife preteklih raziskav, ki so
obravnavale disbiozo pri bolnikih, je bila opravigena odrasli populaciji, ne pa na
otrocih. V tem delu smo raziskali mikrobioto blaB®-ih otrok s kroninimi
vnetnimi ¢revesnimi boleznimi in 30-ih otrok s funkcionalnimiotnjami prebauvil,
ki so se zdravili na Pediatni kliniki UKC Ljubljana, pridobljene rezultate gano
primerjali med seboj in z literaturo. Uporabili srapalize Stetja kolonijskih enot na
goji&ih in PCR v realnentasu. Ugotovili smo, da so pri bolnikih z vnetnimi
boleznimi bolj pogosto in v viSjih delezih prisotmekatere skupine bakterij, za
katere se smatra, da imajo neugoden vpliv na rasjevmikrobiote v prebavilih.
Nasprotno smo ugotovili za nekatere skupine inevibstkterij, ki veljajo za koristne
za ¢loveka. Tako smo potrdili hipotezo, da obstaja ikazimed mikrobioto blata
obeh preiskovanih skupin otrok, in zakiji da ¢revesna mikrobiota otrok s
kroni¢nimi vnetnimicrevesnimi boleznimi najverjetneje bolj odstopa qdirnalne
mikrobiote kotcrevesna mikrobiota otrok s funkcionalnimi motnjgmebavil.
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Both chronic inflammatory bowel diseases and fumal bowel disorders are chronical
illnesses with similar symptoms and still in neddaa exact explanation for the cause.
Although there are different theories of causedtiese illnesses, all have in common the
fact that they are linked with imbalance of boweicmobiota or so-called dysbiosis.
Bacterial dysbiosis has been confirmed by majaftgtudies done on patients with these
illnesses, however they mostly focused on adulufasjn, while only a few focused on
children. For this thesis we were researching amdparing the fecal microbiota of 30
children with chronic inflammatory bowel diseasal @0 children with functional bowel
disorders treated at the University Medical Cehjubljana, Division of Paediatrics, and
compared the findings with each other and withrditigre. We analysed the feces by
counting the number of colonies on growth plated asing PCR in real time. In the fecal
microbiota of children with inflammatory diseasee Wwave observed an increase in the
amount and the ratio of bacterial groups, knownhfving a negative effect on health and
overall balance of bowel microbiota. In contrast fmand a decrease in the amount and
ratio of bacteria that are believed to be bendfitia gut homeostasis, as opposed to the
fecal microbiota observed in children with funcebrbowel disorders. We have thus
confirmed our hypothesis, in which we expectedftedince between the observed fecal
microbiota in both groups of children included lire tstudy, and reached a conclusion, that
the bowel microbiota of children with chronic infkanatory bowel disease is most
probably more out of balance than the bowel miatabof children with functional bowel
disorder.
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kopij 16SrDNA vseh bakterij v blatu otrok s KB ter otrok s FMP (ostali) - kvantilni
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Slika 31: Prisotnost vrsteaecalibacterium prausnitzii v blatu otrok s K\CB in blatu otrok
s FMP (ostali) - kvantilni diagram logaritmiraninednosti Stevila celie gramu blata. ... 39
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Slika 32: Razmerje med Stevilom celic vrBiecalibacterium prausnitzii in Stevilom kopij
16SrDNA vseh bakterij v blatu otrok s KB ter otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.

Slika 33: Prisotnost vrstEnterococcus faecalis v blatu otrok s K\B in blatu otrok s
FMP (ostali) - kvantilni diagram logaritmiranih vheosti Stevila kopifl6S rDNA v gramu
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Slika 34: Razmerje med Stevilom kof§S rDNA Enterococcus faecalis in Stevilom kopij
16SrDNA vseh bakterij v blatu otrok s KB ter otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
Osamelci so bili zaradi boljSe preglednosti odg&m@n.................ooevvviviiiiiiiiiineeeeeeeens 40
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Priloga Al: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu degu zaBifidobacterium.
Priloga A2: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu degu za_actobacillus.

Priloga A3: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu aegu zaEnterococcus.

Priloga A4: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu degu zaEnterobacteriaceae.
Priloga A5: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu aegu zaEscherichia coli.
Priloga A6: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu degu za koliformne bakterije.

Priloga A7: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu deagu zaXaphylococcus.

PRILOGA B
Priloga B1: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu dagu za vse bakterije.
Priloga B2: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu zaBifidobacterium.

Priloga B3: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu za razmerjBifidobacterium/vse
bakterije.

Priloga B4: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu zaClostridium leptum.

Priloga B5: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu za razmerjeClostridium
leptum/vse bakterije.

Priloga B6: Vrednosti, prikazane v kvantilinemu dagu zaClostridium coccoides.

Priloga B7: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu za razmerjeClostridium
coccoides/vse bakterije.

Priloga B8: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu deagu zaBacteroides-Prevotella.

Priloga B9: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu d&agu za razmerjeBacteroides-
Prevotella/vse bakterije.

Priloga B10: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiaamu zeEnter obacteriaceae.
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Priloga B11l: Vrednosti, prikazane v kvantinemu gileamu za razmerje
Enterobacteriaceae/vse bakterije.

Priloga B12: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu giamu za Faecalibacterium
prausnitzi.

Priloga B13: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiéanu za razmerjEaecalibacterium
prausnitzii/vse bakterije.

Priloga B14: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiaamu zaEnter ococcus faecalis.

Priloga B15: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu gid&amu za razmerjé&nterococcus
faecalis/vse bakterije.
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1 UvOD

Skupino bolezni, za katere je zilao kronicno vnetje ¢revesja neznane etiologije,
imenujemo krorine vnetne&revesne bolezni (KEB). Vzroki za pojav K\CB so neznani,
najverjetneje pa gre za kombinacijo genetskih, iskimin okoljskih dejavnikov (Hyams,
2007).Ceprav so K\CB relativno redke, se pogostost le-teh v razvitibasiah poveuje,

iz ¢esar je mogee sklepati, da pomembni dejavniki za pojav teh falézvirajo tudi iz
okolja (M'Koma, 2013). Vse weeorij govori o mikrobioloskih dejavnikih, saj kazda pri
obolelih za kroninimi vnetnimi ¢revesnimi boleznimi pride do nenormalnega odziva
¢revesnega imunskega sistema na prisatravesno mikrobioto. Nekatere teorije tako
govorijo o tem, da je lahko en od razlogov za pogtevila obolelih za K¢B sprememba
sestaverevesne mikrobiote oziroma disbioza, ki je posladizodernega @aa Zivljenja
(Geier in sod., 2007; Kanauchi in sod., 2003; @#&ad., 2004).

Funkcionalne motnje prebavil so kombinacija kot in ponavljaj@ih se simptomov, ki
niso posledica nobenih znanih organskih obolenjjo®p znan primer funkcionalnih
moten] prebavil je sindrom razdrazljivegmevesa, za katerega so ¢h@e trebusSne
boletine ali nelagodje, ki jih spremljajo spremembe g@s&tosti odvajanja ali trdoti blata
(Longstreth in sod., 2006). Vzroki za sindrom raztjivega ¢revesa Se niso povsem
pojasnjeni, zelo verjetno pa tudi tu odigra viogoyseno razmerje §revesni mikrobioti
(McFarland in Dublin, 2008).

Vecina raziskav sestavgevesne mikrobiote pri bolnikih s kr@mimi vnetnimicrevesnimi
boleznimi in funkcionalnimi motnjami prebavil jel&dinarejenih na odraslih bolnikih,
Studij, ki bi bile narejene na pedigtni populaciji, pa je malo.

1.1 NAMEN NALOGE

Namen magistrske naloge je bil z réalmi mikrobioloSkimi metodami raziskati sestavo
bakterijske mikrobiote v blatu otrok in mladostnike kron&nimi vnetnimi ¢revesnimi
boleznimi in s funkcionalnimi motnjami prebavil guvsem sindromom razdraZljivega
¢revesa) ter statigiho ovrednotiti morebitne razlike med skupinama.

1.2 DELOVNA HIPOTEZA

Predvidevali smo, da se bo sestava mikrobiote wbtdrok s KMCB razlikovala od
mikrobiote v blatu otrok s funkcionalnimi motnjapriebavil.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 KRONICNE VNETNE CREVESNE BOLEZNI

Z imenom kronine vnetnesrevesne bolezni (K¥B) poimenujemo skupino bolezni, za
katere je zn&lno kronicno vnetje ¢revesa neznane etiologije, pomembno vlogo pri
njihovem razvoju pa imajo genetski in imunski dej&v ter dejavniki okolja. Za vse
bolezni iz skupine KB so zn&ilni nepredvidljivi zagoni in remisije (Hyams, 2007
Lo¢imo tri osnovne oblike K!B: Crohnovo bolezen, ulcerozni kolitis in neoprgeied
KVCB.

Crohnova bolezen (CB) lahko prizadene katerikoli del prebavil, odt Wb zadnjika
(Hyams, 2007).

Ulcerozni kolitis (UK) je vnetje debelegé&revesa. Lahko je vnet le del ali pa celo debelo
¢revo, skoraj vedno pa je vnet Komdelcrevesa, danka (Orel in sod., 2009b). Od tu izvira
tudi ime bolezni, saj uporabljamo izraz »ulkus«aao oz cir, kolitis pa je izraz za vnetje
Sirokegatrevesja (Hyams, 2007).

Ceprav sta si CB in UK med seboj precej podobnamgd njima kar nekaj razlik,
predvsem glede na dele prebavil, ki so prizadékasl). Pri CB sta najpogosteje vneta
kor¢ni del ozkegacrevesa in debelairevo, vnetje je acentmo in segmentno, z
izmenjujaimi neprizadetimi in prizadetimi deli prebavil (Hy&, 2007; Orel in sod.,
2009b). Medtem ko je pri UK v ¥@&i primerov prizadeta l€revesna sluznica, je pri CB
vnetje prisotno v vseh plasteéhevesne stene (Hyams, 2007; Sedmak, 1995). Pibtso
CB je vnetje v z&tnih fazah bolezni opazno predvsem v vitagevesu in kolonu, v 30 %
primerov je prisotno izkljgno v tankemcrevesu, v 10-15 % pa izkjno v debelem
¢revesu (Hyams, 2007).

Slika 1: NajpogostejSa mesta vnetja pri CB (levopii UK (desno) (Orel in sod., 2009b).
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Kot neopredeljena KVCB (NK) poimenujemo tiste oblike bolezni, ki ne ugt@® niti
sliki CB niti sliki UK. V to skupino se uvi& le 10 % otrok s K¢B (Hyams, 2007).

Do pojava vnetniltrevesnih bolezni pride najpogosteje v mladosti2prPbo bolnikih se
bolezen pojavi pri pred dopolnjenim 20. letom. Bolezen se lahko pdjash Ze pred
dopolnjenim 1. letom starosti, pojavljanje bolezmgodnjem otroStvu pa je vse bolj
pogosto. Pri otrocih z zgodnjim pojavom vnetne boi€revesja je v&a verjetnost za
napredovanje bolezni v kramio vnetjecrevesja (Hyams, 2007; Orel, 1995).

Klini¢na slika KMCB je odvisna od lokalizacije vnetja, aktivnosti tjaein prisotnosti
zapletov. Z&etek obolenja CB je of&jno postopen in nezéigen, tako da od prvih
simptomov do postavitve diagnoze lahko mine tudi mesecev ali celo let,casom pa se
lahko simptomi tudi spreminjajo (Hyams, 2007; Sekm&995), medtem ko se pri
obolenju za UK ze v zatku obolenja pojavi krvavo teke blato, zato bolezen hitro
odkrijejo (Kolar, 2004). Pri pacientih s prizadetiiankim ¢revesom se pogosto pojavi
boletina v desnem spodnjem delu trebuha, pri pacientihetim kolonom pa se pojavljajo
simptomi, znailni za vnetje, kot so driska (pri 2/3 bolnih otjpkrvavitve (najpogosteje
krvava driska, medtem ko so masivne krvavitve rdkei itd. (Sedmak, 1995). Pogosto
so prisotni tudi sistemski simptomi, kot na prinveocina (pri 50 % otrok), slabo gatje

in hitra utrujenost. Zaostalost v rasti in razvgguahko tudi eden od simptomov (pri 40 %
otrok) ali celo edini prisotni simptom, in je podiea nezadostnega vnosa hranil zaradi
neje€nosti, slabe absorpcije hranil, pé¢aaih gastrointestinalnih izgub zaradi driske in
poveanih potreb zaradi krofmega vnetnega procesa (Hyams, 2007; Sedmak, 1995).
Kadar je vnetje prisotno v Zelodcu in dvanajstniiiako pride do bruhanja in bdiee v
osrednjem delu trebuha. Pri nekaterih bolnikih dakanetja in brazgotinjenja nastanejo
obstrukcije (zozitverevesa), ki lahko ovirajo pretakevesne vsebine, kar vodi v pojav
boleiine in kigev v trebuhu ali pow@nega obsega trebuha (Hyams, 2007).
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Slika 2: Odstotek obolelih otrok in mladostnikoWK, CB ali NK, pri katerih je prisoten daien simptom
ali znak KMCB (Orel in sod., 2009b).

Vnetje, ki zajame celotno debelindrevesne stene, lahko vodi v nastanek fistul
(bolezenskih povezav) med sosednjitn@vesnima vijugamairevesom in drugim votlim
organom (mehurjem, noznico,...) dhevesom in kozo. Medtem, ko so fistule med dvema
delomacrevesa v&noma brez simptomov, se fistule mé&svesom in mehurjem lahko
kaZejo kot vnetje sd ali prisotnost zraka ali blata v urinu, fistubeed ¢revesom (predel
danke) in noznico kot fekalni izcedek iz nozZnicstule medérevesom in koZzo pa so
najpogosteje prisotne v predelu anusa in se k&agjboleina na tem mestiCe pride do
abscesa (podége gnojne vsebine) v abdominalno odprtino, lahkadgordo poviSane
temperature in boten (Hyams, 2007).

Simptomi, ki niso povezani@evesjem, se pogosteje kazejo pri CB kot pri Ukn@@omi,
ki so lahko posledica CB so na primer razjede vhugteriferni artritis in ledwvini ter
Zoléni kamni (Hyams, 2007).

Bolezen zaradi svojih simptomov vpliva na kakovastjenja obolelega otroka. Vendar se
pri vecini otrok simptomi ne pojavljajo stalno in so ptisble v ¢asu ponovnih zagonov
bolezni, ki pa so tezko predvidljivi (Hyams, 2008edmak, 1995). Do izbruha bolezni
lahko pride iz razlinih razlogov, kot so na primer okuzba dihal, strastibiotcno
zdravljenje, jemanje nesteroidnih protivnetnih zilralahko pa pride do izbruha brez
jasnega razloga (Sedmak, 1995).
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2.1.1 Diagnoza K\CB

Paciente, pri katerih se pojavi sum na &B/, pregleda pediater-gastroenterolog.
Diagnostika poteka po pripafitih Evropskega zdruZzenja za pediato
gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESRAGIH po tako imenovanih »Portskih
kriterijin« (Orel in sod., 2009b). Tako se po pripslih opravi pregled zgodovine
pacientovih simptomov preko pogovora s pacientoimonm njegovimi starSi in pregled
pacienta. Sledijo laboratorijske preiskave blatarin ter ultrazvéni pregled trebuha, kjer
se pri otrocih s K¢B lahko odkrije slabokrvnost, prisotnost kazalcewetja (zvisana
koncentracija levkocitov v krvi, pospeSena sedimeid eritrocitov, poviSana
koncentracija trombocitov in C-reaktivnega protg¢ina dolaiene znalne skupine
protiteles. Po potrebi se opravijo tudi dodatnasiaere, s pomgo katerih zelimo izl¢iti
nekatere bolezni s podobnimi simptomi, kot so deh®crevesne okuzbe in prehranske
alergije. Sledi endoskopska preiskava zgornjegdif@oika, Zelodca in dvanajstnika) in
spodnjega (debelega in komega dela tankegaievesa) dela prebavil z biopsijami vsakega
segmenta prebavnega trakta. Odvzete biopte sepnagteda s pomigo mikroskopa, pri
¢emer igejo prisotnost zralnih bolezenskih sprememb. Za pregled tank&gaesa, ki ga
ni mogae pregledati z endoskopskim inStrumentom, se ojraeintgenske kontrastne
preiskave in po potrebi tomografija ali magnetnorestno slikanje prebavil. Lahko se
opravi tudi kapsulna endoskopija, pri kateri otduZzije majhno kapsulo s kamero, ki
zbira slike pacientovih prebavil (Escher in so@0%; Orel in sod., 2009b).

2.1.2 Zdravljenje KVCB

Trenutno ni zdravil, ki bi odpravila K&B, z razlgnimi terapijami pa je moge omejiti
vnetje, omiliti simptome, dose remisijo (zdravljenje zagonov aktivne bolezni) in
zmanjSati moznost ponovnega zagona (vzdrzevalnavienje). Katero vrsto terapije
izbere gastroenterolog je odvisno od tipa in tendezni, mesta vnetja, morebitne
prizadetosti ostalih organov, sploSnega stanjaarosti, odziva na terapije ter preferenc
pacienta (Hyams, 2007; Logar-Car, 1995). Zdrawjenpsega zdravljenje z zdravili,
zdravljenje s prehrano in/ali operativno zdravigefijogar-Car, 1995).

2.1.2.1 Zdravljenje z zdravili

Za zdravljenje K\CB se uporabljajo naslednje skupine zdravil: prativa zdravila,
imunosupresivna zdravila, bioloSka zdravila in biotiki (Logar-Car, 1995; Orel in sod.,
2009b). Po trenutno veljavnih smernicah zdravljetjek poteka po stopnjah (angl. step-
up approach), najprej s blazjimi nesteroidnimi mmetnimi zdravili, kot so
aminosalicilati, ki se obenem uporabljajo tudi zadwzevanje remisije in imajo malo
nezazelenih &inkov (Brecelj, 2014; Ferkolj, 2004).
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Po stopenjskem pristopu se zdravljenje nato ngdafusteroidi, razen pri CB, kjer se
zdravljenje usmeri bolj k prehranskemu zdravljenjanteralno prehrano (Brecelj, 2014).
Kortikosteroidi so hormoni nadledwie Zleze, ki se uporabljajo za zdravljenje srednje
tezkih in tezkih oblik K\CB ter delujejo protivnetno. Zdravila so uspesna 0/ %
primerov, njihovi &inki pa so opazni po 5-10 dneh uporabe. Uporabjajaa zdravljenje
aktivnegacrevesnega vnetja, vendar ne prépjejo ponovnega zagona bolezni (Orel in
sod., 2009b; Logar-Car, 1995). Poleg tega imajdikasteroidi Stevilne nezelen&inke,

kot so spremembe telesne presnove, videza d&op@ ma&obe v trupu in obrazu), atrofija
koze s pojavom strij, bolezenska p@e®ost, zmanjSanje mineralne kostne gostote,
poveana dovzetnost za okuzbe, p&ite spremembe in drugo (Ferkolj, 2004).

Pogosto se zdravljenju s steroidi dodajajo imunametdrna zdravila (Brecelj, 2014). Ta
zdravila delujejo na imunski sistem in zavirajo ipv@dnjo vnetnih citokinov. TakSna
oblika zdravljenja v&inoma uspesSno zmanjSa vnetje, vendar pa jo sprenpegosti
stranski dinki. Ob uporabi azotropina so ti prisotni pri 18-% bolnikov in vklji&ujejo
alergije, pankreatitis, zavore kostnega mozgaksitai hepatitis (Fakhoury in sod., 2014;
Ferkolj, 2004).

V kolikor tako zdravljenje ni zadostno, sedme zdravljenje z bioloSkimi zdravili. Najbolj
pogosto uporabljamo monoklonska protitelesa prodvipetnemu citokinu TNIFe; ki je
najpomembnejSi mediator vnetja pri CB in UK (Br¢c2014; Ferkolj, 2004).

Antibiotiki se uporabljajo pri bolnikih z zaplekot so fistule, in za preptevanje razrasta
bakterij v primerih prizadetega tankeg@vesa (Bernstein, 2014; Ferkolj, 2004). Vsé ve
pa se antibiotiki omenjajo kot zdravila, ki bi sko v prihodnosti pogosteje uporabila z
namenom modulacijérevesne mikrobiote in odpravljanje disbioze, kalabko pomagalo
odpraviti vnetje pri bolnikih (Ohkusa in Sato, 2005

2.1.2.2 Prehransko zdravljenje

Pri otrocih s K\MCB se pogosto pojavi zaostanek v rasti, navadnodzarezadostnega
vnosa ali izgub hranil, kot posledica pospeSenelizgaradi prisotnosti drisk. Nekatera od
zdravil imajo lahko prav takocéinek na rast in razvoj otroka (kortikosteroidi) €8elj,
2014; Logar-Car, 1995; Orel in sod., 2009b). Paomrzato priporéajo uzivanje katerega
od pripravkov enteralne prehrane, ki so najpogestejobliki napitkov z optimalno
kolicino makrohranil (beljakovine, v posebnih primerimiaokisline, ogljikovi hidrati in
magobe), vitaminov, mineralov in elementov v sledovimipravki za enteralno prehrano
se lahko uzivajo kot dodatek k redni prehrani ali gpopolno nadomestilo prehrane, kjer je
dovoljena le enteralna oblika prehrane in pitje ejodesladkanega zelitegacaja ter
Zvetenje zveilnega gumija brez sladkorja. Enteralni pripravid gsrkajo v kri Ze v
zgornjem delu tankegdérevesa, spodnji del tankegaevesa in debeld@revo pa pri
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absorpciji hranil nista aktivha, kar je kijoo za uspesnost takega zdravljenja. Pri otrocih s
CB je enteralna prehrana lahko samostojna terapijdoseganje umiritve vnetja, medtem
ko je pri ostalih oblikah K¥B le dodatek k drugim mom zdravljenja. Kadar se
uporablja popolna enteralna prehrana, traja texap# tednov, prehod nazaj na &@pno
prehrano pa je postopen in traja nekaj tednov. ir&dtakega zdravljenja je predvsem
odsotnost nezZelenih stranski¢éinkov (Logar-Car, 1995; Orel in sod., 2009b).

2.1.2.3 Operativno zdravljenje

Uporablja se predvsem pri zapletih KB, kot so na primer fistule in obstrukcijeevesa.
Redkeje, kadar je navkljub zdravljenju UK vnetjev&elno prisotno, se operativno zdravi
bolezen samo. V teh primerih se deb&kevo odstrani v celoti, iz dela ozkefaevesa pa
se oblikuje »pouch«, ki kasneje prevzame nalogdracignega del@revesa. Pri CB
operativno odstranjevanjgevesa ne predstavlja dokmega zdravljenja bolezni, zato se
le tega redko posluzujejo (Orel in sod., 2009b;dre@ar, 1995).

2.1.3 Razsirjenost K\CB

M'Koma (2013) je v svojem preglednatianku, v katerem omenja 3.028 ra&nih objav

na temo K\CB, ugotovil, da se po vsem svetu iz leta v letogdaje pojavnost K\CB.
Najbolj opazen porast po letu 1950 je mégaaznati predvsem v zahodni Evropi in
severni Ameriki, torej v bolj razvitih drzavah, kjé&zredno hitrega porast ni mogo
razloziti izkljutcno z genetsko predispozicijo za nastanek bolearad® pojavnosti UK je
bil v razvitih drzavah sveta predvsem opazen w&sstih in sedemdesetih letih prejSnjega
stoletja, kasneje se je Stevilo ustalilo, medtenjekpojavnost za CB Se vedno v porastu v
vegini drzav razvitega svet&eprav so bile te bolezni v preteklosti prisotnedpsem pri
populaciji bele rase, Se predvsem pri ljudeh zidega porekla, se v zadnjih letih vs&ve
pojavljajo tudi pri ostalih narodnostih sveta inndanes veljajo za globalne bolezni. V
deZelah v razvoju so imeli v preteklosti precej fBarrazsirjenost KB kot v razvitih,
vendar je Stevilo obolelih narastloéasno s pow&ano industrializacijo teh dezel.

V pregledni Studiji, ki so jo opravili Molodecky igod. (2012), so zbrali razhie objave
med leti 1930 in 2008, ki so analizirale letno pojast KMCB v razlicnih delih sveta. V
Evropi so zabelezili letho pojavnost CB med 0,317 obolelih na 100.000 ljudi, letno
pojavnost UK pa med 0,6 in 24,3 obolelih na 100.p00i. RazSirjenost je tako ocenjena
na 4,9-505 obolelih za UK na 100.000 prebivalcevoge, in 0,6-322 obolelih za CB na
100.000 prebivalcev Evropggotovili so tudi, da so rezultati Studij nedoslediede vioge
spola, zato najverjetneje lahko sklepamo, da spolgsjetnosti za razvoj bolezni ne igra
vloge.

Tudi v Sloveniji je bilo od leta 1994 opravijenitekaj raziskav, ki so obravnavale
razSirjenost K\'B prav med otroci starimi med 0 in 18 let. V priudiji, ki je



Magnay M. Primerjava mikrobiote v blatu otrok s himo vnetnairevesno boleznijo in ... motnjami prebavil. g
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 2016

obravnavala centralno in jugozahodno Slovenijo fe&aim 1994 in 1999, je bil zabelezen
porast letne pojavnosti z 3,04 na 5,14 na 100.G68k Orel in sod., 2009a). V drugi
Studiji, opravljeni na predelu severovzhodne Slgeen kasnejSem obdobju med letoma
2002 in 2010, je bila zabelezena letna pojavnosti$a, in sicer 7,6 obolelih na 100.000
otrok (Urlep in sod., 2014). V najnovejSi raziskawapravljeni na podigu celotne
Slovenije med leti 2002 in 2010, so Urlep in s@015) zakljwili, da je pojavnost K\CB

v celotni Sloveniji med otroSko populacijo do nedega nara®la in se po obdobju 2005-
2007 ustalila na 7,6 obolelih na 100.000 otrok detkar je v primerjavi z ostalimi
raziskavami opravljenimi na svetovni populaciji ck® in primerljivo z zahodno-
evropskimi drzavami. Obenem so odkrili, da je Ighogavnost CB 4,5 obolelih na 100.000
otrok, letna pojavnost UK pa 2,9 obolelih na 100.@@rok. V omenjeni raziskavi so tudi
odkrili velike razlike med regijami v Sloveniji, kgpovezujejo predvsem z moznostjo
vpliva razliénih prehranskih navad med regijami.

2.1.4 Vzroki za pojav KVCB

Natarénih vzrokov za pojav K¥B ne poznamo. Raziskave kazejo, da so v razvaf BV
vkljuceni tako okoljski kot genetski dejavniki. Raziskay@avljene, na eno- in dvo§aih
dvojckih, kazejo, da genetski dejavnik zagotovo vpliarazvoj bolezni (Hyams, 2007),
vendar je malo verjetno, da je kjuega pomena za pojav K\B (Benchimol in sod.,
2011; M'Koma, 2013). Tudi dejstva, da bile v prétek KVCB prisotne predvsem v
razvitem svetu, danes pa so vse pogostejSe tudzavah v razvoju, in da je mog®
opaziti direktno povezavo z industrializacijo, gajm o tem, da so okoljski dejavniki
velikega pomena za pojav bolezni (Benchimol in s@®11; M'Koma, 2013). Med te
okoljske dejavnike, ki bi lahko vplivali na nast&n&kVCB, S$tejemo prehrano,
onesnazevala iz okolja in spremembe mikrobistyesja (M'Koma, 2013), ¥eo tem v
poglavju 2.3.

2.2 FUNKCIONALNE MOTNJE PREBAVIL

Za funkcionalne motnje prebavil (FMP) so #iha sklopi simptomov, ki pa jih ne
povzraajo organske bolezni (npr. vnetja, anatomske ndpasti, rak itd.). Tipten
primer je sindrom razdrazljivegasevesa (SR), za katerega so z&ilme trebudne boléne

ali nelagodje, ki so mu pridruzene spremembe v sigsti odvajanja in/ali trdoti blata
(Longstreth in sod., 2006). Prisotni so Se Stewhoigi simptomi, kot je na primer potreba
po takojSnjem odvajanju blata in daltek neizpraznjenosti po odvajanju, péae obseg
trebuha, napenjanje, @ vetrovi in drugo (Orel, 2010). Pogosto se proletih za FMP
opaza tudi psihosocialne spremembe, kot na prirog@vptesnobe in strah, povezan s
simptomi bolezni, kar lahko bistveno zmanjSa kalebvivljenja (Emeran in Mayer, 2008).
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2.2.1 Diagnoza FMP

Za diagnozo FMP pri otrocih in mladostnikih upojablo »Rimske kriterije lll«, ki se
osredotdajo predvsem na to, kje so simptomi FM prisotnikieko se izrazajo, na primer z
bruhanjem in aerofagijo, baimami, ter zaprtjem ali inkontinenco. Da postavidiagnozo
za eno od FMP, morajo biti simptomi prisotni 2 nezsali ve& (odvisno od vrste diagnoze)
(Papadopoulou, 2011).

2.2.2 Zdravljenje FMP

Zdravljenje FMP je odvisno od vrste simptomov. Brgda se izogibanje dejavnikom, ki
sprozijo pojav simptomov, kot so na primer d@&oa zivila ali zdravila in stres. V kolikor
so ob obolenju prisotni tudi psihosocialni faktoige lahko izkaze kotéinkovito tudi
zdravljenje z zdravili, kot so antidepresivi, aéirdpije pri strokovnjaku za mentalno
zdravje (Rasquin in sod., 2006).

Za dolaiene oblike FMP je dinkovito tudi zdravljenje s probiotiki, ki spremgmisestavo
crevesne mikrobiote in posletio njen metabolizem. Tako se lahko zmanjSa vergtno
rasti Skodljivih vrst mikroorganizmov, zmanjSa seoipvodnja ¢revesnih plinov, in
posledéno olkutek napihnjenosti in obseg trebuha (Orel, 2010).

2.2.3 RazsSirjenost FMP

Veliko pacientov, ki oboli za FMP, ne¢& zdravstvene oskrbe, zato diagnoza pogosto ni
postavljena. Zaradi tega nimamo zanesljivih podatikoazsirjenosti FMP, dodatne tezave
za razumevanije le te pa predstavlja tudi éanlipostavljanje kriterijev za diagnozo, ki pa
se v Studijah pogosto postavlja na podlagi vprasan ki se med sabo razlikujejo
(Canavan in sod., 2014; Orel, 2010). Med FMP jdalajpogost S, ki ga opaZajo pri
obeh spolih, vendar epidemioloSke raziskave kazigge pri zenskah prevelenca opazno
viSja kot pri moskih. Razine Studije kazejo, da ima 1-32 % svetovne odrasfrilacije
SRC (glavnina $tudij ocenjuje SRpri 10-25 % populacije), oziroma 11-16 % Zensk in
7,3-10,5 % moskih (Canavan in sod., 2014).

2.2.4 Vzroki za pojav FMP

FMP so najverjetneje posledica enega alcjega Stevila genetskih, okoljskih in
psihosocialnih faktorjev, kot so: netoleranca zdo&kna zivila, pové&ana visceralna
obdutljivost in spremenjeno gibanje (motiliteta) preiba nepravilnosti v delovanju
entertnega zi¥nega sistema in aktivnosti imunskega sistema znutedavil, sluzninega
vnetja nizke stopnje, porusenega razmerja v bgstemikrobioti (disbioza) in psihogenih
dejavnikov (Orel, 2010; Salonen in sod., 2010).
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Ceprav FMP niso organska obolenja, med njimi niggrtoinice, ampak se v dalenih
primerih lahko pojavijo kot posledica oziroma seamo obolenju. Najbolj znan primer
FMP je SR, ki se lahko pr pojavi poérevesni okuzbi z mikroorganizmi iz skupine
Campylobacter, Shigella ali Salmonella (Méatto in sod., 2005; Orel, 2011).

2.3CREVESNA MIKROBIOTA

Cloveskacrevesna mikrobiota je sestavljena iz bilijonov roirganizmov Stevilnih vrst,
ki se nahajajo v naSeirevesju, in delujejo v simbiozi s svojiloveskim gostiteljem
(Aziz in sod., 2013). \Krevesju razlinih ljudi so nasli ze wekot 1.000 raztinih vrst
mikroorganizmov (Rajilt-Stojanové in de Vos, 2014). T&revesni ekosistem je delno
odgovoren za vzdrzevanje zdravja ljudi, deive spremembe le-tega pa lahko prispevajo k
razvoju nekaterih bolezni. Kot opisujejo Prakastsaa. (2011), imajo mikroorganizmi v
¢revesju veé koristnih funkcij, kot so presnovna (proizvodnjaaminov, aminokislin in
kratko veriznih ma%obnih kislin, kot je butirat, znan kot vir energgea ¢revesne celice),
zagitna (izlocanje antimikrobnih snovi, prepfevanje kolonizacije Skodljivih organizmov)
ter regulacijska (regulacija rasti in diferenciacgpitelnih celic, sodelovanje v razvoju in
regulaciji delovanja imunskega sistema). V primekb se sestava mikrobiotgevesja
znatno spremeni, tako Stainb kakor tudi razmerja med posameznimi predstayitakio
stanje poimenujemo disbioza. Disbiozo povezujefmomvom veéjega Stevila bolezni in
motenj, vkljwino z vnetnimi boleznimi (kamor spadajo tudi vnetmevesne bolezni),
alergijami, SR, rakomérevesja in danke, itd.

Vedno ve je rezultatov raziskav mikrobiote blata posameawils KVCB ali FMP, v
primerjavi z zdravimi posamezniki, ki potrjujejoigwtnost disbioze pri bolnikih. Zaradi
tega disbiozo smatrajo kot enega od pomembnih figktoazvoja boleznieprav Se vedno
ni znano, ali je disbioza vzrok ali posledica bole@dopetuso in sod., 2013; Salonen in
sod., 2010; Sartor, 2008). V preglednici 1 so padene nekatere raziskave, v katerih so
ugotavljali prisotnost zri@dnejSih bakterijskih vrst in skupin v fekalni mipioti ljudi s
KVCB in FMP.
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Preglednica 1: Glavne ugotovitve raziskav, v kateo primerjali mikrobioto blata bolnikov (KB ali
FMP) z mikrobioto zdravih osebkov.

Bolniki s KV CB

Bolniki s FMP, v vetini primerov

. y SRC
Skupina/vrsta bakterij
Glavne . Glavne .
. Vir . Vir
ugotovitve ugotovitve
Mani Takaishi in Mani Shukla in sod.,
sod., 2007 2015
M_anj veas . Shain sod.,
aktivne bolezni 2012
Bifidobacterium (UK'in CB)
Malinen in
Ni razlike (CB in | Wang in sod., Ni razlike sod., 2005
UK) 2014 Tana in sod.,
2010
Ves Takaishi in Ves Tana in sod.,
sod., 2007 2010
Manj le v SRE Malinen in
L actobadillus . skupini z drisko sod., 2005
Sokol in sod.,
Ni razlike (CB in 2006 Ni razlike Shukla in sod.,
UK) Wang in sod., 2015
2014
Vet v éasu _ Tana in sod.,
. . Sokol in sod., . . 2010
aktivne bolezni Ni razlike ) .
(CB) 2006 Malinen in
sod., 2005
Enterococcus . Kang in sod.,
Vet (CB) 2010
M-an] veasu . Sokol in sod.,
aktivne bolezni 2006
(UK)
Ve¢ pri SRCz | Carroll in sod.,
drisko 2012
Enterobacteriaceae Takaishi in .
Ni razlike sod., 2007 Ni razlike Tanain sod.,
Sokol in sod., 2010
2006
Sokol in sod.,
. . 2006 . . Malinen in
o . Vet (CB in UK) Wang in sod., Ni razlike sod.. 2005
Escherichia coli 2014
. Kang in sod.,
Veé (CB) 2010

se nadaljuje...
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Nadaljevanje preglednice 1: Glavne ugotovitve iaais v katerih so primerjali mikrobioto blata bdtav
(KV CB ali FMP) z mikrobioto zdravih osebkov.

L v Bolniki s FMP, v vetini primerov
Skupina/vrsta bakterij Bolniki s KV CB SRC
Glavqe Vir Glavr?e Vir
ugotovitve ugotovitve
Saphylococcus Ni razlike Takaishi in
apny sod., 2007
Takaishi in
sod., 2007
. . Kabeerdoss in . . Tana in sod.,
oo Manj (CB in UK) sod.. 2013 Ni razlike 2010
ostridiumyeptum Wang in sod.,
2014
. Kang in sod.,
Manj (CB) 3010
Takaishi in
. . sod., 2007 . Malinen in
Manj (UK in CB) Wang in sod., Man sod., 2005
L . 2014
Clostridium coccoides -
Shukla in sod.
. Sokol in sod., ) ) 2015
Manj (UK) 2006 Ni razlike Tana in sod.,
2010
Tana in sod.
Manj (aktivno . '
Bacteroides-Prevotella stanje UK in vsa Sokolin sod., Ni razlike 2.010 .
stanja CB) 2006 Malinen in
I sod., 2005
Kabeerdoss in
. . sod., 2013 Manj pri SRC z | Carroll in sod.,
, , e Manj (CB in UK) Wang in sod., drisko 2012
Faecalibacterium prausnitzii 2014
. Kang in sod., . . Malinen in
Manj (CB) 2010 Ni razlike sod.. 2005

2.3.1 Povezava medirevesno mikrobioto in KVCB

Po sodobnih teorijah so KB lahko posledica motenega imunskega odzivéragesno
mikrobioto pri genetsko dovzetnih bolnikih (Geiargod., 2007; Ott in sod., 2004). Vnetje
pri bolnikih s KVCB se najpogosteje pojavlja v delitevesa, kjer je koncentracija bakterij
najvetja (Thompson-Chagoyan in sod., 2005). Terapijespkeminjajo mikrobioto, kot na
primer terapije z antibiotiki in prehranske terapipa imajo dobre rezultate in vodijo v
izboljSanje in remisijo (Geier in sod., 2007; Shzarga 2004; Fichera in sod., 2005). V
¢revesju zdravegacloveka obstaja simbioza med gostiteljevimi in  komanimi
bakterijami. Nekateri avtorji pa menijo, da je polnikin s KVCB motena toleranca na
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bakterije, kar vodi v powan imunski odziv in ponavljaje se kronino vnetje (Geier in
sod., 2007; Kanauchi in sod., 2003).

2.3.2 Povezava medrevesno mikrobioto in FMP

Kaze, da neugodna sestatt@vesne mikrobiote lahko spodbuja sléma vnetje nizke
aktivnosti, ki je en od faktorjev pojava FMP (Mckard in Dublin, 2008). Studije,
opravljene pri bolnikih s FMP, kot je $RkaZejo na to, da jgrevesna mikrobiota verjetno
en od pomembnih dejavnikov bolezni. Pri pomembneiez bolnikov bolezen prvi
nastopi prav po bakterijski okuzbi prebavil, vendatja prepréanje, da se mikrobiota
bolnikov ne razlikuje samo zaradi prisotnosti posane skupine mikroorganizmov. Bolj
verjetno je, da je spremenjena sestava celotneobidte znailnost bolnikov s FMP
(M&tto in sod., 2005; Salonen in sod., 2010). $¢udiposebnostih mikrobiote pri obolelih
s FMP imajo nedosledne rezultate in ne dajejo jasnlage za povezavo, kar je mégalo
neke mere razloziti z razlikami v mikrobioti medspmezniki z razéinimi vrstami FMP.
Tako na primer opazajo velike razlike v sestavinotikote med tistimi bolniki s SR za
katere je zn&lno zaprtje, in tistimi bolniki z drisko. Pri teree mikrobiota bolnikov z
drisko bolj razlikuje od mikrobiote zdravih kontnih skupin, kot je to m® opaziti pri
ljudeh z drugimi oblikami FMP (Salonen in sod., @0Malinen in sod., 2005; Shukla in
sod., 2015). Dejstvo, da uporaba probiotikov pagogboljSa stanje pri pacientih z
nekaterimi oblikami FMP, Se dodatno potrjuje pontegvesne mikrobiote pri tej skupini
bolezenskih stanj (Korterink in sod., 2014).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 NACRT POSKUSA

V raziskavo je bilo vkljgenih 30 otrok in mladostnikov s K8B in 30 otrok in
mladostnikov s FMP. Otroci obeh skupin se zdramgdPediattini kliniki UKC Ljubljana.
Posamezni bolnik je bil razuidn v eno ali drugo skupino na podlagi rezultatami&hih
diagnostinih preiskav, vkljgno z endoskopijo prebauvil.

Od oseb, vkljgenih v raziskavo, je bil odvzet po en vzorec blaloj, ko je bil pacient
sprejet k zdravniku, in pred &tkom zdravljenja. V vzorcih smo nato ugotavljag\slo
kolonijskin enot na gram (KE/g) bakterij roduBifidobacterium, Lactobacillus,
Enterococcus, Staphylococcus, druzine Enterobacteriaceae, vrste Escherichia coli in
koliformnih bakterij. Dodatno smo iz vzorcev osarbikterijsko DNA in opravili analize
PCR v realnentasu. S temi analizami smo nato ugotavljali Stekidpij gena za 16S
rRNA v gramu blata (oziroma Stevilo kodS rDNA v gramu blata) za naslednje skupine
in vrste bakterij: vse bakterije, druzilaterobacteriaceae, rod Bifidobacterium, skupine
Bacteroides-Prevotella, Clostridium leptum, Clostridium coccoides ter bakterijski vrsti
Faecalibacterium prausnitzii in Enterococcus faecalis.

3.2 MATERIAL
3.2.1 Vzorci

Raziskava je bila opravljena na 60 vzorcih blateigrgov, ki se zdravijo na Pedidini
kliniki UKC Ljubljana in so bili véasu odvzema stari med 2 in 18 let. Vzorci blatd®ito
odvzeti pred z&tkom zdravljenja. Vzorci, vkigeni v analizo, so bili glede na diagnozo
pacientov razdeljeni v naslednje skupine:
« vzorci blata pacientov s K&B (30 vzorcev):
o vzorci bolnikov s CB (17 vzorcev),
o vzorci bolnikov z UK (10 vzorcev),
0 vzorci bolnikov z NK (3 vzorcev),
» vzorci blata pacientov s FMP (30 vzorcev).

Vzorci blata so bili po odvzemu do preiskave hranpgi temperaturi -80 °C.

3.2.2 Goji¥a in raztopine
3.2.2.1 TOS z mupirocinom

Gojie TOS z mupirocinom je selektivno g@gs za bakterije roduBifidobacterium.
Goji%ke je bilo pripravljeno po navodilih proizvajalca gkult) tako, da smo zatehtali
12,5 g dehidriranega go§id v 200 ml deionizirane in mikrofiltrirane vode. tdasmo
goji&e 15 minut avtoklavirali na 115 °C. Ko se je g&gisohladilo (45 °C) smo dodali
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500 pl pripravljene raztopine mupirocina (za zatbzaztopino smo 50 mg mupirocina
(AppliChem) raztopili v 2,5 ml 96 % etanola) in gog razlili na petrijeve plag v
asepténih pogojih. Ohlajene petrijeve pkEsmo do uporabe hranili v hladilniku.

Slika 3: Bakterijske kolonije na gofi§ TOS z mupirocinom.

3.2.2.2 Rogosa

Goji%e Rogosa je gojt& za bakterije roduactobacillus. Goji&ie je bilo pripravljeno po
navodilih proizvajalca (Merck) tako, da smo zatéhfial,9 g dehidriranega gofid v
200 ml deionizirane in mikrofiltrirane vode. Natmg goji¥e raztopili v mikrovalovni
pe&sici brez avtoklaviranja. Ko se je gajis ohladilo (45 °C) smo dodali 260 pul 96 %
ocetne kisline (Merck) in goji& razlili na petrijeve pla® v aseptinih pogojih. Ohlajene
petrijeve ploge smo do uporabe hranili v hladilniku.

Slika 4: Bakterijske kolonije na gofi§ Rogosa.

3.2.2.3 CATC

Goji&e CATC je gojie za bakterije rodienterococcus. Goji&e je bilo pripravljeno po
navodilih proizvajalca (Merck), tako da smo zatéhid,2 g dehidriranega gofia v

200 ml deionizirane in mikrofiltrirane vode. Natmes goji&e 15 minut avtoklavirali na
121 °C. Ko se je gojig ohladilo (45 °C) smo dodali suplemente: 4 ml 1®&trijevega
karbonata, 2 ml1% TTC in 800 ul 10 % natrijevem@da. Vsi suplimenti so bili
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predhodno raztopljeni v deionizirani in mikrofil@ni vodi ter prefiltrirani. Nato smo
gojise razlili na petrijeve plag v aseptinih pogoji. Ohlajene petrijeve pl&& smo do
uporabe hranili v hladilniku.

Slika 5: Bakterijske kolonije na gofi§ CATC.

3.2.2.4 DHL po Sakazaki

Gojite DHL po Sakazaki je gojié za bakterije druzinEnterobacteriaceae. Goji&ie je
bilo pripravljeno po navodilih proizvajalca (Mercklako da smo zatehtali 12,8 g
dehidriranega goji& v 200 ml deionizirane in mikrofiltrirane vode. tdasmo gojige
raztopili v mikrovalovni peéici brez avtoklaviranja in ohlajenega (45 °C) rizha

petrijeve plose v aseptinih pogojih. Ohlajene petrijeve pkEsmo do uporabe hranili v
hladilniku.

Slika 6: Bakterijske kolonije na gofi§ DHL po Sakazaki.

3.2.2.5 Chromocduft Coliform Agar

Goji&e Chromocuft Coliform Agar je gojise za bakterije vrsté&Escherichia coli in

ugotavljanje Stevila skupnih koliformnih bakte@ojisce je bilo pripravljeno po navodilih
proizvajalca (Merck), tako da smo zatehtali 5,3 ghidriranega goji& v 200 ml
deionizirane in mikrofiltrirane vode. Ohlajenemuji§éu (45 °C) smo dodali 800 pl
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pripravljenega dodatka. Suplement smo pripraviiotada smo prah ene stekléke E.
coli/Coliform Selective Supplement (2,5 mg vankomiciyb mg cefsulodin; Merck)
raztopili v 200 ml sterilne deionizirane in mikrdfirane vode. Tako pripravljeno gojs z
dodatkom smo nato razlili na petrijeve pleSv aseptinih pogojih. Ohlajene petrijeve
plo&e smo do uporabe hranili v hladilniku.

Slika 7: Bakterijske kolonije na gofi§ Chromocult® Coliform Agar.

3.2.2.6 Mannitol Salt Phenol-red agar

Goji&e Mannitol Salt Phenol-red agar je g&&a bakterije rod&aphylococcus. Gojike

je bilo pripraviljeno po navodilih proizvajalca (Még), tako da smo zatehtali 21,6 g
dehidriranega goji& v 200 ml deionizirane in mikrofiltrirane vode. tdasmo gojige
avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Ko se je gogSohladilo (45 °C), smo ga razlili na
petrijeve ploge v aseptinih pogojih. Ohlajene petrijeve pkE smo do uporabe hranili v
hladilniku.

Slika 8: Bakterijske kolonije na go§i8 Mannitol Salt Phenol-red agar.

3.2.2.7 Anaerobni diluent

Anaerobni diluent smo pripravili tako, da smo vdektilirane vode ob gretju na meSalniku
raztopili:
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* 2 g peptona,

e 4 g zelatine (»porcine gelatine«),

e 17 g NacCl,

e 1,114 g cistein hidroklorid monohidrata.

Nato smo teké&ino razdelili v epruvete oz. stekleke in 15 minut avtoklavirali pri 121 °C.

3.3 METODE
3.3.1 Stetje kolonijskih enot na plo&h

V vzorcih blata smo s Stetjem kolonijskih enot (K9 plogah ugotavljali Stevilo KE
bakterij rodu Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus, Saphylococcus, druzine
Enterobacteriaceae, vrsteEscherichia coli in koliformnih bakterij v g blata (KE/g).

3.3.1.1 Nacepljanje na pk&Sin inkubacija

Vzorce blata, hranjene na -80 °C, smo najprej ditahto pa odvzeli 0,1 g vzorca. Vzorec
smo razredli za faktor 100 (16) tako, da smo v sterilno plastio centrifugirko volumna
12 ml, ki je vsebovala 0,1 g blata, dolili 9,9 rlagrobnega diluenta. Nato smo tako
pripravljeni vzorec homogenizirali na vréimiku (Vortex), kjer smo ga mesali 1 minuto oz.
do homogenizacije. Nadaljevali smo z zaporedninkridrim razredevanjem, do retitve
10°,

Razredene vzorce smo nanesli na petrijeve {02 goji€i, pripravljenimi, kot je opisano

v poglavju 3.2.2. S pipeto s sterilnim nastavkomosnanesli po 100 ul razréehega
vzorca (npr. 18) na povrsino goji& in s sterilno hokejko razmazali enakomerno po
celotnem goji&u. Na vsakem od gojissmo pripravili po 2 do 4 razle reditve vzorcev

in jih inkubirali pod naslednjimi pogoji:

e TOS z mupirocinom:
o Razmazi: 10, 10°, 10°, 107
o0 Inkubacija pri 37 °C 48-72 ur v anaerobnih pogojih.

* Rogosa:
o Razmazi: 16, 10% 10°, 10°
o0 Inkubacija pri 37 °C 48-72 ur v anaerobnih pogojih.

 CATC:
o Razmazi: 16, 10% 10°
o Inkubacija pri 37 °C 24 ur v aerobnih pogojih.
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* DHL po Sakazaki:
o Razmazi: 16, 10% 10°
0 Inkubacija pri 37 °C 24-48 ur v aerobnih pogojih.

« Chromocul® Coliform Agar:
o Razmazi: 16, 10% 10°
0 Inkubacija pri 37 °C 24 ur v aerobnih pogojih.

* Mannitol Salt Phenol-red agar:
o Razmazi: 16, 10*
0 Inkubacija pri 37 °C 72 ur v aerobnih pogojih.

Celoten postopek rédev in nacepljianj na plégé je potekal v asegtih pogojih (v
laminariju ali ob gorilniku). Postopek je shematgkamazorjen na sliki 9.
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anaerobni pogoji

1ml 1ml 1ml 1ml
-2 -3 -4 5 6
10 10 10 10 10
0,1g
vzorca
blata 9ml 9ml 9 ml 9ml
+ anaerob- anaerob- anaerob- anaerob-
9,9ml nega nega nega nega
anaerob- diluenta diluenta diluenta diluenta
nega
diluenta
\ S \ S \ y \ S \ v
0,1 0,1 01 0,1
mi ul ml ul TOS z mupirocinom:
= > > > 37 °C/48-72 ur
anaerobni pogoji
0,1 0,|1 0,1 01
m
mi ml ul Rogosa:
= = > 37 °C /48-72 ur

0,1
ml

0,1
ml

0,1

ml CATC:

37 °Cl24 ur
aerobni pogoji

0,1
ml

0,1
ul DHL po Sakazaki:
37 °C/24-48

aerobni pogoji

0,1 0,1 0.1 _
ml ml ml Chromocult®
9 9 9 L Coliform Agar:
37 °Cl24 ur
i aerobni pogoji
0,1 0,1
ml ml 7 Mannitol Salt
9 9 | Phenol-red agar:
37 °Cl72 ur

aerobni pogoji

OOOO0O
OOOOOG
OOOO0O

Slika 9: Shema priprave in inkubacije vzorcev adj&tkolonijskih enot na pléah.
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3.3.1.2 Ugotavljanje Stevila kolonijskih enot

Ko smo zakljdili inkubacijo, smo presteli Stevilo kolonij, ki serasla na gojish. Kot
Stevne smo upostevali tiste pies ki so vsebovale med 10 in 300 kolonij. Pridatdje
Stevilo smo nato uporabili za iztan Stevila KE v gramu vzorca po sledérmuli (ISO
4833, 2003)

. YKE
" (n; + 0,1xn,)xR

(1)

Legenda:

N... Stevilo KE v gramu vzorca

Y KE... vsota kolonij, prestetih na vseh Stevnih péis
n;... Stevilo Stevnih kolonij na petrijevi pl&isnizje reditve
n,... Stevilo Stevnih kolonij na petrijevi plesvisje redtitve
R... rectitveni faktor nizje reditve

Nad mejo detekcije: za namene statisti analize z neparamemimi preskusi smo
nestevnim vzorcem (>300 kolonij na ptgSpripisali vrednost, ki je 2x visja od najvisje
vrednosti na Stevnih plagh (300 kolonij na plas), kar je 6x10 KE/g (v log enotah 7,78)
za Staphylococcus 0z. 6x16 KE/g (v log enotah 8,78) za vse ostale skupinetdsik Pri
nobeni skupini bakterij takih rezultatov ni bilodkot za dva vzorca.

Pod mejo detekcije: za namene statisti analize smo vzorcem pod mejo detekcije (<10
kolonij na plosi) pripisali vrednost, ki je za polovico manjSa méje detekcije (10 kolonij
na plogi), kar je 5000 KE/g z&ifidobacterium (v log enotah 3,7) oziroma 500 KE/g (v
log enotah 2,7) za vse ostale skupine bakterij.

3.3.2 Analiza PCR v realnentasu

Na vzorcih smo opravili analize PCR v realnéasu, s pom&o katerih smo ugotavljali
Stevilo kopij16SrDNA v gramu blata za naslednje skupine in vrste bigktese bakterije,
druzina Enterobacteriaceae, rod Bifidobacterium, skupine Bacteroides-Prevotella,
Clostridium leptum, Clostridium coccoides, in vrsti Faecalibacterium prausnitzii ter
Enterococcus faecalis. Analize smo opravili na instrumentu Stratagene MXB®
(Stratagene).

3.3.2.1 Priprava vzorca za analize PCR v realtasn

Vzorec blata smo razréii (na rectitev 10%) tako, kot je opisano v zgornjem poglavju
(3.3.1.1), in odpipetirali dve paralelki 1000 pkaapripravlijenega vzorca v mikroepruveto
(2 ml). Vzorec smo nato centrifugirali (3600 x g/binut/10 °C), supernatant zavrgli,
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usedlino pa do nadaljnjih analiz hranili na -20 SIedila je liza in sonikacija bakterijskih
celic ter ekstrakcija DNA s sistemom Maxwell 16l &NA Purification Kit (Promega), po
navodilih proizvajalca.

3.3.2.2 Liza celic

Usedlini, ki smo jo pridobili s centrifugiranjemme dodali 400 ul pufra TE in 100 pl
mesSanice lizocima (Sigma Chemical) in mutanolizac(i®igma Chemical), tako da sta bili
koncni koncentraciji lizocima 5 mg/ml ter mutanolizo@and U/ml. Sledila je inkubacija za
2 uri pri 37 °C.

3.3.2.3 Sonikacija

Za sonikacijo celic smo uporabili sonikator (MSE Ukd, Soniprep 150), potekala je v
treh ciklih po 30 sekund s 15 sekundnim odmoronkoie sonikacije smo mikroepruvete
hladili v ¢asi, napolnjeni z ledom.

3.3.2.4 Ekstrakcija DNA

Ekstrakcija DNA je potekala s sistemom Maxwell 16l cDNA Purification Kit
(Promega), po navodilih proizvajalca. Po &anem postopku smo dobili priblizno 200-
300 pl elucijskega pufra z dodano RNAzo (0,6 ul).

3.3.2.5 Priprava standarda

Za vsako od analiziranih bakterijskih skupin smapmavili tudi standardni vzorec.
Standardno krivuljo smo pripravili tako, da smonalizo PCR v realnemiasu vkljL&ili
vsaj 3 razreditve standardnega vzorca z DNA, za katerega smoghozhodi€no Stevilo
KE, iz katerih smo izolirali DNA.

DNA, uporabljeno za analize PCR v realnéasu, smo izolirali iz prekogaih kultur
(Bogovik Matijask in sod., 2014). Za vsako od iskanih skupin smoraipb ustrezna
goji&ka in inkubacijske pogoje, opisane v preglednidB@kterije so bile preStete s fazno-
kontrastno mikroskopijo ob uporabi Stevne komoredfieHausser (Hausser Scientific) po
navodilih proizvajalca. Stevilo bakterij (razen Eaprausnitzi) smo v namen relativne
kvantifikacije prera&unali na ocenjeno Stevilo kopleS rDNA s pomajo baze podatkov
rrnDB (rrnDB, 2013). ZaF. prausnitzii tega podatka vyrnDB bazi podatkov ni, zato smo
rezultate predstavili kot Stevilo celic/g blata.ngmen simulacije vpliva matriksa blata na
ekstrakcijo DNA in dinkovitost PCR v realnemasu, smaiste kulture zdruzili z blatom
(1 ml vzorca blata razrédnega na 1:100), ki je bil pred tem dvakrat avtakden in
obdelan z ultravijolinim sevanjem, da smo zmanjSali vpliv naravno pnie@NA v blatu.
Po centrifugiranju je bila DNA ekstrahirana, koiojgisano v poglavju 3.3.2.4.
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Tako pripravljeno DNA smo nato vkiui v analizo PCR v realnendasu, opisano v

poglavju 3.3.2.6, kot standardni vzorec.

Preglednica 2: Goj& in inkubacijski pogoji za pripravo standardowipoe bakterijske skupine.

Cilina skupina bakterij

(druzina, rod, vrsta ali Bakterijski sev Goijisce IHKUbaCI.J.SkI St2
) pogoiji
skupina)
Bacteroides . .
Vse bakterije thetaiotaomicron DSM modified M2 37 C/1.8 ur .| 6
(Hobson, 1969) | anaerobni pogoji
2079
Bifidobacterium animalis
+ 0,
. . subsp. lactisBB-12 MRS .1 % 37° C/18 ur
Rod Bifidobacterium - cystein . | 4
(Christian Hansen, . anaerobni pogoji
hydrochloride
Denmark)
Skup|r}a(3:S§r|dlum Clostridium leptum DSM RCM 37° C/48 ur 9
P 753 anaerobni pogoji
SkupinaClostridium Clostridium 37 °C/48 ur
coccoides - RCM : .9
clostridioforme DSM 933 anaerobni pogoji
. . Bacteroides .
SkupinaBacteroides- : . modified M2 37 °C/18 ur
thetaiotaomicron DSM . .| 6
Prevotella (Hobson, 1969) | anaerobni pogoji
2079
bruzina Escherichia coli K12 BHI SreClaur |
Enterobacteriaceae anaerobni pogoji
VrstaFaecalibacterium Faecalibacterium M330 37° C/20 ur N
prausnitzii prausnitzii DSM 17677 anaerobni pogoji P
Vrsta Enterococcus Enterococcus faecalis M17 37° C/18 ur 4
faecalis DSM 20478 aerobni pogoji
Legenda:

ATCC... American Type Culture Collection (RockvillBDA)
DSM... Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkziétiiren (Braunschweig, Netija)
RCM... Reinforced Clostridial Medium (Merck, Darmstadentija)
BHI... Brain Heart Infusion Broth (Merck, Darmstatitentija)

MRS... De Man Rogosa and Sharpe Medium (Merck, DadtsNerdija)
M17... (Merck, Darmstadt, Netija)

2... Stevilo kopij gena za 16S rRNA za posamezne ykiblieno iz podatkovne zbirkenDB (2008)

n.p. ni podatka

3.3.2.6 Analiza

Za reakcijo PCR v realnetrasu smo pripravili reakcijsko meSanico, ki smogedelili, po

20 pl, v vdolbine na mikrotitrski plég 20 pl meSanice je vsebovalo:
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10 pl Platinurf SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen),

e 7,4 pl mikrofiltrirane sterilizirane vode,

e 0,08 pul meSanice zatnih oligonukleotidov specifnih za ciljno skupino bakterij
(glej preglednico 3).

Preglednica 3: MeSanice&anih oligonukleotidov specifinih za ciljno skupino bakterij in protokol

pomnoZevanja.
Iskanﬁ\ skuE)!na Kombinacija zaéetnih . . .
bakterij (druzina . i Program pomnozZevanja Vir
. . oligonukleotidov
ali rod ali vrsta)
35 ciklov:
Vse bakterije Eﬁsgfgg : 28 322 og Fierer in sod., 2005
e 60s/72°C
40 ciklov:
Bifidobacterium BFf-F « 15s/95°C Rinttila in sod.,
Bif-R e 15s/59°C 2004
e 30s/72°C
40 ciklov:
Clostridium leptum S-*-Clos-0561-a-S-17 e 60s/94 °C Van Dyke in
S-*-Clept-1129-a-A-17 e 60s/60°C McCarthy, 2002
e 60s/72°C
o 40 ciklov:
Cclgfcrcl)idégsm g-Ccoc-F + 20s/94°C Matsuki in sod.,
g-Ccoc-R « 205s/50°C 2002
e 50s/72°C
35 ciklov: Bartosch in sod.,
Bacteroides- Bac 303F « 30s/95°C 2004
Prevotella Bac 708R e 30s/62°C Bernhard in Field,
e 30s/72°C 2000
35 ciklov:
Enterobacteriaceae Eco 1457f « 30s/95°C Bartosch in sod.,
Eco 1652r e 30s/63°C 2004
e 30s/72°C
40 ciklov: .
Faecalibacterium Fprau223F + 30s/95°C Barto;gg;rn sod.,
prausnitzi Fprau420R e 30s/58°C Wang in sod., 1996
e 30s/72°C
50 ciklov: o
Enterococcus Efs130F « 30s/95°C M;;ertrolgcioii;(ljg?
faecalis Efs490R « 30s/57°C B
2004
e 30s/72°C
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Nato smo v vsako od luknjic mikrotitrske pt@Sodpipetirali Se 5 pl vzorca DNA v dveh
paralelkah oz. standarda, pripravijenega, kot jsaym v poglavju 3.3.2.5. Na vsaki
mikrotitrski plo&i smo pustili vsaj dve luknjici, ki so vsebovaleagent, vendar niso
vsebovali DNA standarda ali vzorca (NTC oziroma »Nemplate Control«). Namen
NTC-ja je izlaiitev napake, ki bi se pojavila kot morebitna posladkontaminacije tekom
priprave na analizo PCR v realn¢asu.

Slika 10: Primer razvrstitve vzorcev in standardm mikotitrski pl ploél kot je predstavljena v programu
MxPro. V tem primeru gre za analize PCR v realr@su za bakterijsko DNA vseh bakterij, izolirano iz
vzorcev blata, ki so nosili laboratorijske oznaké ®1 do 63. V vrsti A in B mikrotitrske plégé so
razporejene zaporedne razfidee standardnega vzorca DNA, z znanim izhadiih Stevilom KE bakterij
(vidno v spodnjem delu kvadratka) in reagenti bdezlane DNA (NTC), v vrstah C-G pa so postavljeni
vzorci DNA, pridobljeno iz blata pacientov, vidjenih v raziskavo.

Tako pripravljeno mikrotitrsko plé® smo nato vstavili v aparat MX30000P (Stratagene,
La Jolla, Calif.) in aktivirali program, primererazobravnavano bakterijsko skupino.
Programi so se med seboj razlikovali v Steviluaikin njihovem trajanju ter temperaturi.
Vsak od programov je bil sestavijen iz treh faztetaa faza, faza pomnozevanja
(sestavljena iz 30-50 ciklov) s tremi temperatuini@zimi: denaturacija (94-95 °C),
prilagajanje (57-63 °C) in podaljSevanje (72 °@), zakljuitna faza. Z&etna in zakljgna
faza sta bili enaki pri vseh analizah, in sicer:

* za&etna faza:
. 2 minuti pri 50 °C,
. 10 minut pri 95 °C,
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» zakljwna faza:
. 60 sekund pri 95 °C,
. 30 sekund pri 55 °C,
. 30 sekund pri 95 °C.

Faze pomnoZevanja za vsako od iskanih bakterigilpin so opisane v preglednici 3.

100

8-

Temperature
w
3

Segment 1 Segment 2 Segment 3
1 Cycle 35 Cycles 1 Cycle

Slika 11: Primer poteka analize PCR v realri@su (temperaturni rezimi), kot je predstavljenaagpamu
MxPro. V tem primeru gre za analize PCR v real@su za vse bakterije.
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Slika 12: Primer poteka analize PCR v realn&msu (zaznavanje fluorescence), kot je predstavijena
programu MxPro. V tem primeru gre za analize PCRealnemc¢asu za bakterijsko DNA vseh bakterij,
pridobljeno iz vzorcev blata, ki so nosili labondjgko oznako od 31 do 63 (kot predstavijene tualistiki
11). V vrsti A in B mikrotitrske ploZe so razporejeni standardni vzorci DNA, z znaniho@i&nim Stevilom
KE bakterij (vidno v spodnjem delu kvadratka), wtah C-G pa so postavljeni vzorci DNA, pridobljéni
blata pacientov, vkljgenih v raziskavo.

3.3.3 Statisténa obdelava podatkov

Podatke, pridobljene s Stetiem KE na pa&i$ in z analizo PCR v realnetiasu, smo
obdelali s programoma Excel in SPSS.

S pomdjo programa Excel smo izfanali mediano, varianco in standardni odklon za
rezultate Stetja KE na plégh, izrazene kot Stevilo logaritmiranih vrednost Kaknih
skupin  mikroorganizmov  (rodu Bifidobacterium, Lactobacillus, Enterococcus,
Saphylococcus, druzine Enterobacteriaceae, vrste Escherichia coli oziroma koliformnih
bakterij) na gram vzorca. Rezultate smo predstdeideno za skupino vzorcev blata
pacientov s K\CB in skupino vzorcev blata pacientov s FMP (@zm kot »ostali«).

Za vsako skupino mikroorganizmov smo gfab predstavili tudi kvantilno porazdelitev
logaritmiranih vrednosti rezultatov Stetja na plf$ za vzorce blata pacientov s €B in
ostale paciente. Predstavili smo jo s pojmdkvantilnih diagramov, pri katerih okvir z
roc¢aji prikazuje minimum (dno spodnjegacaga), prvi kvartil, mediano (sredinskata
znotraj okvirja), tretji kvartil, maksimalno vredsio(vrh zgornjega &&ja) in morebitne
osamelce (rd& zvezdice za maksimum in vijohie zvezdice za minimum).
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Na isti n&in smo laeno za vzorce blata skupine pacientov sClBVin ostalih pacientov
(tistih s FMP) v Excel-u izgunali mediano, varianco ter standardni odklon zailltate
analize PCR v realnetfasu, izrazene kot logaritmirano vrednost Stevilpijkb6S rDNA/g
vzorca ali Stevilo celic na gram blata @i prausnitzii. Za vsako skupino iskanih
mikroorganizmov (vse bakterije, druzin&nterobacteriaceae, rod Bifidobacterium,
skupina Bacteroides-Prevotella, skupina Clostridium leptum, skupina Clostridium
coccoides, Faecalibacterium prausnitzii oziroma Enterococcus faecalis) smo graféno s
kvantilnim diagramom predstavili tudi kvantilno padelitev logaritmiranih vrednosti
rezultatov analiz PCR v realnefasu.

Za vsako od skupin vzorcev (KB in ostali) smo obravnavali smo tudi razmerje med
Stevilom kopij16S rDNA bakterij doléene skupneBifidobacterium, Clostridium leptum,
Clostridium coccoides, Bacteroides-Prevotella, Enterobacteriaceae oziromaEnterococcus
faecalis) in Stevilom kopij16SrDNA vseh bakterij. Razmerje smo izrazili kot %. Razmer
smo izr&unali po sled& formuli:

R . _ XStevilo kopij 165 rDNA/g ;s % 100
azmerjevz = Y §tevilo kopij 16S rDNA/G s

..(2)

Legenda:

Razmerjg, ... iskano razmerje med ddeno skupino in vsemi bakterijami za vsak posamezoirec,
izrazeno kot % kopil6SrDNA (krajSe izraZzeno kot %)

> Stevilo kopij16SrDNA/G ... Stevilo kopij16SrDNA bakterij dol@ene skupine/g blata

> Stevilo kopij16SrDNA/G ... skupni Stevilo kopifl6SrDNA vseh bakterig blata

Izjema je bila edino prraecalibacterium prausnitzi, kjer rezultat analize ni bil izrazen v
Stevilu kopij16S rDNA, temveé smo, kot je pojasnjeno v poglavju 3.3.2.5, rezuliabili
izrazen kot Stevilo celic na g blata. Zato smora fimeru uporabili sled® formulo:

Y. Stevilo celic /g ¢ 100
X
Y $tevilo kopij 16S rDNA/G v -(3)

Razmerje, s =

Legenda:

Razmerjg; ... iskano razmerje med bakterijami vrétaecalibacterium prausnitzii in vsemi bakterijami za
vsak posamezni vzorec, izrazeno kot razmerje mécaod Faecalibacterium prausnitzi in Stevilom kopij
16SrDNA vseh bakterij (krajSe kot izrazeno kot % celic/i@i6S rDNA vseh bakterij)

> Stevilo kopij16SrDNA/g ;... Stevilo celic bakterifFaecalibacterium prausnitzii/g blata

> Stevilo kopij16SrDNA/g ;... skupni Stevilo kopifl6SrDNA vseh bakterig blata
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Tudi te rezultate smo analizirali z opisno stdtistiopisano v zgornjih odstavkih tega
poglavja.

Za ugotavljanje znginosti razlik med skupino otrok s KB in skupino otrok s FMP
(»ostali«) smo uporabili program SPSS ter Wilcokdaan-Whitney U test
(neparamettini test), ki se uporablja za primerjave razlik maddianama dveh skupin
vzorcev (KoSmelj in Kastelec, 2002).ddIna hipoteza trdi, da med medianama vzorcev ni
razlik, in je ovrzena, v kolikor je p vrednost, dzna&uje statiséno verjetnost, nizja od
0,05. Z Wilcoxon-Mann-Whitney U testom smo obrawelavezultate obeh skupin vzorcev
(KVCB in FMP oz. ostali), pridobljene tako s Stetiempha&ah kot tudi z analizo PCR v
realnemcasu, in primerjavo rezultatov analize PCR v realn&su med posameznimi
skupinami bakterij ter vsemi bakterijami.
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4 REZULTATI

4.1 REZULTATI STETJA KE NA PLOGAH

4.1.1 Opisna statistika rezultatov Stetja KE na pl&ah
4.1.1.1 Pregled rezultatov Stetja na péis

Po opravljenem laboratorijskem delu smo statistianalizirali vse pridobljene rezultate,
kot je to opisano v poglavju 3.3.3. Stevilo vsetoreev vkljitenih v analizo, Stevilo
neStevnih vzorcev in Stevilo vzorcev pod mejo deijek ter rezultati opisne stati&tie
analize teh vzorcev (mediana, standardni odklovanmanca pri vsaki analizirani skupini),
so prikazani v preglednici 4.

Preglednica 4: Statigtii parametri rezultatov Stetja raglih skupin bakterij v vzorcih blata otrok s K¥ in
otrok s FMP (ostali).

. . Stevilo Stevilo Stevilo . Standardni | Varianca
Preiskovane Skupina vzorcev . .| Mediana
. . . vseh .| nestevnih odklon [log | [(log
skupine bakterij | bolnikov pod mejo [log KE/g]
vzorcev ..~ | vzorcev KE/qg] KE/g)?]
detekcije
- , KVCB 29 7 0 6,64 1,39 1,92
Bifidobacterium -
Ostali 29 2 0 7,46 1,13 1,27
KVCB 30 3 1 6,54 1,51 2,29
Lactobacillus -
Ostali 30 3 0 6,53 1,35 1,81
KVCB 27 17 0 3,70* 1,45 2,09
Enterococcus -
Ostali 24 18 1 3,70* 1,27 1,62
, KVCB 30 11 1 5,06 1,30 1,69
Enterobacteriaceae -
Ostali 30 11 0 4,63 0,99 0,98
KVCB 30 10 1 4,35 1,21 1,47
Escherichia coli -
Ostali 30 15 1 3,80 1,31 1,72
_ KVCB 30 7 1 5,00 1,20 1,44
Koliformne -
Ostali 30 9 1 5,33 1,23 1,50
KVCB |30 22 2 3,70* 1,13 1,28
Saphylococcus -
Ostali 30 24 0 3,70* 0,67 0,45

* vrednost je enaka polatii vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije.

4.1.1.2 Grafina predstavitev rezultatov Stetja na p&ds

Pridobljene logaritmirane rezultate Stetja na gejiih plo§ah smo predstavili v obliki
kvantilnin diagramov. Na grafu okvir z daji prikazuje minimalno vrednost (dno
spodnjega réaja), prvi kvartil, mediano (sredinsk&ta znotraj okvirja), tretji kvartil,
maksimalno vrednost (vrh zgornjegataga) in morebitne osamelce (t@ezvezdice za
maksimum in vijoléne zvezdice za minimum). Kvantilni diagrami z reatil Stetja na
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ploXah po posameznih tarih skupinah bakterij so prikazani na slikah 13-fi8datki o
porazdelitvi kvartilov pa so podani v prilogi A1-A7
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Slika 13: Stevilo (log KE/g) bakterij rodu Slika 14: Stevilo (log KE/g) bakterij rodu
Bifidobacterium v blatu otrok s K\B in blatu Lactobacillus v blatu otrok s KB in blatu

otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram. otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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Slika 15: Stevilo (log KE/g) bakterij rodu Slika 16: Stevilo (log KE/g) bakterij druzine
Enterococcus v blatu otrok s KB in blatu Enterobacteriaceae v blatu otrok s KB in
otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram. blatu otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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Slika 17: Stevilo (log KE/g) bakterij vrste Slika 18: Stevilo (log KE/g) koliformnih bakterij
Escherichia coli v blatu otrok s K\B in blatu v blatu otrok s KB in blatu otrok s FMP
otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram. (ostali) - kvantilni diagram.

9,0 -
8,0
7,0 4
6,0 -
5,0 4

3,0

Staphylococcus (log KE/g)

KvCB Ostali

Slika 19: Stevilo (log KE/g) bakterij rod&aphylococcus
v blatu otrok s K\CB in blatu otrok s FMP (ostali) -
kvantilni diagram.

4.1.2 Statisténo testiranje rezultatov Stetja na plogah s testom Wilcoxon-Mann-
Whitney

Poleg opisne statigtie analize smo se lotili tudi primerjanja obeh skum iskanja
statisttno pomembnih razlik v prisotnosti dékne mikrobioloSke skupine oz. vrste med
obema skupinama bolnikov. Rezultati statis#i analize rezultatov Stetja KE r&giih
skupin bakterij na pl@aah, opravljene s pond@ programa SPSS, so prikazani v
preglednici 5. V¢etrtem stolpcu preglednice smo z znakom ** @dhase rezultate za
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vrednost p, ki predstavljajo statisio pomembno razliko, torej tiste vrednosti, kjer je
vrednost p nizja od 0,05.

Preglednica 5: Wilcoxon-Mann-Whitney U test - ugditanje razlik med skupino K&B in FMP (ostali) za
Stetje na plo&h.

Statistiéna
Mann-Whitney U Wilcoxon W z verjetnost
(dvostranska)
Bifidobacterium 286,5 721,5 -2,088 0,037**
Lactobacillus 437,5 902,5 -0,185 0,853
Enterococcus 375 840 -1,322 0,186
Enterobacteriaceae 379,5 8445 -1,069 0,285
Escherichia coli 430,5 895,5 -0,299 0,765
koliformne 421,5 886,5 -0,424 0,672
Saphylococcus 411 876 -0,778 0,437

** Statisticno zn&ilna razlika med skupinama K&B in FMP (p < 0,05)

4.2 REZULTATI ANALIZE PCR V REALNEMCASU
4.2.1 Opisna statistika rezultatov analiz PCR v rdaem ¢asu
4.2.1.1 Pregled rezultatov analize PCR v realtiasu

Na enak né&n kot smo obravnavali rezultate konvencionalnetgjas na plo&ah, smo
analizirali in primerjali tudi rezultate, pridobfje z analizo PCR v realnerasu.
Preglednici 6 in 7 prikazujeta podatke o Stevilreev, vkljienih v analizo, Stevilu
vzorcev z rezultati pod mejo detekcije ter rezeltapisne statisthe analize teh vzorcev
(mediana, standardni odklon in varianca pri vsaiterijski skupini). V preglednicah 8 in
9 pa so predstavljeni rezultati opisne statistikerazmerja med Stevilom kopij taih

bakterijskih skupin in Stevila za vse bakterije,tem primeru je rezultat izrazen kot
odstotek.
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Preglednica 6: Statigti parametri, izr&unani iz rezultatov analize vzorcev blata otrokC3RPv realnem

¢asu, za vsako od tarih bakterijskih skupin (vrste, rodovi, druzine sliupine sorodnih vrst).

. Podatki o Stevilu kopij 16S rDNA
3 Stevilo bakterijske skupine ali vrste
Preiskovane Skupina | Stevilo | vzorcev pod
skupine bakterij | bolnikov | vzorcev mejo Mediana | Standardni | Varianca
detekcije [log st. odklon [log [(log &t.
kopij/g] §t. kopij/g] kopij/g)?3]
) KVCB 30 0 12,16 0,65 0,42
Vse bakterije -
Ostali 30 0 12,52 0,62 0,39
- ] KVCB 30 0 9,13 1,02 1,05
Bifidobacterium -
Ostali 30 0 9,85 0,88 0,78
o KVCB 30 8 8,91 1,31 1,71
Clostridium leptum -
Ostali 30 3 10,29 14 1,96
Clostridium KVCB 30 1 10,72 1,39 1,94
coccoides Ostali 30 0 11,39 0,79 0,62
Bacteroides- KVCB 30 8 10,69 1,05 1,11
Prevotella Ostali 30 5 10,85 1,04 1,07
] KVCB 30 1 9,48 1,48 2,18
Enterobacteriaceae -
Ostali 30 2 8,31 1,42 2,02
Enterococcus KVCB 30 9 4,33 2,16 4,66
faecalis Ostali 30 14 2,3 1,93 3,71

Preglednica 7: Statigtii parametri, izréunani iz rezultatov analize vzorcev blata otrolCRPv realnem
¢asu za vrsté. prausnitzi.

Podatki o Stevilu celicF. prausnitzi v gramu
. blata otrok
Stevilo
Preiskovane Skupina | Stevilo | vzorcev
skupine bakterij | bolnikov | vzorcev | pod mejo . Standardni Varianca
- Mediana - “
detekcije llog &t. celic/g] odklon_ [log st. [(I(_)g &t.
celic/g] celic/g)?]
Faecalibacterium | KVCB 30 10,17 1,32 1,73
prausnitzii Ostali 30 0 10,59 0,65 0,43
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Preglednica 8: Statigti parametri, izréunani iz rezultatov analize vzorcev blata otrokGRPv realnem
¢asu, za razmerje med vsako izmedndr bakterijskih skupin (vrste, rodovi, druzine akupine sorodnih

vrst) in vsemi bakterijami.

Podatki o razmerju med Stevilom kopij
. 16S rDNA bakterijske skupine ali vrste
5 Stevilo in tevilom kopij 16S rDNA vseh
Preiskovane Skupina Stevilo vzorcev bakterij
skupine bakterij bolnikov vzorcev pod mejo
detekcije | Mediana | Standardni | Varianca
[%] odklon [%] [%?]
- ] KVCB 30 0 0.14 0.27 0.08
Bifidobacterium
Ostali 30 0 0.17 0.35 0.12
- KVCB 30 8 0.14 4 16.01
Clostridium leptum -
Ostali 30 3 0.44 3.28 10.76
Clostridiun KVCB 30 1 3.54 3.48 12.09
coccoides Ostali 30 0 5.64 2.62 6.85
Bacteroides- KVCB 30 8 3.18 7.79 60.64
Prevotella Ostali 30 5 211 5.1 25.98
, KVCB 30 1 0.37 3.01 9.09
Enterobacteriaceae -
Ostali 30 2 0.01 3.09 9.57
Enterococcus KVCB 30 9 1,90x16 | 3,34x1C | 1,12x 10
faecalis Ostali 30 14 1,40x1H| 3,84x10 | 1,47x10

Preglednica 9: Statigti parametri, izr&unani iz rezultatov analize vzorcev blata otrokC3RPv realnem
¢asu, za razmerje méd prausnitzii in vsemi bakterijami.

Podatki o razmerju med Stevilu kopij
celicF. prausnitzi in Stevilom kopij
o genal6SrDNA vseh bakterij
Stevilo - ,
. . = Standardni | Varianca
Preiskovane Skupina Stevilo vzorcev )
. " . : Mediana [% | odklon [% [(%
skupine bakterij bolnikov vzorcev | pod mejo . ” . . . .
- celic/kopije | celic/kopije | celic/kopije
detekcije
16SrDNA 16SrDNA | 16SrDNA
vseh bakterij] vseh vseh
bakterij] bakterij)?]
prausnitzii Ostali 30 0 1.42 0.87 0.76
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4.2.1.2 Graftna predstavitev rezultatov analize PCR v realtiasu

Pridobljene logaritmirane rezultate Stetja na ¢S smo predstavili tudi s porEjo
kvantilnin diagramov. Na grafu okvir z daji prikazuje minimalno vrednost (dno
spodnjega r&aja), prvi kvartil, mediano (sredinsk&ta znotraj okvirja), tretji kvartil,
maksimalno vrednost (vrh zgornjegataga) in morebitne osamelce (t@ezvezdice za
maksimum in vijoltne zvezdice za minimum). Kvantilni diagrami po iskaskupinah
bakterij s Stetiem na pléddh so prikazani na slikah 20-34¢mo podatki o porazdelitvi
kvartilov pa so podani v prilogi B1-B15.
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Slika 20: Prisotnost vseh bakterij v blatu otrdk\6CB in blatu otrok s
FMP (ostali) - kvantilni diagram logaritmiranih heosti Stevila kopij
16SrDNA v g blata.
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Slika 21: Prisotnost rodwBifidobacterium v Slika 22: Razmerje med Stevilom kof§SrDNA
blatu otrok s K\CB in blatu otrok s FMP  roduBifidobacteriumin tevilom kopij16SrDNA

(ostali) - kvantilni diagram logaritmiranih  vseh bakterij v blatu otrok s KB ter otrok s
vrednosti Stevila kopil6SrDNA v g blata. FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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Slika 23: Prisotnost skupir@ ostridium leptum Slika 24: Razmerje med Stevilom kofp§SrDNA
v blatu otrok s K\CB in blatu otrok s FMP  Clostridium leptum in Stevilom kopij16S rDNA
(ostaliy - kvantilni diagram logaritmiranih  vseh bakterij v blatu otrok s K&B ter otrok s
vrednosti Stevila kopil6SrDNA v g blata. FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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Slika 25: Prisotnost skupineClostridium

coccoides v blatu otrok s K\CB in blatu otrok s
FMP (ostali) - kvantilni diagram logaritmiranih
vrednosti Stevila kopil6SrDNA v g blata.
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Slika  27: Prisotnost  bakterij  skupine
Bacteroides-Prevotella v blatu otrok s K\B in
blatu otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram
logaritmiranih vrednosti Stevila kopij6S rDNA
v g blata.
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Slika 26: Razmerje med Stevilom kopij
16SrDNA skupine Clostridium coccoides in
Stevilom kopij 16S rDNA vseh bakterij v blatu
otrok s KVCB ter otrok s FMP (ostali) -
kvantilni diagram.
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Slika 28: Razmerje med Stevilom kopij
16SrDNA skupine Bacteroides-Prevotella in
Stevilom kopij 16S rDNA vseh bakterij v blatu
otrok s KVCB ter otrok s FMP (ostali) -
kvantilni diagram.
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Slika 30: Razmerje med Stevilom kof§SrDNA
druzine Enterobacteriaceae in Stevilom kopij
16SrDNA vseh bakterij v blatu otrok s KB ter
otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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Slika 32: Razmerje med Stevilom celic vrste
Faecalibacterium prausnitzii in Stevilom kopij
16SrDNA vseh bakterij v blatu otrok s KB ter
otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
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vrednosti Stevila kopil6SrDNA v gramu blata. otrok s FMP (ostali) - kvantilni diagram.
Osamelci so bili zaradi boljSe preglednosti
odstranjeni.

4.2.2 Statisténo testiranje rezultatov analiz PCR v realnen¢asu s testom Wilcoxon-
Mann-Whitney

Enako kot pri analizi s Stetiem KE, smo se tudigmalizi s PCR v realneasu lotili
primerjanja obeh skupin in iskanja statish pomembnih razlik v prisotnosti dékne
skupine bakterij 0z. vrste med obema skupinamailkmin Rezultati neparametnih
statisttnih analiz, pridobljeni s pontm programa SPSS, so prikazani v dveh
preglednicah. V preglednici 10 so predstavljen Iteziy kjer smo primerjali Stevilo kopij
16S rDNA za vsako bakterijsko vrsto/skupino med obema skaupa bolnikov (otroci s
KV CB in otroci s FMP). V preglednici 11 pa so pred§en rezultati statistine analize
primerjave obeh skupin bolnikov, vendar gre v tenmpru za razmerja med Stevilom
kopij genal6S rDNA vsake od iskane skupine oziroma vrste baktergtevilom kopij
gena 16S rDNA vseh bakterij, razen v primerdaecalibacterium prausnitzii, kjer so
pridobljeni podatki izrazeni kot Stevilo celic/galth, oz kot razmerje med Stevilom celic te
bakterije in Stevilom kopij gend6S rDNA za vse bakterije. \¢etrtem stolpcu preglednic
smo z znakom ** ozr@li vse rezultate za vrednost p, ki predstavijaj@tisticno
pomembno razliko, torej tiste vrednosti, kjer jedmost p nizja od 0,05.
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Preglednica 10: Rezultati statiste analize razlik med skupinama KB in FMP v rezultatih kvantifikacije
razlicnih skupin bakterij v blatu (5t. kopil6S rDNA) z analizo PCR v realnerdasu. Uporabili smo
Wilcoxon-Mann-Whitney U test.

Statisti¢na
Mann-Whitney U | Wilcoxon W z verjetnost
(dvostranska)

Vse bakterije (5t. kopij/g) 292 757 -2,33( 0,019**
Bifidobacterium (St. kopij/g) 327 792 -1,818 0,069
Clostridium leptum (St. kopij/g) 297,5 762,5 -2,26 0,024**
Clostridium coccoides (St. kopij/g) 263 728 -2,765 0,006**
Bacteroides-Prevotella (5t. kopij/g) 419 884 -0,459 0,646
Enterobacteriaceae (5t. kopij/g) 301 766 -2,203 0,028**
Faecalibacterium prausnitzi (St. celic/g) 305 770 -2,144 0,032**
Enterococcus faecalis (St. kopij/g) 317 782 -1,982 0,047**

** Oznaka za zn&lno razliko med skupinama KOB in FMP (p < 0,05)

Preglednica 11: Rezultati statiste analize razlik med skupinama KB in FMP v rezultatih kvantifikacije
razliénih skupin bakterij v blatu (razmerje med St. kdijs rDNA posameznih skupin, oziroma v primeru
Faecalibacterium prausnitzii razmerje med Stevilom celic in St. koS rDNA za vse bakterije) z analizo
PCR v realnendasu. Uporabili smo Wilcoxon-Mann-Whitney U test.

Statistiéna
Mann-Whitney U | Wilcoxon W z verjetnost
(dvostranska)
Blfldobacterlg_nv 402 867 -0,71 0,478
vse bakterije
Clostridium Iep'Fum/ 318 783 -1,952 0,051
vse bakterije
Clostridium coccf)ldeﬂ 293 758 -2,321 0,020**
vse bakterije
Bactermde&Prex@tdlﬁ 382 847 -1,005 0,315
vse bakterije
Enterobactenag_eae/ 244 709 -3,046 0,002**
vse bakterije
Faecalibacterium prgusmtm/ 448 913 -0,03 0,976
vse bakterije
Enterococcus fag_cahs/ 290 755 -2,366 0,018**
vse bakterije

** Oznaka za zn&ilno razliko med skupinama K&B in FMP (p < 0,05)
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Namen naloge je bil raziskati mikrobioto blata &tre KVCB in FMP, in poiskati
morebitne razlike v sestavi mikrobiote med obemapskama pacientov, ki se zdravijo na
Pediatréni kliniki UKC Ljubljana. V tudijo je bilo vkljgenih 30 otrok s KB in 30
otrok s FMP s simptomi, ki se kaZejo na p@glr@revesja.

Za ugotavljanje razlik v sestavi mikrobiote v blaitrok, obolelih s K\B in ostalimi
otroci (s FMP) smo najprej uporabili metodo Stéfa na plogah, za kar smo uporabili 6
razlicnin goji& in pridobili kvantitativne podatke o prisotnostirazlicnin bakterijskih
skupin (rodBifidobacterium, rod Lactobacillus, rod Enterococcus, rod Staphylococcus in
druzinaEnterobacteriaceae), vrsteE. coli, ter Stevilu koliformnih bakterij v gramu blata.

Na podlagi podatkov Stetja na ptaf smo opazili, da so bile tako pri otrocih, ohbled
KV CB, kot tistih, ki so oboleli za FMP, od preiskovarskupin mikroorganizmov v tem
delu po metodi Stetja na pl@h najbolj Steviine bakterije roduBifidobacterium (pri
skupini KVCB med 4,70 log KE/g blata in 9,03 log KE/g blata; gkupini FMP med 4,70
log KE/g blata in 9,28 log KE/g blata) lractobacillus (pri skupini KVCB med 3,70 log
KE/g blata in 8,78 log KE/g blata; pri skupini FM#ed 3,70 log KE/g blata in 8,56 log
KE/g blata). Najmanj Stevihe so bile bakterije rod&nterococcus (pri skupini KVCB
med 3,70 log KE/g blata in 7,74 log KE/g blata; gikupini FMP med 3,70 log KE/g blata
in 8,78 log KE/g blata)n Staphylococcus (pri skupini KMCB med 3,70 log KE/g blata in
7,78 log KE/g blata; pri skupini FMP med 3,70 log/g§ blata in 6,46 log KE/g blata), ki
pogosto na selektivnem agarju niso zrasle, ter jgme teh primerih pripisali vrednost, ki
je bila polovico manjSa od meje detekcije (v teimerih je to 3,70 log KE/g blata).

Zatem smo mikrobioto v blatu preiskali Se z metdoR v realnentasu, kjer smo s
pomaijo pomnoZzevanja razinih delov gena za 16S rRNA celokupne bakterijskeADRN
vzorcev blata pridobili rezultat o Stevilu kopiieS rDNA za vse bakterije, za pet
bakterijskih  skupin (druzina Enterobacteriaceae, rod Bifidobacterium, skupina
Bacteroides-Prevotella, skupinaClostridium leptum in skupinaClostridium coccoides) in
za dve bakterijski vrsti Haecalibacterium prausnitzii in Enterococcus faecalis). Od
preiskovanih mikroorganizmov so bile pri obeh skahi otrok, sode po rezultatin o
Stevilu kopij16SrDNA v gramu blata, najbolj zastopane bakterije iz gkeilostridium
coccoides (pri skupini KVCB med 6,10 log &t. kopij/g blata in 11,62 log Zipi{g blata;
pri skupini FMP med 8,93 log St. kopij/g blata 2,09 log St. kopij/g blata). To je skupina,
ki obsega vge Stevilo bakterijskih vrst in spada med eno odboia zastopanih
bakterijskih skupirtlovesSkecrevesne mikrobiote (Mariat in sod., 2009). Najm&eyikna
je bila bakterijska vrst&nterococcus faecalis (pri skupini KMCB med 1,11 log &t. kopij/g
blata in 8,49 log St. kopij/g blata; pri skupini PMned 1,11 log 5t. kopij/g blata in 9,22 log
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St. kopij/g blata). Rezultat za bakterijsko vrgtoprausnitzi je bil izrazen, za razliko od
drugih skupin, kot Stevilo celic/g blata, kar jesfealica odsotnosti podatka o Stevilu kopij
gena za 16S rRNA pri tej skupini v baenDB (ve¢ o tem v poglavju 3.3.2).

Ko je bilo laboratorijsko delo opravljeno, smo riate razdelili glede na skupine bolnikov
in jih statisttno analizirali s pom&o Wilcoxon-Mann-Whitney U testa, s katerim se
ugotavlja statistina pomembnost razlike med dvema skupinama vzonaalika med
skupinama se uposSteva kot Zi@a, kadar je vrednost p manjSa od 0,05). Prijstea
ploXah smo dobili le eno statigtio znd&ilno razliko, in sicer pri bakterijah rodu
Bifidobacterium (p=0,037), ki so bile v \gem Stevilu prisotne pri otrocih in mladostnikih
s FMP.

Bifidobakterije spadajo med najbolj pogoste balike rodove, ki se nahajajodoveski
¢revesni mikrobioti, in imajo pomembno viogo v zdeaw cloveSkemuwrevesju. Spadajo
med saharolitine bakterije (hidrolizirajo ogljikove hidrate) ilw sposobne izkori&ti sicer
neprebavljive vlaknine, pdemer proizvajajo za&loveka koristne metabolite (Prakash in
sod., 2011). Bifidobakterije, prav tako kot predsiae Lactobacillus, pogosto nastopajo
kot probiotiki, ki jih uzivamo z namenom izboljSanjrevesne mikrobiote. Probiotiki so
zive kulture mikroorganizmov, ki jih zauzijemo amal tako da pridejo ¥revesje, kjer
dobrobitno vplivajo na razvoj in stabilnogtevesne mikrobiote ter spodbujajo njene
koristne funkcije, obenem pa oteZujejo kolonizacipatogenih mikroorganizmov
(Tlaskalova-Hogenova in sod., 2004). Raziskaveadjmnme na obolelih s KUB, $e niso
ponudile jasnih in skladnih odgovorov aimkovitosti terapije s trenutno poznanimi
probiotiki (Van Immerseel in sod., 2010). Pri oitos FMP, $e posebej tistimi s GRpa
pogosteje opazajo, da ima uporaba probiotikov peit vpliv, pri cemer so izjema
pacienti s krorinim zaprtjem, pri katerih pozitivnega vpliva protkov niso potrdili
(Korterink in sod., 2014).

V rodu bifidobakterij ne najdemo patogenih mikrcamgmov, zato veljajo za varne za
uporabo v prehrani ljudi (Picard in sod., 2005).S¥vilnih raziskavah so analizirali
prisotnost predstavnic te vrste tako pri bolnikitkk§VB kot tudi pri bolnikih s FMP, s
hipotezo, da je v blatu pacientov manj bifidobakterprimerjavi z zdravimi ljudmi. V
nekaterih od teh Studij, v katerih so primerjaé\sicnost bifidobakterij v blatu, so odkrili
razlike med obolelimi s KB, kot tudi obolelimi s FMP, in zdravimi osebki, zakljuili,

da je prisotnost bifidobakterij v mikrobioti blafppsameznikov s temi oblikami obolen;
manjSa kot v blatu zdravih ljudi (Takaishi in sc2007; Sha in sod., 2012; Shukla in sod.,
2015). Druge Studije pa so dale dréga rezultate, zato Se ni jasno ali je smiselno
povezovati razlike v Stewhosti bifidobakterij v blatu posameznikov z omeimjen
obolenji (Malinen in sod., 2005; Sokol in sod., 800ana in sod., 2010; Wang in sod.,
2014).
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Rezultati, pridobljeni v nasi raziskavi, potrjujejopotezo, da razlika med Stainbstjo
bifidobakterij v mikrobioti blata otrok s K&B in otrok s FMP najverjetneje obstaja. Ne
moremo pa izkljtiti, da se mikrobiota otrok brez KB (tistih s FMP) iz nase raziskave
ne razlikuje od mikrobiote zdravih otrok, saj tudioci brez KMCB niso bili popolnoma
zdravi, ampak so poiskali zdravnisko pahwaradi prebavnih tezav. Ker so raziskave,
prikazane v tej nalogi, del SirSe raziskave, v kade pridobili in analizirali biopsijske
vzorce ¢revesne sluznice otrok s sumom na @8/ zdravih otrok v raziskavo niso
vkljucevali, saj zaradi etnih razlogov zdravih otrok ne izpostavljamo invamwmu
posegu odvzemanja vzorcénevesne sluznice.

Bistveno veg statisttno zn&ilnih razlik smo opazili pri rezultatih analiz midoiote blata s
PCR v realnentasu, in sicer so se zfilme razlike pokazala v Stevnosti vseh bakterij,
kot tudi pri v Steviénosti in/ali delezu skupilostridium leptum, Clostridium coccoides,
druzine Enterobacteriaceae, ter vrst Faecalibacterium prausnitzii in Enterococcus
faecalis. Statisttno zndilnih razlik ni bilo pri skupiniBacteroides-Prevotella (p=0,646 za
Stevilo kopij in p=0,315 za razmerje (%) glede ree \bakterije) in bakterijah rodu
Bifidobacterium (p=0,069 za Stevilo kopij in p=0,478 za razmené) (glede na vse
bakterije). Vendar pa je bila v primeru bifidobaktetevilcnost le teh (p=0,069) blizu
same meje zrgdnosti, kot smo jo postavili v tem delu (p=0,05).

Tako so se nam rezultati glede bifidobakterij dselbb metodah nekoliko razlikovali, saj
smo pri metodi Stetja na pkah razliko med skupinama potrdili, pri metodi PCR v
realnemcasu pa ta razlika ni bila potrjena (bila pa je blsame meje zidnosti). Razlike
med rezultati metod nas ne presene, saj metodi ne zajameta istega dela bakterijske
populacije bifidobakterij. Name medtem ko kultivacijska metoda s Stetjem na dabs
zazna samo tiste bakterije, ki so Se vedno zivaposobne razmnozevanja oziroma tvorbe
kolonij na goji€u, z drugo besedo kultivabilne bakterije, pa amaiZCR v realnerasu
temelji na zaznavanju DNA, ki pa ne izhaja le iztikabilnih bakterij, ampak vseh,
vklju¢no z nezivimi.

Iz naSih rezultatov je razvidno, da je bila Kola vseh bakterij statistho zn&ilno manjSa
pri bolnikih s KMCB kot pri bolnikih s FMP (p=0,019). Pri tem pa jetgebno upostevati,
da ne moremo govoriti 0 Stevilu bakterij ali KEj sa rezultati analize PCR v realnem
gasu izrazeni kot Stevilo kopii6S rDNA. Stevila kopij16S rDNA ni moga@e enostavno
prera&unati v Stevilo celic, saj imajo razhie vrste bakterij v genomu razio Stevilo kopij
tega gena. Pri izrazanju podatkov za rodove, deuain skupine uporabimo povgre
Stevilo kopij. Ta podatek je moge najti v ustreznih podatkovnih bazah. Kljub terda ti
rezultati niso absolutni, pa omaggo primerjavo Stevdinosti ali deleza doleéne
bakterijske vrste ali skupine med preiskovanimiigait, saj je Stevilo kopifl6S rDNA
neposredno odvisno od Stevila bakterijskih celiwihz ali mrtvih, ki se nahajajo v
analiziranem blatu.
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Pri bolnikih s KMCB je sluznicacrevesja bistveno bolj poskodovana, vnetje pa drasti
prizadenecrevesje in spremeni sploSno homeostazo, kar biolaiphivalo na Stevidnost
bakterij v blatu bolnikov. V& Studij opisuje zmanjSanje Stevila bakterij prirbkih s
KVCB, Se posebej bakterijskih vrst, ki so povezanedmwo mikrobioto in delujejo v
dobrobit¢loveka (Kabeerdoss in sod., 2013; Kang in sod.028ha in sod., 2012; Sokol
in sod., 2006; Takaishi in sod., 2007; Wang in s@@14), njihova manjSa Stesslost pa bi
lahko vplivala tudi na manjSe skupno Stevilo vselktérij pri otrocih obolelih s K¢B
(Sokol in sod., 2006). Obenem pa je pri otrocih\&(1B eden od poglavitnih simptomov
driska, kar ni nujno v primeru otrok s FMP, to phKo vpliva na Stevilo mikroorganizmov
na gram blata zaradi &e prisotnosti vode v blatu in ¥ega volumna le tega. Te razlike v
teksturi blata, vkljdenega v analizo, smo med pripravo vzorcev dejangkzili. 1z tega
vidika je pomembno tudi razmerje (%) med iskanoté@jgko skupino ali vrsto v blatu in
vsemi zaznanimi bakterijami v blatu. To razmerjeosntem delu tudi izraunali, prikazali
in statisténo ovrednatili, ter tudi tu v veliko primerih zaZznstatistitno pomembne razlike
med obema skupinama otrok.

SkupiniClostridium coccoides in Clostridium leptum sta dve od Stirih najbolj dominantnih
skupin bakterij wloveSkem blatu (Mariat in sod., 2009). Bakterijeskaipin Clostridium
imajo Stevilne in razéine vloge, avtorji pa tudi navajajo, da sodmao vpletene pri procesu
vzdrzevanja splosne funkcifeevesja, saj sodelujejo v uravnavanju fizioloSkitetabolnih

in imunskih procesov. Pomembno je tudi dejstvo, 9#a jih pogosto omenja kot
mikroorganizme, ki s svojo prisotnostjcitjo pred vnetjem, njihova pomanjSana
koncentracija Wrevesni mikrobioti pa se pogosto opazi pri bolnikilKVCB. Razlogi za
to Se niso popolnoma pojasnjeni, sklepajo pa, dpaseembni pri vnetnih procesih in za
vzdrzevanje homeostaze (Lopetuso in sod., 2013).

Skupini C. coccoides in C. leptum trenutno veljata za najbolj pomembni skupini bakie
smislu proizvodnje kratko veriznih magbnih kislin, zlasti butirata, medtem ko vrsta
Faecalibacterium prausnitzii, pomembna predstavnica skupi@eleptum, predstavlja eno
od najbolj Stevitno zastopanih vrst bakterij, ki proizvajajo butixatloveSkemcrevesju
(Hold in sod., 2003). Butirat in ostale kratkoveeZzmasgobne kisline so pomembne snovi,
ki se sintetizirajo preko bakterijske fermentaciggljikovih hidratov v c¢revesju.
Predstavljajo pomembertlen procesa ohranjanja homeostaz®veske crevesne
mikrobiote in optimalne funkcijéloveskih prebavil (Scheppach, 1994). Butirat je re&dm
prednosten vir energije Z@evesne epitelijske celice, obenem pa obstajajodokiazi, da
pomaga okrepiti obrambno barietoevesja, vpliva na delovanje imunskega sistema in
uravnava rast celic in tkiva (Prakash in sod., 2011

Zaradi pomembne vloge butirata &evesju Stevilni avtorji povezujejo prisotnost
kratkoveriznih mafobnih kislin in bakterij, ki le te sintetizirajo, gojavom, potekom in
lajSanjem vnetja revesju in s tem povezanimi boleznimi (GoldsmithSartor, 2014;
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Scheppach, 1994; Vinolo in sod., 201R)prausnitzii in nekateri drugi mikroorganizmi, ki
S0 sposobni sinteze butirata, predvsem bakterigkipineC. coccoides in C. leptum, so
tudi obetavni probiotini kandidati za uporabo pri bolnikih s K\B, vendar je na tem
podraju potrebno opraviti Se ¥eraziskav, ki bodo prispevale k boljSemu razumavan;
vloge teh organizmov (Van Immerseel in sod., 2010).

Vec¢ avtorjev se je pri raziskavah mikrobiote usmeptav na skupinC. coccoides in C.
leptum, ter bolj speciino na bakterijsko vrstd-. prausnitzii. Zn&ilne razlike med
mikrobioto v blatu obolelih in zdravih posameznikew se v mnogih primerih dejansko
pokazale, oliajno v manj3i prisotnosti teh skupin pri obolelih KVCB (Kabeerdoss in
sod., 2013; Kang in sod., 2010; Sokol in sod., 2d@&aishi in sod., 2007; Wang in sod.,
2014). Nekaj avtorjev je potalo o manjsSi prisotnosti omenjenih bakterijskih ikutudi
pri obolelih s FMP (Malinen in sod., 2005; Carriollsod., 2012), vendar so bili tu rezultati
raziskav nekoliko manj dosledni (Malinen in sodd02; Shukla in sod., 2015; Tana in
sod., 2010).

Ko smo v nasem delu s potiio PCR v realnentasu primerjali mikrobioto blata obeh
skupin, smo priC. coccoides, C. leptum, in F. prausnitzii opazili razlike med skupinama,
ki so se kazale kot manjSa zastopanost bakterlatu mbolelih s K\CB kot pri tistih s
FMP. Razlika je bila statigino zn&ilna tako pri Stevilu kopij16S rDNA za vsako od
skupin (p=0,006 z&. coccoides, p=0,024 z&C. leptum, in p=0,032 z&. prausnitzi), kot
pri razmerju (%) tega Stevila s Stevilom kop§S rDNA za vse bakterije (p=0,02 L&
coccoides in p=0,051 zaC. leptum), z izjemo pri razmerju me#. prausnitzii in vsemi
bakterijami, kjer razlika ni bila zidna (p=0,976).

Enterobacteriaceae je druzina, ki vklj@uje tako simbiotske bakterije kakor tudi tisteski
znani patogeni, kot so predstavniki rogalmonella in vrste Escherichia coli. Pov&anje
Stevila bakterij iz te druzine ¥revesni mikrobioti v literaturi povezujejo z &nimi
fazami vnetja Krevesju (Garrett in sod., 2010) in infekcijami,l&hko vodijo v nastanek
FMP (Carroll in sod., 2012)xeprav nekatere raziskave niso pokazaletimmha razlik v
prisotnosti enterobakterij v blatu obolelih ljudK& CB (Takaishi in sod., 2007; Sokol in
sod., 2006) ali FMP (Tana in sod., 2010) in zdravkentrolnimi skupinami. Carroll in
sod. (2012) so v Studiji na populaciji oseb sCSR drisko ugotovili vé&jo prisotnost
bakterij druzineEnterobacteriaceae pri obolelih v primerjavi z zdravo kontrolo, kaaze
na to, da je smiselno raziskave usmeriti bolj njana téno dolaiene oblike bolezni oz.
obolele s prevladujomi to¢no dola@enimi simptomi.

V nasi Studiji smo na podlagi analize PCR v realnsmu ugotovili véjo prisotnost
bakterij druzineEnterobacteriaceae pri otrocih s KMCB kot pri FMP skupini, tako pri
samem Stevilu kopifl6S rDNA (p=0,028), kot pri razmerju (%) le tega glede tevifo

kopij gena vseh bakterij (p=0,002gprav se je tudi v tem primeru rezultat razlikowdll
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tistega, dobljenega z metodo Stetja na ¢abs kjer razlika med Stevihostjo bakterij v
blatu ni bila statistino pomembna (p=0,285).

Podobno smo opazili tudi pri rezultatih za vrEtterococcus faecalis. Med predstavniki te
vrste sicer najdemo tudi veliko patogenih sevovs@ivpleteni v infekcije pri ljudeh
oziroma so oportunigini bolniSntni patogeni (Megran, 1992). Raziskave na miSih
nakazujejo, da kolonizacija s to vrsto lahko vodnastanek vnetnilirevesnih bolezni
(Balish in Warner, 2002).

V nasSem delu smo v skladu z naSimipkiovanji zaznali v§o prisotnost vrst&. faecalis

v blatu otrok s K\CB, kot pri otrocih s FMP (p=0,047). Statisto pomembna razlika pa
je bila tudi v samem razmerju (%) tega organizmaaercih blata glede na vse bakterije
(p=0,018).
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5.2 SKLEPI

Na podlagi Stetja KE na plégh smo ugotovili, da so bile v blatu otrok, obdiedi
KVCB, kot tudi otrok s FMP, S&tewiho bolj zastopane bakterije rodov
Bifidobacterium in Lactobacillus, manj pa bakterije rodovEnterococcus in
Saphylococcus.

Na podlagi rezultatov PCR v realnefasu smo ugotovili, da je bila v blatu otrok,
obolelih s K\CB, kot tudi pri otrok s FMP, bolj zastopana skupi@@stridium
coccoides, manj pa bakterijska vrsinterococcus faecalis.

Ugotovili smo, da so imeli otroci s KB manj vseh bakterij v blatu kot otroci s
FMP.

Ugotovili smo, da je bilo pri otrocih s KB manj bakterij roduBifidobacterium v
gramu blata kot pri otrocih s FMP, vendar se rapmth bakterij glede na vse
bakterije pri obeh skupinah ni zniao razlikovalo.

Ugotovili smo, da je bila v blatu otrok s KAB manj3a prisotnost bakterij skupin
Clostridium leptum in Clostridium coccoides, ter vrste Faecalibacterium
prausnitzii, ki na splosno veljajo za koristne v smislu ugainetinkovanja na
epitelijske celice¢revesja in moduliranja imunskega odziva, kot v Ublatrok s
FMP.

Ugotovili smo, da je bilo razmerje med bakterijaskupineClostridium leptum in
vsemi bakterijamikot tudi skupineClostridium coccoides in vsemi bakterijami,
manj3e pri otrocih, obolelih za KB, kot pri otrocih s FMP.

Ugotovili smo, da so v gramu blata otrok s & bolj Stevikne bakterije druZzine
Enterobacteriaceae, ki je pogosto omenjena v povezawirsvesnimi infekcijami in
zagonom vnetja, kot pri otrocih s FMP, ter da j& tazmerje teh bakterij glede na
vse bakterije ve pri otrocih s K\CB.

Ugotovili smo, da so v gramu blata otrok s &8 bolj Stevikne bakterije
Enterococcus faecalis, ozn&ene kot oportunistni patogen, kot pri otrocih s FMP,
in da je tudi razmerj&nterococcus faecalis glede na vse bakterije &e pri otrocih
s KVCB, kot pri otrocih s FMP.

Ugotovili smo, da obstajajo razlike v sestavi mtkiade blata otrok s FMP in otrok
s KVCB, na podlagtesar lahko sklepamo, da je disbioza prisotna usajtpcih s
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KV CB, saj se zdi njihovarevesna mikrobiota bistveno bolj razia od optimalne
kot crevesna mikrobiota pri otrocih s FMP.
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6 POVZETEK

Kroni¢ne vnetn&revesne bolezni in funkcionalne motnje prebaviktalzelo vplivajo na
kakovost Zivljenja obolelega. Kazejo se lahko sgiwdmi simptomi, kot so spremembe v
vzorcih odvajanja blata, driska in abdominalne tioke. Zdravil, ki bi dokotno odpravila
KVCB ali FMP, Se ne poznamo. Za razvoj €B in FMP ne poznamo taih vzrokov.
Stevilne raziskave kaZejo, da so z razvojem oménjbalezni povezane spremembe v
érevesni mikrobioti. Véina raziskavérevesne mikrobiote obolelih za KB in FMP so
opravili na odraslih bolnikih, na otrocih in mladiokih pa so te redke.

Namen magistrske naloge je bil primerjati mikrobiat blatu otrok s KB in tistih s
FMP. V raziskavo smo vkijili 60 otrok in mladostnikov, starih med 2 in 18,l& se
zdravijo na Pediaténi kliniki UKC Ljubljana. Raziskava je bila opraelpa na vzorcih
blata, odvzetih pred Zatkom zdravljenja bolezni. Od 30 otrok s KB je bilo najve
tistih, ki so imeli CB (17 otrok), sledili so tisti UK (10 otrok), le trije od obravnavanih
otrok pa so imeli NK. 30 otrok in mladostnikov jmélo FMP, predvsem SR Ker je
celotna raziskava sicer vkijavala tudi odvzeme biopsijskih vzorcev otrok, zaet@nih
razlogov ni bilo mogee vkljuciti tudi zdravih otrok.

Pridobljeno blato smo najprej analizirali s pafjeometode Stetja KE na plégh. Tako smo
pridobili podatke o Stevilu KE na gram blata posaniea za bakterije rodov
Bifidobacterium,  Lactobacillus,  Enterococcus in  Saphylococcus,  druzZine
Enterobacteriaceae, vrste Escherichia coli ter koliformnih bakterij. 1z vzorcev blata smo
pridobili bakterijsko DNA, ki smo jo analiziraliBCR v realnentasu. Tako smo ugotovili
Steviknost in delez naslednjih skupin oziroma vrst bakterseh bakterij, druzine
Enterobacteriaceae, rodu Bifidobacterium, skupine Bacteroides-Prevotella, skupine
Clostridium leptum, skupineClostridium coccoides, vrste Enterococcus faecalis ter vrste
Faecalibacterium prausnitzii. Rezultate smo izrazili v Stevilu kodigS rDNA, oziroma v
primeru vrsteFaecalibacterium prausnitzii v Stevilu celic. Izréaunali smo tudi deleze (%)
posameznih vrst oziroma skupin glede na vse b@ktesi statistinimi analizami smo
ugotavljali zngilnost razlik v sestavi mikrobiote med obema skapia otrok.

Potrdili smo hipotezo, saj smo odkrili, da se mikota blata med skupinama otrok s
KV CB in tistimi s FMP razlikuje. Na podlagi Stetja p&ah in ugotavljanja Stewhosti
ter deleza posameznih skupin ali vrst bakterij R RGealnentasu smo nameeugotovili,
da je v blatu otrok s KZB manj vseh bakterij, bakterij rodaifidobacterium, skupine
Clostridium leptum, skupineClostridium coccoides in vrste Faecalibacterium prausnitzii,
kot v blatu otrok s FMP. Tudi razmerje métbstridium leptum oz. Clostridium coccoides

in vsemi bakterijami v blatu je bilo pri otrocihke/ CB manjSe kot pri otrocih s FMP.
Opazne so bile tudi razlike med skupinama otrok sebwosti bakterij druzine
Enterobacteriaceae in vrste Enterococcus faecalis, saj je bilo teh v gramu blata otrok s
KVCB ve: kot v blatu otrok s FMP. Razmerje med bakterijadiuZine
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Enterobacteriaceae o0z. bakterijami vrstdenterococcus faecalis in vsemi bakterijami pri

otrocih s K\CB je bilo vesje kot pri otrocih s FMP. Tako smo zaldjli, da se mikrobiota

blata otrok s K\CB in otrok s FMP razlikuje. Sklepali smo tudi, @sjevesna mikrobiota
pri otrocih s K\CB najverjetneje drugma kot normalna in je pri njej prisotna disbiozg, s
je po preiskavah in literaturi satlee ta manj optimalna kot mikrobiota otrok s FMP.

Izsledki tega dela kazejo, da vsaj pri otrocih s(f/obstajajo odstopanja v prisotnosti
dolocenih bakterijskih vrst in bakterijskih skupin, azma je delez nekaterih bakterij v
mikrobioti najverjetneje drugao od normalnega in je prisotna disbioza. Za tategg
razumevanje teh razlik in njihovega pomena bi pibtrebno opraviti v raziskav na tem
podraiju, ki bi med drugim kot kontrolo uporabljale skapizdravih otrok.
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PRILOGA A

Preglednice z vrednostmi, ki so podlaga za kvamtdragrame, predstavljene v poglavju
4.1.1.2

Priloga Al: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu degu zaBifidobacterium.

Bifidobacterium
KV CB [log KE/g] Ostali [log KE/g]
Minimum 4,70* 4,70*
Prvi kvartil - Q. 5,20 6,65
Mediana 6,64 7,46
Tretji kvartil - Qs 7,49 8,05
Maksimum 9,03 9,28

* vrednost je enaka polatii vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije

Priloga A2: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu dimu zalactobacillus.

Lactobacillus

KV CB [log KE/g]

Ostali [log KE/g]

Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q, 5,01 5,50
Mediana 6,54 6,53
Tretji kvartil - Qs 7,46 7,27
Maksimum 8,78 8,56

* yvrednost je enaka polasni vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije

Priloga A3: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu d&amu zaEnterococcus.

Enterococcus
KV CB [log KE/g] Ostali [log KE/g]
Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q, 3,70* 3,70*
Mediana 3,70* 3,70*
Tretji kvartil - Qs 5,63 4,07
Maksimum 7,74 8,78

* vrednost je enaka polasni vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije
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Priloga A4: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu d&mu zaEnterobacteriaceae.

Enterobacteriaceae
KV CB [log KE/g] Ostalli [log KE/g]
Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q1 3,70* 3,70*
Mediana 5,06 4,63
Tretji kvartil - Q3 5,94 5,27
Maksimum 8,78 7,55

* vrednost je enaka polatii vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije

Priloga A5: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu demu zaEscherichia coli.

Escherichia coli
KV CB [log KE/g] Ostali [log KE/g]
Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q1 3,70* 3,70*
Mediana 4,35 3,80
Tretji kvartil - Q3 5,34 5,62
Maksimum 8,78 8,78

* vrednost je enaka polatii vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije

Priloga A6: Vrednosti, prikazane v kvantiinemu dagu za koliformne bakterije.

Koliformne bakterije
KV CB [log KE/g] Ostali [log KE/g]
Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q1 4,05 3,70*
Mediana 5,00 5,33
Tretji kvartil - Q3 5,40 5,85
Maksimum 8,78 8,78

* yvrednost je enaka polasni vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije
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Priloga A7: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu degu zaStaphylococcus.

Staphylococcus
KV CB [log KE/g] Ostalli [log KE/g]
Minimum 3,70* 3,70*
Prvi kvartil - Q, 3,70% 3,70%
Mediana 3,70* 3,70*
Tretji kvartil - Qs 4,13 3,70*
Maksimum 7,78 6,46

* vrednost je enaka polaii vrednosti meje detekcije, ki smo jo po dogovpripisali vzorcem, pri katerih
so rezultati Stetja padli pod mejo detekcije
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PRILOGA B
Preglednice z vrednostmi, ki so podlaga za kvamtdragrame, predstavljene v poglavju
4.2.1.2
Priloga B1: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu za vse bakterije.
Vse bakterije
KV CB [log 5t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log 3t. kopij 16SrDNA /g]
Minimum 10,54 10,64
Prvi kvartil - Q 11,68 12,01
Mediana 12,16 12,52
Tretji kvartil - Qs 12,52 12,82
Maksimum 12,89 13,10

Priloga B2: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu zaBifidobacterium.

Bifidobacterium
KV CB [log &t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log $t. kopij 16SrDNA /g]
Minimum 6,47 7,58
Prvi kvartil - Q 8,64 8,82
Mediana 9,13 9,85
Tretji kvartil - Q; 9,85 10,10
Maksimum 10,77 11,17

Priloga B3: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu dagu za razmerjBifidobacterium/vse bakterije.

Bifidobacterium/vse bakterije
KV CB [%] Ostali [%)]
Minimum 0,00 0,01
Prvi kvartil - Q 0,04 0,08
Mediana 0,14 0,17
Tretji kvartil - Qs 0,34 0,39
Maksimum 0,97 1,67
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Priloga B4: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu zaClostridium leptum.

Clostridium leptum
KV CB [log &t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log 3t. kopij 165 rDNA /g]
Minimum 6,48 7,23
Prvi kvartil - Q 8,01 8,79
Mediana 8,91 10,29
Tretji kvartil - Q; 10,03 11,23
Maksimum 12,18 12,04

Priloga B5: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu za razmerj€lostridium leptum/vse bakterije.

Clostridium leptum/vse bakterije
KV CB [%] Ostali [%)]
Minimum 0,00 0,00
Prvi kvartil - Q 0,03 0,12
Mediana 0,14 0,44
Tretji kvartil - Qs 0,36 3,46
Maksimum 19,67 12,37

Priloga B6: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu dagu zaClostridium coccoides.

Clostridium coccoides
KV CB [log 5t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log 5t. kopij 16S rDNA /g]
Minimum 6,10 8,93
Prvi kvartil - Q 10,07 10,60
Mediana 10,72 11,39
Tretji kvartil - Q; 11,11 11,63
Maksimum 11,62 12,09

Priloga B7: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu za razmerj€lostridium coccoides/vse bakterije.

Clostridium coccoides/vse bakterije
KV CB [%] Ostali [%]
Minimum 0,00 1,60
Prvi kvartil - Q 2,25 3,74
Mediana 3,54 5,64
Tretji kvartil - Q; 5,71 8,42
Maksimum 15,79 10,34
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Priloga B8: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu damgu zaBacteroides-Prevotella.

Bacteroides-Prevotella
KV CB [log &t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log 3t. kopij 165 rDNA /g]
Minimum 8,65 8,65
Prvi kvartil - Q 9,07 9,88
Mediana 10,69 10,85
Tretji kvartil - Q; 11,30 11,35
Maksimum 11,82 12,10

Priloga B9: Vrednosti, prikazane v kvantilnemu dagu za razmerjBacteroides-Prevotella/vse bakterije.

Bacteroides-Prevotella/vse bakterije
KV CB [%] Ostali [%)]
Minimum 0,02 0,02
Prvi kvartil - Q 1,43 0,49
Mediana 3,18 2,11
Tretji kvartil - Qs 7,07 6,59
Maksimum 37,44 22,81

Priloga B10: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiaamu zaEnterobacteriaceae.

Enterobacteriaceae
KV CB [log 5t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log 5t. kopij 16S rDNA /g]
Minimum 571 571
Prvi kvartil - Q 8,47 7,24
Mediana 9,48 8,31
Tretji kvartil - Q; 10,31 9,08
Maksimum 11,15 10,95

Priloga B11: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiamu za razmerjenterobacteriaceae/vse bakterije.

Enterobacteriaceae/vse bakterije
KV CB [%] Ostali [%]
Minimum 0,00 0,00
Prvi kvartil - Q 0,04 0,00
Mediana 0,37 0,01
Tretji kvartil - Q; 1,12 0,13
Maksimum 12,79 16,62
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Priloga B12: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugdamu za-aecalibacterium prausnitzi.

Faecalibacterium prausnitzi
KV CB [log &t. celic /g]| Ostali [log &t. celic/g
Minimum 5,64 8,86
Prvi kvartil - Q 9,86 9,86
Mediana 10,17 10,59
Tretji kvartil - Q; 10,52 10,91
Maksimum 11,21 11,33

Priloga B13: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiamu za razmerjEaecalibacterium prausnitzii/vse
bakterije.

Faecalibacterium prausnitzii/vse bakterije
KV CB [% &t. celic/3t. kopij 16SrDNA] | Ostali [% &t. celic/3t. kopij 16S rDNA]
Minimum 0,00 0,21
Prvi kvartil - Q, 0,26 0,82
Mediana 0,77 1,42
Tretji kvartil - Qs 5,36 2,14
Maksimum 37,08 3,37

Priloga B14: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiamu zeEnterococcus faecalis.

Enterococcus faecalis
KV CB [log &t. kopij 16SrDNA /g] | Ostali [log $t. kopij 16SrDNA /g]
Minimum 1,11 1,11
Prvi kvartil - Q 1,49 1,49
Mediana 4,33 2,30
Tretji kvartil - Qs 5,08 4,43
Maksimum 8,48 9,22

Priloga B15: Vrednosti, prikazane v kvantilnemugiamu za razmerjEnterococcus faecalis/vse bakterije.
Enterococcus faecalis/vse bakterije

KV CB [%] Ostali [%)]

Minimum 2,01 x 10° 2,47 x 10"
Prvi kvartil - Q 8,46 x 10° 1,57 x 10"
Mediana 1,90 1& 1,40 x 10%

Tretji kvartil - Q 5,12 x 10" 3,30 x 10”7
Maksimum 0,01692 0,02103




