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Souhrn: Cilem nasi studie bylo ovéfit ic¢innost Escherichia coli Nissle (Mutaflor) na stfevni osidleni, hladinu endotoxinu, jaterni
encefalopatii a funkéni schopnost jater u nemocnych s jaterni cirhézou. Do studie bylo zafazeno 39 nemocnych (22 lécenych
Mutaflorem, 17 placebem). Prestoze doslo ke snizeni hodnoty testu spojovani ¢isel u nemocnych, u kterych byla popsana mini-
malni jaterni encefalopatie, tento pokles nebyl pfi hodnoceni trendu vyznamny. V 1é¢ené skupiné se viak signifikantné zlepsilo
stfevni osidleni (p < 0,001) a byl nalezen trend k vyznamnému snizeni hladiny endotoxinu ve 42. dnu (p = 0,07) a zlepSeni funk-
¢ni schopnosti jater hodnoceny Childovou-Pughovou klasifikaci ve 42. i 84. dnu (p = 0,06). Probiotika se tak mohou stat diile-
zitou souddsti 1é¢by u této skupiny nemocnych.
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Effect of administration of Escherichia coli Nissle (Mutaflor) on intestinal colonisation, endo-toxemia, liver function and
minimal hepatic encephalopathy in patients with liver cirrhosis

Summary: The purpose of the study was to verify effects of Escherichia coli Nissle (Mutaflor) on intestinal colonisation, endo-
toxin levels, hepatic encephalopathy and liver function in patients with liver cirrhosis. The study involved 39 patients (22 taking
Mutaflor and 17 taking placebo). Even though the number combination test showed extended reaction time in patients with
described minimal hepatic encephalopathy the drop was not significant in the trend evaluation. However, the treated group dis-
played significant improvement of intestinal colonisation (p < 0.001) and a trend towards significant reduction of endotoxin
levels on day 42 (p = 0.07) and improvement of liver function assessed with the Child-Pugh classification on days 42 and
84 (p = 0.06). Probiotic preparations can therefore represent a significant contribution to this group therapy.
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Uvod

Koncept probiotik je znam jiz témeér
100 let a jejich vyznam v mediciné
v poslednich letech stoupa. Jejich
priznivy efekt byl prokdzan u celé fa-
dy chorob, pocinaje lécbou prijmi,
nespecifickych stievnich zanétd az po
ovlivnéni alergickych reakci ¢i karci-
nogeneze. U chronickych jaternich
chorob hraje dtilezitou roli mikrobial-
ni prertistini v tenkém stfevé v di-
sledku kontaminace G- kolonickou
mikroflérou. Dusledkem je porucha

stievni bariéry se zvySenim permea-
bility, translokace a systémovd endo-
toxemie. Klinickym dasledkem mu-
Ze byt zhorseni funkéni schopnosti
jater, vznik infekci, rozvoj jaterni
encefalopatie apod. Probiotika by
ovlivnénim stfevniho osidleni mohla
tuto situaci zlepsit. Cilem nasi studie
bylo probiotikem ovlivnit stfevni
osidleni a ovéfit, zda probiotika mo-
hou mit vliv na hladinu endotoxinu,
minimalni jaterni encefalopatii
a funkéni schopnost jater.

Soubor a metodika

Do studie byly zafazeni nemocni s kli-
nicky ¢i biopticky diagnostikovanou
kompenzovanou jaterni cirhézou.
Nemocni nesméli uzivat antibioti-
ka a laktulézu 4 tydny pred zahdje-
nim av celém prubéhu studie a vylou-
Ceni byli pacienti s aparentni infekci
a s anamnézou krviceni do gastro-
intestindlniho traktu v poslednich
6 tydnech. Randomizace byla prove-
dena metodou ndhodnych bloku.
Soubor nemocnych je uveden v tab. 1.
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Tab. 1. Soubor nemocnych.

n muzi Zeny
Mutaflor 22 14 8
Placebo 17 10 7

Etiologie
Toxo VHC PBC Nezn
19 1 1 1
15 0 1 1

Childova klasifikace Prim. vék
A B C
7 9 6 53,2 (35 - 65)
5 7 5 514 (34 - 59)

Etiologie: Toxo — toxonutritivni, VHC — virovd hepatitida C, PBC — primdrni bilidrni cirboza, Nezn — nestanovena

body

den 0.

15 OO

0-42.p = 0,07

den 42.
0.-84. p = 0,06

den 84.

Graf 1. Childova-Pughova klasifikace ve skupiné lécené Mutaflorem.

n
Mutaflor 22
placebo 17

Tab. 2. Mikrobiologicky nalez ve stolici v den 0. a 42.

den 0. den 42.
20407 1,5+ 0,6
22407 23+05

ns p < 0,001

Escherichia coli Nissle v davce 2,5 az
25 x 10° bakterii v jedné kapsli (Mu-
taflor, Ardeypharma, Némecko) i pla-
cebo (sachardza ve stejné tobolce, pfi-
praveno Ardeypharma, Némecko) byly
podavany prvni 4 dny po jedné kapsli,
od S. dne 2 kapsle rano. Obéma skupi-
nam byly preparaty podaviny 42 dnt,
dalsich 42 dnti (4. do 84. dne) byli po
odslepeni 1é¢eni jen nemocni ve skupi-
né s Escherichia coli Nissle.

Pred podanim ve 42. dnu a u léce-
né skupiny v 84. dnu bylo provede-
no klinické vysetfeni, obvykld bio-
chemicka a hematologicka vysetfeni
véetné hladiny amoniaku a endoto-
xinu, test spojovani ¢isel a bylo pro-
vedeno bakteriologické vysetieni sto-
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lice. Minimdlni jaterni encefalopatie
byla hodnocena testem spojovani ¢i-
sel (number connecting test - NCT),
pri kterém je méfen cas nutny ke
spojeni ¢isel od 1 do 25, nepravidel-
né umisténych na listu papiru [1].
Endotoxin byl stanoven pomoci Li-
mulus amebocytového lyziatu (LAL),
vodnym roztokem amebocytii ostro-
repa Limulus polyphemus. V pritom-
nosti endotoxinu jsou faktory obsa-
zené v LAL aktivoviny v proteoly-
tické kaskadé, jejimz disledkem je
roz$tépeni umélého bilkovinného
substratu, ktery je obsazen v LAL
(kit LAL Pyrochrome, Cape Cod) [2].
Kvantitativni mikrobiologické vyset-
feni stolice bylo provddéno po steril-

nim rozmichani 0,5 g stolice ve 4,5 ml
sterilnfho pufrovaného fyziologické-
ho roztoku se vznikem zdkladniho
fedéni 10°'. Z tohoto fedéni je odpi-
petovana 0,1 ml do 9,9 ml sterilniho
pufrovaného fyziologického roztoku
a je pfipraveno fedéni 107, 10°a 107
Z téchto fedéni je vzorek kalibrova-
nou kli¢kou 10 pl o¢kovan na krevni
agar, Endovu padu, XLD agar a VL
agar s amikacinovym diskem a kulti-
vovan 24 hod pti 37 °C; kultivace VL
agaru se prodluzuje na 48 hod pii
37 °C v anaerobnim boxu. Poté je
spocitin pocet kolonii na jednotli-
vych ptiddch a identifikace je prove-
dena podle rastovych vlastnosti,
morfologie kolonii a biochemickych
vlastnosti [3]. K umoznéni statistic-
kého zpracovani byl bakteriologicky
nélez hodnocen jako 1 pfi nalezu fy-
ziologické flory vcetné laktobacilil
a bifidobakterii, jako 2 pokud byla
pfitomna fyziologickd fléra bez
laktobacilt: a bifidobakterii, jako 3 pfi
nélezu potencialni patogenni mikro-
fléry. Nejzavaznéjsi nalez hodnoce-
ny 4, obligatorni patogeny, nebyl na-
lezen u zddného nemocného.

Vysledky byly statisticky zhodno-
ceny t-testem a dvouvybérovym t-tes-
tem. Jako statisticky vyznamné jsme
hodnotili hladiny vyznamnosti men-
$i nez 5 %, hladinu vyznamnosti me-
zi 5 a 10 % jsme hodnotili jako patr-
ny trend, ktery by pfi vétsich poctech
mohl byt statisticky vyznamnym.
Mimo rozdilu ve skupinach byly v 1é-
¢ené skupiné hodnoceny rozdily me-
zi dnem 0. a dnem 42, resp. 84.

Vysledky
Ve skupiné lé¢ené Escherichia coli
Nissle doslo ke statisticky vyznam-
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nému zlep$eni ndlezu ve stolici, sni-
zeni poctu potencidlnich patogenti
a ndalezu i laktobacila resp. bifido-
baketerii (tab. 2).

Zadny z dalsich sledovanych para-
metrtt nedosihl statistické vyznam-
nosti pfi porovnani s kontrolni sku-
pinou, ve které také nedoslo ke zmé-
ndm mezi dnem 0 a 42. Ve skupiné
nemocnych 1éc¢enych Escherichia coli
Nissle jsme vsak ve dvou paramet-
rech nalezli trend naznacujici moz-
nou statistickou vyznamnost pfi vét-
$ich poctech. Doslo ke zlepseni funk-
¢ni schopnosti jater hodnocené
Childovou-Pughovou klasifikaci me-
zi dnem 0. a 42. (p = 0,07) i dnem
0.a84. (p=0,06) (graf 1). Hladina en-
dotoxinu se snizila v prvnich 42 dnech
(p =0,07), ovSem po 84. dnu se vrati-
la k ptivodnim hodnotim (graf 2).
Pii hodnoceni minimdlni jaterni
encefalopatie jsme hodnotili jen pa-
tologické nalezy, tj. hladinu amonia-
ku nad 55 pmol/l a NCT nad 50 s
a zlepSeni jen v pripadé rozdilu vétsi-
ho nez 15 % oproti ptivodni hodno-
té. Patologické hodnoty jsme nalezli
jen u 14 nemocnych lécenych Mu-
taflorem, a prestoze piedevsim v hod-
noté NCT doslo u vétsiny nemoc-
nych ke snizeni, vzhledem k malému
poctu a velké smérodatné odchylce
nebyl nalez statisticky vyznamny
(graf 3a4).

Diskuse
Historie probiotik zacind pocitkem
minulého stoleti Meénikovem [4] -
némecti autofi vsak ¢asto za prvni
popis mozného probiotika uvaddéji
praci Déderleinovu [5], ktery 16 let
pred Mec¢nikovem navrhl vagindlni
bakterie produkujici kyselinu mléc-
nou k inhibici rastu patogennich
bakterii - Mecnikov pfisuzoval vys$si
pramérny vék urcitych etnickych
skupin vétsimu pfijmu fermentova-
nych mléénych produktti a doporu-
¢oval jejich pozivani.

Probiotika byla ptivodné definova-
na jako ,mikroorganizmy, vyvolava-
jici rast jinych mikroorganizm“ [6],
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Graf 2. Hladina endotoxinu ve skupiné lé¢ené Mutaflorem.
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Graf 3. Hodnota testu spojovani ¢isel ve skupiné 1écené Mutaflorem.

pozdéji jako ,zivé mikroorganizmy,
které vyvolavaji nebo podporuji pro-
spésnou rovnovdhu autochtonni
mikrobidlni populace gastrointesti-
nélniho traktu (GIT)“. Tyto mikro-
organizmy nemuseji byt nezbytné
stalou soucasti GIT, ale mély by mit
,prospésny vliv na celkovy a zdravot-
ni stav ¢lovéka“ [7,8]. Nyni se pro-
biotika definuji presnéji jako ,mo-
no- nebo smisené kultury Zivych
mikroorganizmd, které, pokud jsou
podany clovéku, pfiznivé hostitele
ovlivriuji zlepSenim vlastnosti vlastni
mikrofléry“ [9].

Priznivy efekt podani probiotik byl
popsan ve vice nez 50 studiich; pu-
vodné byly uzivany predevsim k lé¢-
bé prijjmi nejriiznéjsi etiologie [10],
pozdéji 1 k 1écbé nespecifickych za-
nétt stfevnich, jaternich chorob,
ovlivnéni alergickych reakci a po-
dobné [11,12].

V hepatologii by probiotika mohla
byt Gspésna predevsim pri 1écbé ¢i
prevenci komplikaci chronickych ja-
ternich onemocnéni, predevsim in-
fekci a jaterni encefalopatie. U 50-70 %
téchto nemocnych dojde v tenkém
sttevé k mikrobidlnimu pfrertistani
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Graf 4. Hladina amoniaku ve skupiné lé¢ené Mutaflorem.

v dtisledku kontaminace G- kolo-
nickou mikroflérou. Dusledkem je
porucha stfevni bariéry se zvySenim
permeability a systémovou endoto-
xemii, kterd ma za ndsledek nejen
poskozeni jaternich funkci, ale napf.
1 vzestup portalniho tlaku a zhorse-
ni hemostdzy [13]. V nasi studii jsme
probiotikum obsahujici Escherichia
coli Nissle podavali nemocnym
s kompenzovanou jaterni cirhézou.
Lécba prokdzala statisticky vyznam-
né zlepSeni bakteridlniho osidleni
GIT. Bylo zajimavé, ze po podavani
Escherichia coli Nissle doslo i k pre-
kvapivé vy$simu nélezu laktobacilt
¢ bifidobakeerii. Obnova |, fyziolo-
gictéj$i“ mikrofléry podanim Escheri-
chia coli tudiz patrné umozni i snad-
néjsi osidleni stfeva ostatnimi fyzio-
logickymi bakteriemi, které jsou
pritomny ve stravé, ale toto osidleni
je za patologické situace obtizné.
Tento nalez by mohl byt dtilezity pri
diskusich, zda je rozdil v ti¢inku jed-
notlivych probiotik u rtaznych cho-
rob. Potvrdi-li se nds zavér, Ze poda-
vani jednoho druhu miize usnadnit
osidleni i jinym fyziologickym dru-
hem, nemusi hrat rtizny obsah bak-
terii v probioticich zasadni roli.
Zadny z dalsich nalezt jiz nebyl
statisticky vyznamny, ale v 1écené
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skupiné jsme nalezli nékolik zajima-
vych trendt. Nejvyraznéjsi bylo zlep-
Seni Childovy-Pughovy klasifikace jak
po 42, tak i po 84 dnech. Zlepseni
funkéni schopnosti jater po probioti-
cich bylo jiz v literatufe popsano [14],
ale presné vysvétleni chybi. Lze vsak
predpokladat, ze obnova fyziologické
mikrofléry v travicim trakeu snizi z4-
téz jater potencidlnimi vstfebanymi
toxickymi metabolity, a predevsim
endotoxinem. Endotoxemie je u ne-
mocnych s jaterni cirh6zou ¢astd a by-
lo prokazano, ze endotoxin stimuluje
sekreci cytokint. Cytokiny, jako napf.
TNFo, IL-1 a IL-6 mohou ovlivnit
tvorbu a degradaci extraceluldrni
matrix, coz je dtlezité pfi rozvoji ja-
terni fibrézy 1 cirhotické prestavby
[15]. Po probioticich bylo popsino
snizeni hladiny jak endotoxinu [16],
tak i cytokint [17], predevsim vsak
u cirhéz etylické etiologie. Také v nasi
studii (s vétsinou nemocnych toxo-
nutritivni etiologie) jsme nalezli trend
k vyznamnému snizeni hladiny endo-
toxinu ve 42. dnu; jeho hladina se
vSak po 84. dnu vrétila zpét k ptvod-
nim hodnotim. Ve vySe citovanych
studiich byla probiotika podavina
kratkou dobu, dalsi efekt sledovan ne-
byl. Tento nas ndlez neumime vysveét-
lit a bude tématem nasi dalsi prace.

Ovlivnéni stfevni mikrofléry by
mohlo ovlivnénim pH stolice ptiso-
bit teoreticky pfiznivé i na minimal-
ni jaterni encefalopatii (MJE), ktera
muize vyznamné ovlivnit kvalitu Zi-
vota a kazdodenni ¢innost nemocné-
ho. Jako MJE je oznacovana jinak ne-
vysvétlitelnd porucha kognitivnich
funkdi, jako je napf. zpomalena psy-
chomotorika, nedostatek pozornos-
ti, poruchy jemné motoriky a vnima-
vosti zrakovych vjemt detekovatelna
pouze specidlnimi neurofyziolo-
gickymi testy [18]. MJE je pfitomna
asi u 30-70 % nemocnych s jaterni
cirhézou bez jaterni encefalopatie
[19]. V nasi studii jsme MJE nalezli
u 68 %, coz je u horni popisované
hranice. A¢ bylo po probioticich po-
psano zlepseni MJE [14,20], v nasi
studii jsme tento nalez nepotvrdili,
byt pfedevsim u NCT doslo k jeho
snizeni. Pricinou bude patrné velmi
maly pocet nemocnych s néilezem
MJE v nasem souboru, ale urcity po-
dil mtZze mit i zvolené probiotikum.
Vhodnéjsi je patrné podani probioti-
ka obsahujictho pfimo Lactobacillus
sp., které nejen ze neprodukuji ured-
zu (tim dojde k vyraznéjsimu pokle-
su pH stolice), ale produkuyji i kyseli-
nu mlécnou a CO,.

Zaver

Escherichia coli Nissle (Mutaflor) po-
dand nemocnym s jaterni cirhdzou
vyznamné zlepsi stfevni osidleni,
véetné pritomnosti laktobacilil a bi-
fidobakterii. Jeji podavani snizi hla-
dinu endotoxinu a zlep$i funkéni
schopnost jater. Prestoze doslo ke
zlepSeni testu spojovani Cisel u ne-
mocnych s minimalni jaterni encefa-
lopatii, v nasem souboru nebyl tento
nélez statisticky vyznamny.

Prace byla podpofena Interni grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvi Ces-
ké republiky (NR 9116-3).

Literatura

1. Sood GK, Sarin SK, Mahaptra J et al.
Comparative efficacy of psychometric
tests in detection of subclinical hepatic

Vniti Lék 2006; 52(3) m——



—— WWW.VNitrnilekarstvi.cz

encephalopathy in nonalcoholic cirrho-
tics: search for a rational approach. Am
J Gastroenterol 1989; 84: 156-159.

2. Bauer TM, Schwacha H, Steinbruckner
B et al. Small intestinal bacterial over-
growth in human cirrhosis is associated
with systemic endotoxemia. Am J Gastro-
enterol 2002; 97: 2364-2370.

3. Murray P, Baron E, Phaller M. Manual
of clinical microbiology. Washington DC:
American Society for Microbiology 1999.
4. Metchnikoff E. Prolongation of life.
New York: Putnam 1908.

5. Déderlein A. Das Scheidensekret und
seine Bedeutung fuir das Puerperalfieber.
(The vaginal transsudate and its signifi-
cance for childbed fever.) Centralblatt
fur Bacteriologie 1892; 11: 699-700.

6. Cahn DR. Uber die nach Gram firbba-
ren Bacillen des Siulingsstuhles (Bacilli
of infant stools stainable according to
Gram.) Centralblatt fur Bakteriologie L.
Abteilung Originale 1901; 30: 721-726.
7. Lilly DM, Stillwell RH. Probiotics: growth
promoting factors produced by microorga-
nisms. Science 1965; 147: 747-748.

8. Fuller R. Probiotics in man and ani-
mals. ] Appl Bacteriol 1989; 66: 365-378.

9. Havenaar R, Ten Brink B, Huis in’t
Veld JHJ. Selection of strains for probio-
tic use. In: Fuller R (ed). Probiotics: the
scientific basis. London: Chapman and
Hall, 1992: 209-224.

10. Sartor RB. Probiotic therapy of in-
testinal inflammation and infections.
Curr Opin Gastroenterol 2005; 21:
44-50.

11. Fooks LJ, Gibson GR. Probiotics as
modulators of the gut flora. Brit ] Nutri-
tion 2002; 88: S39-S49.

12. Fri¢ P. Probiotika v gastroenterologii.
Akrudlni prehled. Ces a slov gastroent
a hepatol 2001; 55: 237-241.

13. Thalheimer U, Triantos CK, Samona-
kis DN et al. Recent advances in clinical
practice - Infection, coagulation and va-
riceal bleeding in cirrhosis. Gut 2005; 54:
556-563.

14. Liu Q, Duan ZP, Ha DK et al. Synbio-
tic modulation of gut flora: effect on mi-
nimal hepatic encephalopathy in pa-
tients with cirrhosis. Hepatology 2004;
39: 1441-1449.

15. Wu CD, Li MZ, Chen CL et al. Endo-
toxin-induced liver injury and plasma tu-
mor necrosis factor alfa, interleukin 6 le-

Vliv podani Escherichia coli Nissle (Mutaflor) na stfevni osidleni, endotoxemii, funkini stav jater a minimaini jaterni encefalopatii m——————

vel changes in rabbits. Chin J Dig 1995;
15:256-258.

16. Hai YZ, Hui JW, Zhi L et al. Intestinal
microflora in patients with liver cirrho-
sis. Chin J Dig Dis 2004; 5: 64-72.

17. Loguericio C, Federico A, Tuccillo C
et al. Beneficial effects of probiotic VSL#3
on parameters of liver dysfunction in
chronic liver diseases. ] Clin Gastroente-
rol 2005; 39: 540-543.

18. Brttha R, Marecek Z. Esencialni
fosfolipidy v 1é¢bé jaterni encefalopatie.
Vnitt Lék 2000; 46: 199-204.

19. Britha R, Marecek Z, Petrtyl J et al. Ja-
terni encefalopatie - komplikace jaterni
cirhézy. Praha: Medprint 2000.

20. Boca M, Vysko¢il M, Mikulecky M et
al. Komplexnd liecba chronickej hepa-
talnej encefalopatie doplnena probioti-
kom. Cas Lék Ces 2004; 143: 324-328.

doc. MUDr: Jan Lata, CSc.
www.fnbrno.cz
e-mail: jlata@fbrno.cz

Doruceno do redakce: 7. 12. 2005
Prijato po recenzi: 19. 12. 2005

www.kardiologickeforum.cz

219




