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BGD: brezglutenska dieta 
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ESPGHAN: Evropsko združenje za pediatrično gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano 

HLA: humani levkocitni antigen  
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IgA: imunoglobulini A 

IL: interlevkin  

IQR: interkvartilni razmik 

KVMK: kratkoverižne maščobne kisline 

TG2: tkivna transglutaminaza (tudi tTG) 

TNF-α: dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. tumor necrosis factor alpha) 

Tr1: T-regulatorne celice tipa  1   
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POVZETEK 

Celiakija je imunsko posredovana sistemska bolezen, ki je posledica uživanja glutena. Edini 

do sedaj učinkovit način zdravljenja je brezglutenska dieta (BGD), dosledno izvajanje le-te pa 

predstavlja težavo za mnoge osebe s celiakijo. Pri nekaterih osebah kljub strogi BGD 

simptomi bolezni vztrajajo in pri 40–50 % je vnetje še vedno prisotno. V več študijah je bilo 

ugotovljeno, da imajo osebe s celiakijo neravnovesno črevesno mikrobioto (povečan delež 

gramnegativnih bakterij in zmanjšan delež bifidobakterij), ki ima pomembno vlogo v 

patogenezi bolezni. Tudi po uvedbi BGD imajo te osebe še vedno zmanjšan delež 

bifidobakterij. Določene vrste Bifidobacterium breve so v in vitro študijah delovale 

protivnetno. 

 

Cilj doktorske disertacije je bil ugotoviti vpliv 3-mesečnega jemanja Bifidobacterium breve 

BR03 in B632 (v nadaljevanju probiotik) na provnetni citokin dejavnik tumorske nekroze alfa 

(TNF-α), protivnetni citokin interlevkin 10 (IL-10) v serumu in na raven kratkoverižnih 

maščobnih kislin (KVMK) v blatu pri otrocih s celiakijo na BGD. 

 

V raziskavo smo vključili 10 otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo, 49 otrok s celiakijo na 

BGD in 18 zdravih otrok. Otroke s celiakijo na BGD smo randomizirali v dve skupini. Prva 

skupina je 3 mesece prejemala probiotik, druga skupina pa placebo. Meritve citokinov TNF-α 

in IL-10 so potekale po navodilih proizvajalca z metodo kemiluminiscence na aparatu 

Immulite One. Iz vzorcev blata smo s pomočjo visokozmogljivostne tekočinske 

kromatografije analizirali ocetno, propionsko, masleno in mlečno kislino. Fermentacijski 

indeks ([ocetna kislina] – ([propionska kislina] + [n-maslena kislina]) / [skupne KVMK]) smo 

uporabili za prikaz vnetnega količnika KVMK. 
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Pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo po jemanju probiotika do značilnega znižanja TNF-α. 

Ob kontroli, 3 mesece po koncu jemanja probiotika, se je raven TNF-α ponovno značilno 

dvignila. Vrednosti IL-10 so bile pri večini otrok pod ravnjo kvantifiacije. Otroci z aktivno 

celiakijo so imeli značilno višje začetne vrednosti ocetne in propionske kisline v blatu v 

primerjavi z zdravimi otroki. Otroci s celiakijo na BGD so imeli značilno več propionske 

kisline v primerjavi z zdravimi otroki. Vrednosti mlečne kisline so bile pri večini otrok pod 

ravnjo kvantifikacije. Po jemanju probiotika ni prišlo do značilnih sprememb vrednosti 

KVMK v blatu. Fermentacijski indeks (FI) se je 3 mesece po koncu uživanju probiotika še 

značilno znižal, kar nakazuje zmanjšanje vnetja na ravni črevesja. 

 

Z raziskavo smo dokazali, da sta izbrana probiotična seva Bifidobacterium breve BR03 in 

B632 delovala protivnetno, saj so se po jemanju le-teh vrednosti TNF-α v serumu značilno 

znižale in nakazano se je znižal FI, ki ponazarja aktivnost kroničnega, s črevesno floro 

povezanega vnetja.   

 

Klju čne besede: celiakija, TNF-α, citokini, kratkoverižne maščobne kisline, črevesna 

mikrobiota, bifidobakterije 

 

UDK: 602.3:579.864:577.175.1:616.341-008.1-053.2(043.3) 
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Influence of probiotic Bifidobacterium breve BR03 administration on the 

level of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines and short-chain 

fatty acids in children with celiac disease  

 

ABSTRACT 

Celiac disease (CD) is an immune-mediated disorder triggered by ingestion of gluten. Gluten-

free diet (GFD) has so far proved to be the only effective treatment. Many patients with CD 

have problems with full compliance to GFD. Symptoms persist in some patients despite strict 

GFD and in 40–50 % of them inflammation is still present. Increasing evidence suggests that 

persons with CD have gut microbiota dysbiosis (increased number of Gram negative bacteria 

and decreased number of bifidobacteria), which play an important role in the disease 

pathogenesis. Even after a long-term treatment with GFD patients have a decreased number of 

bifidobacteria. Some strains of Bifidobacterium breve have shown in vitro anti-inflammatory 

effect on the gut level.  

 

The aim of doctoral dissertation was to investigate the influence of three months 

administration of Bifidobacterium breve BR03 and B632 (afterwards probiotic) on the pro-

inflammatory cytokine tumor necrosis factor alpha (TNF-α), anti-inflammatory cytokine 

interleukin 10 (IL-10) in serum and on the level of short chain fatty acids (SCFA) in faeces of 

children with celiac disease on GFD. 

 

Clinical study was conducted on 10 children with newly diagnosed active CD, 49 children 

with CD on GFD and 18 healthy children. Children with CD on GFD were randomized in two 

groups. The first group received probiotic for three months and the second group was 
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administered placebo. Measurements of cytokines TNF-α and IL-10 was performed according 

to the manufacturer’s instructions with chemiluminescent immunometric assay in Immulite 

One. Faecal samples were analyzed for acetic, propionic, butyric and lactic acid with high 

performance liquid chromatography. Fermentation index ([acetic acid] – ([propionic acid] + 

[n-butyric acid]) / [total SCFAs]) was used for the assessment of inflammatory status in the 

gut of patients.   

 

TNF-α levels were significantly decreased in children with CD on GFD after receiving 

probiotics for three months. At checkup, three months after the end of intervention with 

probiotics, TNF-α significantly increased again. IL-10 levels were below the detection level in 

most of the children. Children with an active CD had significantly higher baseline levels of 

acetic and propionic acid in faeces compared to healthy children. Children with CD on GFD 

had significantly higher baseline levels of propionic acid in faeces compared to the healthy 

children. Lactic acid levels were below detection level in most of the children. After probiotic 

administration there was no significant differences in individual SCFA levels in faeces. 

However, faecal fermentation index was significantly decreased three months after the end of 

probiotic intervention, suggesting a decrease of inflammation on the gut level. 

 

Our study has shown that selected B. breve strains have an anti-inflammatory effect. After 

administration of the probiotic, TNF-α levels in serum as well as faecal FI decreased, which 

represents chronical, gut microbiota-mediated inflammation. 

 

Key words: celiac disease, TNF-α, cytokines, short chain fatty acids, gut microbiota, 

bifidobacteria 

UDK: 602.3:579.864:577.175.1:616.341-008.1-053.2(043.3) 
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1. UVOD 

Celiakija je imunsko posredovana sistemska bolezen, ki je posledica uživanja glutena in 

sorodnih proteinov v pšenici, rži, ovsu in ječmenu pri genetsko predisponiranih osebah (1). Je 

ena najpogostejših kroničnih bolezni pri otrocih in odraslih. Pogostost bolezni v Evropi je 

okoli 1/200–1/100 prebivalcev (2). Naraščanja pojavnosti celiakije ne moremo v celoti 

pripisati zgolj boljši osveščenosti zdravnikov o bolezni, temveč tudi dejavnikom, ki so do 

sedaj še neznani (3).  

Pri bolnikih s celiakijo uživanje glutena povzroči kronično vnetje v mukozi proksimalnega 

dela tankega črevesa, kar vodi v izgubo normalne barierne funkcije črevesja in znake 

malabsorpcije. Značilne histopatološke spremembe v mukozi so intraepitelna limfocitoza, 

hiperplazija kript in vilusna atrofija (1). Bolezen poteka s simptomi in znaki na prebavilih 

(npr. dolgotrajna driska, trebušni krči, napihnjen trebuh, kronično zaprtje, bruhanje) ali/in 

zunajčrevesnimi simptomi (npr. slabokrvnost, nenapredovanje, nizka rast, zakasnela 

puberteta, osteoporoza, herpetiformni dermatitis, okvare sklenine, nevrološke motnje) oz. je 

asimptomatska (1,4). Celiakija se pogosto pojavlja z nekaterimi avtoimunimi boleznimi, kot 

so sladkorna bolezen tipa 1, avtoimuni tiroiditis, avtoimune bolezni jeter, juvenilni kronični 

artitis, z Downovim, Turnerjevim in Wiliamsovim sindromom ter imunoglobulin A (IgA) 

nefropatijo in pomanjkanjem IgA (1).   

Diagnoza celiakije se postavi po merilih Evropskega združenja za pediatrično 

gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESPGHAN) na podlagi značilne klinične slike, 

pozitivnih seroloških in genetskih markerjev ter znakov atrofije črevesne sluznice na 

histološkem pregledu. Biopsija tankega črevesa v določenih primerih po novih smernicah iz 

leta 2012 (1) ni potrebna, vendar se v večini primerov še vedno upošteva smernice iz leta 

1990 (5). 
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1.1. Patogeneza celiakije 

Celiakija je T-celično posredovana avtoimunska bolezen, ki jo sproži uživanje glutena in 

glutenu podobnih proteinov pri genetsko predisponiranih posameznikih. Nastane kot 

posledica kompleksne povezave genetskih, imunoloških in okoljskih dejavnikov (6). 

 

1.1.1. Genetski dejavniki 

Predpogoj za nastanek celiakije je genetska predispozicija za razvoj bolezni. To so pokazale 

tudi študije na dvojčkih. Konkordančni količnik med monozigotnimi dvojčki je 75 %, med 

dizigotnimi dvojčki 20 % in 10 % med sorodniki prvega kolena (7).  

Najbolj znana je povezava celiakije z aleli HLA (humani levkocitni antigen), ki so kodirani na 

šestem kromosomu (6p21.3). Genetski zapis HLA-DQ2 ima 90 % bolnikov s celiakijo, večina 

ostalih ima genetski zapis HLA-DQ8. Ta dva HLA-genotipa ima tudi 30 % splošne 

populacije, vendar samo 1–3 % ljudi razvije celiakijo (8). HLA-proteini so heterodimeri, 

sestavljeni iz α- in β-verige, in so lahko kodirani v cis (na istem kromosomu) ali trans (na 

dveh kromosomih) konfiguraciji. V populaciji najdemo dve konformaciji DQ2, DQ2.2 in 

DQ2.5. Večina bolnikov ima izoformo HLA-DQ2.5, ki je kodirana z α-verigo DQA1*0501 in 

β-verigo DQB1*0201. 5–12 % bolnikov nosi haplotip HLA-DR4; DQ8, ki je zapisan z 

DRB1*04, DQA1*0301; DQB1*0302 (9).  

Geni HLA-DQ predstavljajo 35 % genetskega tveganja, ostalo predstavljajo geni ne-HLA. 

Raziskovalci so nedavno v asociacijski študiji na celotnem genomu identificirali 39 lokusov 

ne-HLA (115 različnih genov), ki sodelujejo pri razvoju celiakije. Najmanj 28 lokusov ne-

HLA vklju čuje gene, ki so povezani z imunskim sistemom. Mnogi lokusi ne-HLA so skupni 

več avtoimunim boleznim (10).    
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1.1.2. Imunološki dejavniki 

Pri bolnikih s celiakijo izpostavljenost glutenu aktivira pridobljeni in prirojeni imunski sistem 

(slika 1). Peptidi glutena vstopijo v črevesno mukozo, kjer postanejo primarni substrat za 

tkivno transglutaminazo II (TG2, tudi tTG), ki nato deamidira ostanke glutamina v negativno 

nabito glutaminsko kislino. Negativni naboj peptidov glutena kot tudi prisotnost ostankov 

prolina omogočajo lažjo vezavo le-teh v peptidni žep kompleksa HLA-DQ2 na antigen 

predstavitvenih celicah (APC). Kompleksi HLA-DQ2/DQ8 na celicah APC vežejo in 

predstavijo peptide glutena celicam T CD4+ v lamini propriji, kar sproži Th1-usmerjen 

imunski odgovor z nastankom interferona gama (IFNy), ki nato poveča nastanek dejavnika 

tumorske nekroze alfa (TNF-α), in slednji igra ključno vlogo pri poškodbi črevesne mukoze 

(11). Za nastanek celiakije je ključnega pomena tudi aktivacija prirojenega imunskega 

sistema,  posredovanega z interlevkinom 15 (IL-15). Za IL-15 je značilno, da vpliva na 

povečanje intraepitelnih limfocitov s T-celičnim receptorjem (TCR) alfa/beta in limfocitov 

TCR gama/delta, ki delujejo citotoksično na epitelne celice, kar prispeva k poškodbi črevesne 

mukoze (12). Celice prirojenega imunskega sistema povečajo izražanje provnetnih citokinov, 

kar vpliva na povečano število limfocitov v lamini propriji in epiteliju, in to prispeva k 

popolni sliki bolezni (13). Posledica tega vnetnega odgovora je razgradnja matriksa, 

remodelacija mukoze, atrofija vilusov, hiperplazija celic kript in povišano število 

intraepitelnih celic (14). 
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Slika 1: Patogeneza celiakije. Slika povzeta po Schuppanu in Zimmerju (15). 
Legenda: MMP-matriks metaloproteinaze 
 

 

 

Vloga Th2-protivnetnih citokinov (interlevkinov IL-4, IL-6 in IL-10) v patogenezi celiakije ni 

popolnoma jasna, vendar ji pripisujejo imunoregulatorno vlogo na ravni mukoze (16–18). IL-

10 je pomemben imunomodulatorni citokin, ki deluje na APC z zaviranjem sinteze citokinov 

in zmanjšanim izražanjem kostimulatornih in MHC II molekul (19). IL-10 je v aktivni fazi 

celiakije povišan v serumu in se po prehodu na BGD značilno zniža (16). 

Raziskave so pokazale, da pride pri celiakiji do sistemskega vnetnega dogajanja, saj so poleg 

povišanih vrednosti citokinov na ravni črevesne mukoze povišane tudi serumske vrednosti 

citokinov (16–18, 20). Izsledki raziskav so tudi potrdili, da raven dviga posameznih citokinov 

sovpada z aktivnostjo bolezni. Po prehodu na BGD se nekateri povišani citokini vrnejo na 

bazalne vrednosti (16, 17, 20). 
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1.1.3. Dejavniki okolja 

Gluten  

Glavni okoljski dejavnik tveganja za nastanek celiakije je izpostavitev glutenu in glutenu 

sorodnim proteinom, ki se nahajajo v pšenici, piri, ječmenu, rži in ovsu. Gluten je skupno ime 

za več kot 50 različnih proteinov, ki jih glede na topnost delimo v dve skupini. Prvi so v 

alkoholu topni prolamini, ki jih v pšenici imenujemo gliadini, v ječmenu hordeini, v ovsu 

avenini in v rži sekalini. Drugo skupino glutenskih proteinov predstavljajo v kislinah topni 

proteini, ki jih v pšenici imenujemo glutenini (21). Študije so pokazale, da različni glutenski 

peptidi delujejo neposredno toksično na sluznico tankega črevesa ali sprožijo imunski 

odgovor. Zaenkrat največjo toksičnost pripisujejo α-gliadinu, ki ima največ imunogenih 

peptidov. Slednji so deamidirani v črevesju s pomočjo tTG, kar jim zagotavlja lažjo vezavo v 

žep na HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 na APC in stimulira tako prirojeni in pridobljeni imunski 

sistem (22).  

 

Ostali dejavniki 

Veliko ljudi zboli za celiakijo v odrasli dobi, kar nakazuje, da so za nastanek bolezni 

pomembni tudi dodatni dejavniki okolja (23). Mednje spadajo neravnovesna črevesna 

mikrobiota, način poroda, vrsta hranjenja po porodu, uporaba antibiotikov, infekcije (24). 

Veliko študij je opisovalo vpliv različnih infekcij (z adenovirusom, rotavirusom, 

enterovirusom, virusom hepatitisa C) na pojav celiakije pri genetsko predisponiranih pacientih 

(11, 25–28). Pri otrocih, rojenih poleti, je tveganje za nastanek celiakije večje. Po eni hipotezi 

so otroci, rojeni poleti, prvič izpostavljeni glutenu pozimi, ko je sočasno tudi večja možnost 

okužbe z virusi ali bakterijami (29).  
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1.2. Črevesna mikrobiota 

Črevesna mikrobiota vpliva na zdravje človeka preko delovanja na črevesno obrambno 

pregrado, imunsko funkcijo, absorpcijo hranil in potencialno preko neposrednega 

signaliziranja s črevesnim epitelijem. Ravnovesje med mikroorganizmi, prisotnimi v črevesju, 

je ključno pri vzdrževanju zdravja. Opisano je bilo, da je neravnovesna mikrobiota povezana s 

povečanim tveganjem za kronične vnetne črevesne bolezni, alergije, debelost, sladkorno 

bolezen, sindrom razdraženega črevesa in z antibiotiki povzročeno drisko (30).  

 

Črevesni mikrobiom spodbuja zorenje imunskega sistema in toleranco preko aktivacije 

imunskih odgovorov, za katere je značilno izražanje imunoglobulinov in citokinov, vključno z 

IL-8, IL-10, IL-17, IL-21, IL-22 in INF-γ (31, 32). Gastrointestinalni trakt je prekrit s slojem 

mukoznega glikokaliksa, v katerem strukture iz ogljikovih hidratov predstavljajo vezavna 

mesta za  bakterije. Podedovane razlike v izražanju ogljikovih hidratov lahko vodijo v 

kolonizacijo z določenim sevom bakterij. Tudi prisotnost določenih bakterijskih vrst lahko 

povzroči spremembe okolja, ki predisponirajo celiakijo neodvisno od genetskega ozadja preko 

izražanja ogljikovih hidratov (33).   

 

Olivares in sodelavci (24) so v nedavni študiji ugotovili, da genotip dojenčkov, rojenih v 

družinah s tveganjem za nastanek celiakije, vpliva na zgodnjo sestavo črevesne mikrobiote. 

Dojenčki z visokim tveganjem za razvoj celiakije (HLA-DQ2) imajo višji delež bakterij iz 

debel Firmicutes (vrste klostridiji) in Proteobacteria (enterobakterije) in manjši delež 

Actinobacteria (bifidobakterije in korineobakterij) kot tisti dojenčki z manjšim genetskim 

tveganjem (ne-HLA-DQ2/8-nosilci). Vsi dojenčki v tej študiji so bili rojeni vaginalno in 

hranjeni z materinim mlekom.  
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Neravnovesna mikrobiota pri bolnikih s celiakijo je opredeljena kot povečan delež škodljivih 

gramnegativnih bakterij (bakteroidete in enterobakterije) in zmanjšan delež koristnih 

grampozitivnih bakterij (bifidobakterij) (34–36). Neravnovesna mikrobiota pri otrocih s 

celiakijo se več kot 1 leto po uvedbi brezglutenske diete (BGD) le delno normalizira (zmanjša 

se število E. coli in stafilokokov) (34), saj imajo ti otroci še vedno nižje skupno število 

bifidobakterij v primerjavi z zdravimi kontrolami (37, 38). To lahko prispeva tudi k nepopolni 

obnovi črevesne imunske homeostaze pri teh bolnikih (37). Pri osebah s celiakijo, ki imajo 

kljub dalj časa trajajoči BGD še vedno gastrointestinalne težave, so ugotovili večje 

neravnovesje v črevesni mikrobioti, kot ga imajo posamezniki s celiakijo na BGD brez 

simptomov (39). 

 

1.2.1. Črevesna mikrobiota in imunski sistem   

In vitro študije in študije na živalih so pokazale, da neravnovesna črevesna mikrobiota 

bolnikov s celiakijo lahko potencialno poveča vnetni odgovor, povzročen z glutenom, in 

prispeva k povečani črevesni prepustnosti in translokaciji peptidov gliadina (40–42).  Medina 

in sodelavci (40) so v študiji ugotovili značilno višje koncentracije TNF-α in IFN-γ, ko so 

mononuklearne celice iz periferne krvi stimulirali z blatom pacientov z aktivno celiakijo in 

celiakijo na BGD, v primerjavi s kontrolami. Nasprotno so celice, stimulirane z blatom 

zdravih kontrol, sprožile povečano izražanje IL-10 v primerjavi s tistimi z aktivno celiakijo in 

celiakijo na BGD. Iz tega lahko sklepamo, da ima tudi črevesna mikrobiota vpliv na nastanek 

provnetnega črevesnega okolja, kot je tudi značilno za samo bolezen (16).  

 

1.2.2. Vpliv BGD na črevesno mikrobioto 

Način prehranjevanja je eden izmed glavnih okoljskih dejavnikov, ki vplivajo na sestavo 

črevesne mikrobiote. Tako tudi BGD vpliva na sestavo črevesne mikrobiote.  De Palma in 
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sodelavci (43) so raziskovali vpliv enomesečne BGD na sestavo črevesne mikrobiote in 

imunsko funkcijo pri zdravih odraslih. Zdravi odrasli so 1 mesec jedli običajno prehrano, 

izvzeti so bili samo brezglutenski izdelki. Po 1 mesecu so ugotovili značilno zmanjšanje 

bifidobakterij in laktobacilov ter povečanje oportunističnih patogenov (E. coli in 

enterobakterije). Te spremembe naj bi bile posledica z BGD povezanega značilnega 

zmanjšanega vnosa neškrobnih polisaharidov, saj ti prispejo neprebavljeni do distalnega dela 

kolona in predstavljajo glavno hrano za t. i. koristne bakterije v črevesni mikrobioti (44). Za 

bolnike z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD je tudi značilno zmanjšanje števila 

bifidobakterij in laktobacilov glede na gramnegativne bakterije (34–36). Te ugotovitve 

kažejo, da BGD še dodatno prispeva k zmanjšanju števila t. i. koristnih bakterij in tako ne 

prispeva k normalizaciji črevesne mikrobiote pri zdravljenih bolnikih s celiakijo (43). 

 

1.2.3. Vpliv BGD na imunski sistem 

De Palma in sodelavci so v isti študiji (43) preučevali tudi vpliv enomesečne BGD pri zdravih 

odraslih na izražanje citokinov v mononuklearnih celicah iz periferne krvi, ki so jih stimulirali 

z vzorci blata pred in po uvedbi BGD. Po uvedbi BGD je bilo izražanje TNF-α, IFN-γ, IL-8 in 

IL-10 značilno nižje kot pri posameznikih na standardni, gluten vsebujoči prehrani. BGD 

vpliva na generalno zmanjšanje bakterijsko vzpodbujenega nastanka citokinov in vitro, kar je 

posledica generaliziranega zmanjšanja vseh luminalnih bakterij v debelem črevesju. Brottveit 

s sodelavci (45) je v študiji raziskoval vpliv 3-dnevnega uživanja glutena (4 rezine kruha, ki je 

vseboval gluten) pri osebah s celiakijo na BGD. Po ponovnem uživanju glutena je tretji dan 

prišlo do značilnega porasta vrednosti TNF-α in IL-8 na ravni mukoze tankega črevesa, raven 

INF-γ pa se ni spremenil. Imunosupresivni vpliv, povezan z BGD, naj bi bil delno koristen za 

bolnike s celiakijo, ki so nagnjeni k imunskemu odgovoru Th1, vendar se lahko odraža na 

obrambnih in regulatornih mehanizmih bolnikov proti škodljivim antigenom in kroničnem 
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vnetju. To lahko pomeni, da so posamezniki na BGD bolj nagnjeni k naselitvi potencialno 

škodljivih bakterij in infekcijam, ki so lahko povezane s simptomi bolezni, ki vztrajajo kljub 

BGD. Iz tega lahko sklepamo, da bi za bolnike s celiakijo bilo koristno dietetično svetovanje s 

promocijo prehranjevanja s polisaharidi in tudi s probiotiki, ki bi presegli te razlike (46). 

 

1.3. Kratkoverižne maščobne kisline 

Sestavo črevesne mikrobiote je možno analizirati na več načinov:  

1. z identifikacijo in kvantifikacijo na stotine mikrobov v črevesju,  

2. z analizo produktov bakterijske presnove (microflora-associated characteristic-MAC) 

(47).  

 

Analiza črevesne mikrobiote iz blata je časovno potratna in draga metoda. Tjellström je 

predlagal, da se za iskanje razlik med posamezniki uporablja z mikrobioto povezane 

značilnosti (MAC). MAC so definirane kot zapis anatomskih, fizioloških, biokemičnih ali 

imunološki funkcij v organizmu, na katerega vpliva mikrobiota (48). Sedaj je splošno sprejeto 

dejstvo, da je opazovanje funkcije črevesne mikrobiote primeren način za študij črevesnega 

ekosistema (49). 

 

Kratkoverižne maščobne kisline (KVMK) so glavni bakterijski metaboliti, ki nastanejo po 

fermentaciji prehranskih vlaknin in odpornega škroba s specifičnimi črevesnimi anaerobnimi 

bakterijami. So nasičene maščobne kisline, ki imajo 6 ali manj ogljikovih molekul. Mednje 

spadajo ocetna kislina, propionska kislina, maslena kislina, valerična kislina in kaproična 

kislina (50). 
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1.3.1. Nastanek KVMK 

Enostavni sladkorji, kot sta glukoza in galaktoza, se absorbirajo v proksimalnem delu tankega 

črevesa. Prav tako se v črevesju hidrolizirajo nekatere vrste disaharidov do monosaharidov in 

škrob se razgradi do glukoze, ne morejo pa se hidrolizirati in uporabiti ostali polisaharidi. 

Tako pride velika količina neprebavljene hrane do distalnega dela prebavnega trakta. 

Neškrobni polisaharidi, nerazgradljivi oligosaharidi in odporni škrob se s pomočjo bakterij 

fermenirajo, pri čemer nastajajo plini in KVMK (slika 2) (49). Živila z visoko vsebnostjo 

fermentabilnih vlaknin so ječmen, oves, sadje in zelenjava. V manjši meri nastanejo KVMK 

pri presnovi proteinov iz hrane in endogenih proteinov, kot so mukus in epitelne celice (51). 

Predvidevajo, da so razvejane KVMK (i-maslena kislina, i-valerična kislina, i-kaproična 

kislina) metabolni produkt razgradnje proteinov in lipidov. Za nastanek KVMK so nujno 

potrebne specifične bakterije v debelem črevesju, kar dokazujejo študije na miših brez 

črevesnih bakterij (52).   
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Slika 2: Nastanek KVMK. Povzeto po Hooperju (49). 

 

Fermentacija poteka predvsem v proksimalnem delu debelega črevesja in nato so KVMK s 

transportom dostavljene proti distalnim delom debelega črevesja. Njihova koncentracija torej 

pada od proksimalnega (70-140 mM) proti distalnemu (20-70 mM) delu črevesja (53). Največ 

se tvori ocetne, propionske in maslene kisline. Njihovo molarno razmerje v črevesju je 60 : 25 

: 15 (ocetna : propionska : maslena kislina) (54), čeprav so njihovi deleži odvisni od prehrane, 

črevesne mikrobiote, mesta fermentacije in gostiteljevega genotipa (51). Večina KVMK 

nastane in se porabi v črevesju, majhen delež ocetne in propionske kisline prispe preko 

portalne vene do jeter, kjer se presnovijo, del ocetne kisline se sprosti v sistemski krvni obtok 

(55). 
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1.3.2. Merjenje KVMK 

Niti skupna vrednost KVMK niti posamezne KVMK v distalnem kolonu ne odražajo 

koncentracije v proksimalnem delu debelega črevesja (56). KVMK se absorbirajo in se 

transportirajo preko portalne vene do jeter in del le-teh, ki se ne absorbira, se posreduje 

drugim organom in tkivom za presnovo (57). Koncentracije KVMK v periferni krvi so zelo 

nizke in samo acetata je dovolj, da ga lahko izmerimo. Tudi količina KVMK v blatu ne 

odraža metabolnih procesov v črevesju v celoti, saj se kar 95 % nastalih KVMK absorbira in 

presnovi znotraj gostitelja. Meritve KVMK so koristne za nastanek sprememb v izločanju in 

ne nujno v produkciji, ker na fekalne KVMK vpliva stopnja same tranzicije. Kar pomeni, da 

fekalne koncentracije nenujno odražajo vrednosti v proksimalnem delu debelega črevesja. 

(58).  

1.3.3. Funkcija KVMK 

KVMK imajo poleg prehranske vrednosti tudi druge vloge v fiziologiji črevesja. So 

prevladujoči anioni v črevesni vsebini in znižujejo pH-vrednost vsebine debelega črevesa ter 

tako pomagajo vzdrževati naselitev črevesja s koristnimi bakterijami in preprečujejo naselitev 

škodljivih bakterij. Ta funkcija je pomembna, saj pripravijo epitelne celice za posredovanje 

primernega prirojenega imunskega odgovora na patogene in komenzalne bakterije in tako 

pomagajo preprečiti kronični črevesni vnetni odgovor na mikrobe in njihove produkte. V tem 

pogledu imajo protivnetno aktivnost pri regulaciji črevesnega vnetja (59). KVMK delujejo 

tudi protimikrobno z uravnavanjem osmotskega in pH-ravnovesja, privzema hranilnih snovi 

in proizvodnje energije (60). Spodbujajo tudi črevesni krvni obtok, absorpcijo vode in natrija 

iz črevesja ter vplivajo na diferenciacijo in proliferacijo epitelnih celic. Le-te dobijo 60–70 % 

energije iz KVMK, še posebej iz maslene kisline. Tako KVMK vplivajo na morfologijo in 

barierno funkcijo črevesja (61). Vpliv KVMK na imunski sistem so preučevali predvsem v 

študijah in vitro (62–69). Ugotovljen je bil protivnetni učinek KVMK (zlasti propionske in 
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maslene kisline), saj zmanjšajo nastanek provnetnih kemokinov, citokinov, zmanjšajo 

migracijo levkocitov in sprožijo apoptozo v limfocitih, makrofagih in nevtrofilcih (64). Tam, 

kjer je vnetje povzročeno z anaerobnimi bakterijami ali po izgubi črevesne epitelne 

integritete, lahko visoke koncentracije KVMK vodijo v zbiranje nevtrofilcev in povečanje 

vnetnega procesa (62, 68). Prevelika koncentracija KVMK povzroči poškodbo epitelija in 

poveča izražanje IL-2 in IFN-γ v mukozi črevesja (70). 

 

Do sedaj je malo znanega, kakšna je vloga posamezne KVMK. Ocetna kislina se iz črevesja 

hitro absorbira in transportira do jeter. Ob prisotnosti acetil-CoA sintetaze se v citosolu 

maščobnega tkiva in mlečnih žlez uporablja za lipogenezo (61). Izsledki študij so pokazali, da 

ocetna kislina v večjih koncentracijah deluje provnetno (62).  

Maslena kislina je najbolje raziskana KVMK, saj je v mnogih in vitro študijah pokazala 

pozitivne učinke na zdravje (51, 65–67). Večina absorbirane maslene kisline se presnovi v 

črevesnem epiteliju in predstavlja pomemben vir energije za kolonocite. Maslena kislina ima 

tudi številne druge funkcije, npr. zaviranje črevesne karcinogeneze, vnetja in oksidativnega 

stresa in izboljšanje funkcije črevesne bariere (51). Dokazano je bilo, da dodajanje maslene 

kisline per os zmanjša vnetje in mukozne lezije v eksperimentalnem modelu ulceroznega 

kolitisa (65). Vendar obstaja tudi nekaj nasprotujočih si študij, ki kažejo na negativni vpliv 

višjih koncentracij maslene kisline na permeabilnost in visceralno senzitivnost debelega 

črevesa (51). V blatu dojenih otrok najdemo majhne koncentracije maslene kisline (68). 

Nedavni dokazi namigujejo, da je povečana produkcija ali akumulacija KVMK lahko toksična 

za črevesno mukozo prezgodaj rojenih novorojenčkov in lahko ima vlogo v patogenezi 

neonatalnega nekrozantnega enterokolitisa (71). Maslena kislina v nizki koncentraciji 

vzdržuje barierno funkcijo črevesne stene preko vpliva na citokinski odgovor celic T- 

pomagalk (69).  
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Večina v črevesju proizvedene propionske kisline se absorbira in prehaja v portalno veno. 

Njena funkcija je zniževanje maščobnih kislin v jetrih in plazmi, zmanjševanje vnosa hrane z 

uravnavanjem teka, izboljšanje občutljivosti tkiv na inzulin. In vitro študije so pokazale, da 

ima propionska kislina protivnetne sposobnosti, vendar so te pogojene s koncentracijo, pH-

jem tekočine in vzrokom vnetja (72). Propionska kislina deluje tudi protimikrobno proti 

kolonizaciji gastrointestinalnega trakta s patogenimi bakterijami, kot je Salmonella, tako da 

zavira izražanje invazivnih genov v Salmonella typhimurium, ki so pomembni za invazijo in 

širjenje v črevesni epitelij (73).        

 

1.3.4. Celiakija in KVMK 

Pri bolnikih s celiakijo je s spremenjeno črevesno mikrobioto povezana tudi sestava KVMK. 

Tjellström je med prvimi preučeval presnovno funkcijo črevesne mikrobiote otrok s celiakijo. 

Pri novodkritih otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na BGD manj kot 1 leto, otrocih 

s celiakijo na BGD več kot 1 leto ter zdravih otrocih je ugotavljal razliko tako v posameznih 

vrednostih KVMK kot tudi v skupni vrednosti KVMK (tabela 1). Na novo odkriti otroci z 

aktivno celiakijo in otroci s celiakijo na BGD manj kot 1 leto so imeli višje vrednosti ocetne, 

i-maslene in i-valerične kisline ter skupnih KVMK v primerjavi z zdravimi kontrolami (47, 

74). Propionske in n-valerične kisline je bilo značilno več pri otrocih s celiakijo na BGD manj 

kot 1 leto kot pri zdravih otrocih (47). Pri otrocih s celiakijo, ki so bili na BGD več kot 1 leto, 

je bila tako skupna raven KVMK kot tudi raven posameznih KVMK enaka kot pri zdravih 

kontrolah. Tudi razmerje med tremi glavnimi KVMK, tj. ocetno, n-masleno in propionsko 

kislino, se je značilno razlikovalo med otroki z aktivno celiakijo in otroki s celiakijo na BGD 

več kot 1 leto (74). 

Da ima črevesna mikrobiota pomembno vlogo v patogenezi bolezni, kaže tudi študija na 

sorodnikih prvega kolena bolnikov s celiakijo, pri katerih je bila raven ocetne kisline in 
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skupnih KVMK nižja in raven maslene kisline v primerjavi z zdravimi odraslimi višja. Te 

ugotovitve kažejo, da imajo sorodniki prvega kolena »celiakoprotektivno« črevesno 

mikrobioto z zmanjšanim nastankom ocetne kisline in posamezniki s celiakijo »celiakogeno« 

črevesno mikrobioto (75). 

 

Tabela 1: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje med tremi glavnini KVMK pri 

otrocih z aktivno celiakijo, celiakijo na BGD  < 1 leto, celiakijo na BGD  > 1 leto in 

zdravimi kontrolami (74). 

 

 

Fermentacijski indeks  

Tjellström s sodelavci je za prikaz vnetne aktivnosti KVMK v črevesju izumil fermentacijski 

indeks (FI). FI prikazuje razmerje med domnevno provnetno KVMK, tj. ocetno kislino, in 

dvema protivnetnima KVMK, propionsko in masleno kislino, glede na skupno količino 

KVMK. Tjellström je FI uporabil pri Crohnovi bolezni in tudi celiakiji, saj je za obe bolezni 

značilno kronično gastrointestinalno mukozno vnetje (77). Nizek FI pomeni višjo protivnetno 

aktivnost in obratno – visok FI pomeni nižjo protivnetno aktivnost.  Pri na novo odkritih 

otrocih s celiakijo in tistih na BGD manj kot 1 leto je FI visok, kar kaže še na prisotno vnetje. 

Po enem letu na BGD se FI približa tistemu pri zdravih otrocih (74). FI bi nam lahko pomagal 

pri določanju aktivnosti kroničnega, s črevesno mikrobioto povezanega vnetja: 

 

 

���������	
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 (76). 

mmol/kg % mmol/kg % mmol/kg % mmol/kg %

ocetna kislina 71,6 67 69,1 69 30,9 55 27,8 51

propionska kislina 15,7 15 15,2 15 12,2 21 11,7 21

i -maslena kislina 2,5 2,4 2,4 1,7

n -maslena kislina 19,3 18 16,2 16 13,3 24 15,0 28

n -valerična kislina 3,3 3,1 2,9 2,1

i -valerična kislina 1,8 2,0 1,8 1,4

fermentacijski indeks 0,29 ± 0,03 0,33 ± 0,02 0,07 ± 0,06 0,05 ± 0,02

SKUPNE KVMK 114,2 108,0 63,5 59,7

Aktivna celiakija Celiakija na BGD < 1 leto Celiakija na BGD > 1 leto Zdravi
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1.4. Zdravljenje celiakije 

Edini do sedaj učinkovit način zdravljenja celiakije je BGD. Veliko študij je pokazalo, da 

imajo bolniki s celiakijo težave z doslednostjo pri držanju BGD, kar vodi do zapletov bolezni 

na številnih organih oz. organskih sistemih. Pri bolnikih s celiakijo je povišana pojavnost 

zunajčrevesnih avtoimunih bolezni, kljub temu da je primarni poškodovani organ mukoza 

tankega črevesja (78). Zelo neugoden zaplet je osteoporoza, prisotne so lahko ginekološke, 

hematološke in nevrološke motnje ter psihiatrične bolezni. Najresnejši zaplet je razvoj 

malignih bolezni, predvsem malignega limfoma tankega črevesa (79, 80).  

 

Čeprav se nekateri bolniki držijo stroge BGD, jih ima veliko še vedno simptome bolezni. 

Ponovna biopsija tankega črevesa pri otrocih s celiakijo, ki so imeli 2 leti po uvedbi BGD še 

vedno simptome bolezni, je pokazala pri 23 % intraepitelno limfocitozo in pri 15 % vilusno 

atrofijo (81). Študija na odraslih bolnikih s celiakijo je pokazala, da po 1 letu stroge BGD 

doseže popolno histološko obnovo sluznice tankega črevesa samo 66 % posameznikov (82). 

Študija na finskih odraslih bolnikih s celiakijo, ki so bili povprečno na BGD 11 let, je 

pokazala, da je intraepitelna limfocitoza na dolgi rok prisotna pri 40–50 % bolnikov (83). To 

je najverjetneje posledica nehotenega uživanja glutena, zato se je pojavila potreba po 

dodatnem zdravljenju celiakije.  

 

Z novimi načini zdravljenja celiakije se ukvarja veliko različnih študij. Pristop k zdravljenju 

na ravni črevesnega lumna vključuje proizvodnjo genetsko modificiranih žit brez glutena, 

fermentacijo glutena na netoksične komponente pri proizvodnji hrane, razgrajevanje glutena s 

pomočjo encimov ali probiotikov in vezavo glutena s pomočjo polimernih vezalcev. Na ravni 

črevesnega epitelija poteka razvoj modulatorjev tesnih stikov, blokatorjev transcelularnega 

transporta gliadina in blokatorjev IL-15, saj slednji vplivajo na povečanje števila 
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intraepitelnih limfocitov. Na ravni imunskega dogajanja v lamini propriji poteka razvoj 

zaviralcev TG2, blokatorjev komponent HLA-DQ2 ali HLA-DQ8, anticitokinske terapije, 

zaviralcev T- in B-celic, cepiva za vzpostavitev oralne tolerance na gluten in probiotikov za 

aktivno spreminjanje črevesne mikrobiote (84–88). 

 

Spremljanje odgovora na zdravljenje z BGD pri otrocih s celiakijo običajno temelji na 

prenehanju kliničnih simptomov in normalizaciji seroloških testov. Zadnje študije pri otrocih 

s celiakijo kažejo, da normalizacija seroloških markerjev ne sovpada vedno z obnovitvijo 

sluznice tankega črevesa (89, 90). Zlati standard za oceno uspešnosti zdravljenja je še vedno 

biopsija tankega črevesa, ki zaradi invazivnosti preiskave predstavlja težavo pri študijah novih 

načinov zdravljenja pri otrocih s celiakijo. Zato se raziskovalci poslužujejo različnih 

markerjev za določanje uspešnosti zdravljenja (91).    

 

1.4.1. Probiotiki 

Probiotiki so po definiciji Svetovne zdravstvene organizacije (WHO: ang. World Health 

Organization) in Organizacije za prehrano in kmetijstvo (FAO: ang. Food and Agriculture 

Organization) opredeljeni kot živi mikroorganizmi, ki ob zaužitju v zadostni količini 

pozitivno delujejo na zdravje (92).  

 

Probiotiki delujejo na treh ravneh: v lumnu črevesa, na ravni endotela in na sistemski imunski 

sistem in druge organe (slika 3) (93). V lumnu črevesa tekmujejo za vezavna mesta  s 

patogenimi bakterijami, porabljajo hranila za rast patogenih bakterij, izločajo protimikrobne 

snovi (vodikov peroksid, bakteriocini, organske kisline). Na ravni endotela okrepijo tesne 

stike med enterociti, povečajo nastajanje in izločanje sluzi in IgA ter uničujejo receptorje za 

toksine. Skupaj s komenzalno mikrobioto imajo probiotiki pomembno vlogo pri 
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vzpostavljanju imunskega ravnovesja (94). Imunomodulatorni učinek probiotikov so 

preučevali pri veliko avtoimunih boleznih. Probiotične bakterije lahko usmerijo imunski 

odgovor ali v Th1-provnetno smer ali v Th2-protivnetno smer, odvisno od vrste probiotičnih 

bakterij (95).  

 

 

Slika 3: Delovanje probiotikov. Slika povzeta po Rijkersu (93). 

 

Uporaba probiotikov je na splošno ocenjena kot varna (GRAS: ang. generally recognized as 

safe), saj so uporabljeni mikroorganizmi enaki tistim, ki se nahajajo v prebavilih zdravega 

človeka. GRAS je označba ameriške Administracije za hrano in zdravila (FDA: ang. Food and 

Drug Administration) in pomeni, da je neka dodana substanca s strani strokovnjakov 

spoznana kot varna (96). Evropska komisija za varnost živil (EFSA) pogosto objavlja seznam, 

kateri probiotiki spadajo med varna živila (Qualified Presumption of Safety status) (97).  
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Na pediatrični populaciji uporaba probiotikov iz leta v leto narašča. V različnih študijah so 

preučevali vpliv probiotikov za preprečevanje in zdravljenje nekaterih bolezni v otroški dobi.  

Dokazano učinkoviti so določeni probiotiki za zdravljenje akutnega infekcijskega 

gastroenteritisa, za preprečevanje in zdravljenje z antibiotiki povzročene driske, zdravljenje 

laktozne intolerance in atopijskega dermatitisa. Tudi rezultati raziskav, ki potrjujejo 

učinkovitost probiotikov pri kronični vnetni bolezni črevesja, sindromu razdražljivega 

črevesja in nekrozantnemu enterokolitisu, so obetavni, vendar jih je malo (98, 99). 

 

1.4.2. Predlagani potencialni pozitivni mehanizmi delovanja probiotičnih bakterij pri 

celiakiji 

Pri otrocih s celiakijo je bila v raziskavah dokazana neravnovesna črevesna mikrobiota, ki se 

po prehodu na BGD le delno normalizira (34–36). Otroci s celiakijo na BGD imajo še vedno 

manj bifidobakterij kot zdravi vrstniki. Uporaba potencialno koristnih bakterij (probiotikov) 

bi lahko pomagala vzpostaviti ponovno ravnovesje črevesne mikrobiote (37). 

 

In vitro analize so pokazale, da spremenjena mikrobiota (zlasti določene enterobakterije), 

izolirana iz blata ali bioptov duodenoma pri bolnikih s celiakijo, aktivira provnetne poti. 

Določene vrste bifidobakterij lahko zavirajo vnetne in toksične učinke, ki jih povzročajo 

izolirane enterobakterije in peptidi glutena (42, 100, 101). In vitro študije so pokazale, da 

nekatere vrste bifidobakterij sprožijo nizko produkcijo provnetnih citokinov, kot so IFN-γ, 

TNF-α, IL-2, in visoko produkcijo protivnetnih citokinov, kot so IL-10 (100, 102, 103). 

Potencialni probiotik bi tako vplival na uravnavanje pridobljenega in prirojenega imunskega 

odgovora. Študija na transgenskih miškah z izraženim DQ8 heterodimerom in celiakijo je 

pokazala, da pride po uživanju določenih vrst laktobacilov (Lactobacillus paracasei in L. 

fermentum) do neželenega dviga provnetnega citokina TNF-α in ob tem ne pride do dviga 
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protivnetnih citokinov IL-10 in IL-12 (104). Iz tega lahko povzamemo, da je potrebno 

pozitivno delovanje potencialnega probiotičnega seva preizkusiti najprej v predkliničnih 

študijah. 

 

Aloisio s sodelavci (105) je preučevala delovanje 46 vrst bifidobakterij proti patogenim 

bakterijam, odpornost proti antibiotikom ter adhezijo in citotoksični vpliv na človeške celice. 

Sposobnost vezave bakterij na črevesni epitelij je eden izmed najpomembnejših dejavnikov, 

ki vplivajo na zadrževanje bakterij v črevesju in preprečevanje njihove odstranitve s 

peristaltiko in adhezijo patogenih bakterij. Preučevali so tudi sposobnost različnih 

bifidobakterij, da promovirajo zdravo črevesno okolje, ki ga lahko opredelimo s povečano 

presnovno aktivnostjo in primernim imunskim odgovorom epitelnih celic. Študija je pokazala, 

da imajo te sposobnosti samo naslednje vrste bifidobakterij: 3 sevi Bifidobacterium breve in 

Bifidobacterium longum subsp. longum. B. breve BR03 se je izkazal za še posebej 

učinkovitega zaradi močne protimikrobne aktivnosti proti koliformnim bakterijam in 

sposobnosti vezave na celične linije črevesnega epitelija in hkrati za varnega, saj ne prenaša 

odpornosti na antibiotike in ne izraža citotoksičnih učinkov na črevesni epitelij.  

 

Mogna in sodelavci (106) so v kliničnem preizkusu preučevali zmožnost kolonizacije 

črevesne mikrobiote zdravih otrok s prehranskim dodatkom B. breve BR03 in B. breve B632 

v razmerju 1 : 1 in dnevnim odmerkom 2 × 108 CFU. Po tritedenskem jemanju izbranih 

probiotičnih sevov so ugotovljali značilno povečanje skupnih bifidobakterij v blatu in 

značilno zmanjšanje koliformnih bakterij (Escherichia, Klebsiella, Serratia, Vibrio, Yersinia, 

Pseudomonas) v blatu zdravih otrok. Podobno so Simone in sodelavci (107) ugotovili 

pozitiven vpliv B. breve B632 na zaviranje rasti enterobakterij v in vitro modelu, ki je 

stimuliral črevesno mikrobioto 2-mesečnega otroka s kolikami.  
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Dve nedavni študiji sta pokazali, da sevi Bifidobacterium breve modulirajo usmerjenost celic 

T proti Th2 in regulatornim celicam T 1 (Tr1) in vitro in in vivo. Celice Tr1 so potrebne za 

vzpostavitev črevesne homeostaze celic T CD4+ (108, 109). Disregulacija celic Tr1 naj bi 

bila pomembna v patogenezi avtoimunih bolezni pri ljudeh (110). 

 

Probiotični sevi B. breve so pridobili od Evropske komisije za varnost živil status varnih živil 

(97). Vpliv različnih sevov bifidobakterij in laktobacilov na imunski odgovor v provnetnem 

okolju pri celiakiji se v študijah ex vivo in in vivo preučuje na živalskih modelih 

preobčutljivosti na gluten (40, 101, 104). Do sedaj sta bila objavljena 2 klinična preizkusa s 

probiotiki pri bolnikih s celiakijo. Smecuol in sodelavci (111) so preučevali vpliv 3-

tedenskega uživanja Bifidobacterium infantis pri odraslih bolnikih z na novo odkrito 

nezdravljeno celiakijo, ki so v času študije uživali običajno glutensko prehrano. Dokazali so 

blago zmanjšanje nekaterih simptomov bolezni (zaprtje in prebavne motnje).  Izbrani 

probiotik ni vplival ne na zmanjšanje driske in bolečine v trebuhu ne na črevesno prepustnost 

in serumsko raven nekaterih provnetnih citokinov in kemokinov.  Niso pa ugotovili vpliva na 

imunski sistem ali na permeabilnost sluznice črevesa. Olivares in sodelavci (112) so 

preučevali vpliv 3-mesečnega uživanja seva Bifidobacterium longum CECT 7347 skupaj z 

BGD pri otrocih s celiakijo. Pri tistih, ki so uživali probiotik, so ugotavljali znižanje perifernih 

limfocitov T CD3+, neznačilno znižanje TNF-α, zmanjšano število bakterij skupine 

Bacteroides fragilis in zmanjšano vsebnost sIgA v blatu. 

  

V naši raziskavi smo se na podlagi rezultatov in vitro študije (105) odločili za preučevanje 

delovanja probiotičnega seva B. breve BR03. Dobavitelj probiotičnega seva (Probiotical 

S.p.A) je imel dobre izkušnje še s sevom B. breve B632 in nam je ponudil izbran probiotični 

sev B. breve BR03 v kombinaciji z B. breve B632 (v razmerju 1 : 1). V kasneje objavljeni 
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raziskavi sta se omenjena probiotična seva pri zdravih otrocih izkazala za učinkovita v 

kolonizaciji črevesja, saj se je v blatu značilno povišalo število bifidobakterij in zmanjšalo 

število gramnegativnih bakterij (106). Dodatno je še ena kasneje objavljena raziskava (107)  

potrdila da, B. breve B632 vpliva na zaviranje rasti enterobakterij in vitro. 
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1.5. Namen doktorske disertacije 

Doslej je bilo opravljenih nekaj in vitro študij različnih probiotičnih sevov na celičnih 

modelih celiakije in in vivo študij na genetsko modificiranih živalih ter 2 klinična preizkusa 

uporabe probiotikov pri osebah s celiakijo (40,100–103,111–113). V našem kliničnem 

preizkusu smo pri otrocih s celiakijo prvi preverili delovanje probiotičnih sevov 

Bifidobacterium breve BR03 in B632 in njihovo delovanje na raven protivnetnih in 

provnetnih citokinov v serumu in na sestavo in količino KVMK v blatu.  

Namen doktorske disertacije je: 

– preučiti znanstveno literaturo o delovanju probiotičnih sevov kot dopolnilno 

zdravljenje celiakije; 

– ugotoviti vpliv izbranih probiotičnih sevov Bifidobacterium breve BR03 in B632 na 

imunski sistem pri otrocih s celiakijo na BGD; 

– ugotoviti vpliv izbranih probiotičnih sevov Bifidobacterium breve BR03 in B632 na 

sestavo kratkoverižnih maščobnih kislin pri otrocih s celiakijo. 

 

1.5.1. Teze doktorske disertacije 

– Izbrana probiotična seva Bifidobacterium breve BR03 in B632 povišata protivnetni 

citokin IL-10 in znižata provnetni citokin TNF-α pri otrocih z aktivno celiakijo in 

otrocih s celiakijo, ki so na BGD. 

– Fermentacijski indeks kratkoverižnih maščobnih kislin se po jemanju izbranih 

probiotičnih sevov Bifidobacterium breve BR03 in B632 pri otrocih z aktivno celiakijo 

in otrocih s celiakijo na BGD zniža.  

– Izbrana probiotična seva Bifidobacterium breve BR03 in B632 znižata raven ocetne in 

propionske kisline in povišata raven maslene kisline v blatu pri otrocih z aktivno 

celiakijo in otrocih s celiakijo na BGD. 
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2. PREISKOVANCI IN METODE 

2.1. Preiskovanci  

V klini čno raziskavo smo vključili otroke z aktivno celiakijo in otroke s celiakijo na BGD, ki 

so se v obdobju od junija 2013 do junija 2014 zdravili na Kliniki za pediatrijo Univerzitetnega 

kliničnega centra (UKC) Maribor oz. so prihajali na redni pregled v gastroenterološko 

ambulanto Klinike za pediatrijo UKC Maribor. V raziskavo smo vključili tudi zdrave otroke. 

 

Kriteriji za vključitev otrok z aktivno celiakijo v klinično raziskavo: 

– starost 1–18 let, 

– na novo diagnosticirana celiakija na podlagi ESPGHAN-ovih kriterijev (1, 5), 

– ob začetku raziskave so na običajni glutenski prehrani, nato po odvzemu vzorcev krvi 

in blata prehod na BGD, 

– odsotnost drugih akutnih ali kroničnih bolezni, 

– niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vsaj 1 mesec pred pričetkom raziskave. 

 

 Kriteriji za vključitev otrok s celiakijo na BGD v klinično raziskavo: 

– starost 1–18 let, 

– diagnoza celiakije postavljena na podlagi ESPGHAN-ovih kriterijev (novi, stari), 

– na BGD 6 mesecev ali več, 

– odsotnost drugih akutnih ali kroničnih bolezni, 

– niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vsaj 1 mesec pred pričetkom raziskave. 

 

Kriteriji za vključitev zdravih otrok za kontrolno skupino: 

– starost 1–18 let, 

– odsotnost akutnih ali kroničnih bolezni, 

– niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vsaj 1 mesec pred pričetkom raziskave. 
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Otroke z aktivno celiakijo smo zbirali prospektivno v času trajanja raziskave (1 leto). Po 

postavitvi diagnoze celiakije in vključitvi v raziskavo smo jim dodelili probiotik oz. placebo 

po metodi enostavne randomizacije z 1 : 1 alokacijo. To metodo smo uporabili, saj nismo 

vedeli, koliko bo v tem času na novo odkritih otrok s celiakijo, in tako smo preprečili 

neenakomerno število dodeljenega probiotika oz. placeba. 

 

Otroke s celiakijo na BGD smo randomizirali v dve skupini; ena skupina je prejemala izbrani 

probiotik, druga pa placebo. Randomizacijo smo izvedli s pomočjo računalniškega programa, 

dosegljivega na spletni strani http://www.randomization.com. Randomizirano alokacijsko 

zaporedje je bilo generirano z bloki po 8. Paketi probiotika ali placeba so bili označeni s 

številčno kodo, tako da preiskovanci in raziskovalci niso vedeli, ali uživajo probiotik ali 

placebo.   

 

K sodelovanju v raziskavi smo povabili zdrave otroke, ki smo jih vključili v kontrolno 

skupino. To so bili predvsem otroci prijateljev in znancev raziskovalke.  

 

Starši oz. zakoniti zastopniki otrok so bili podrobno seznanjeni z raziskavo in podpisali 

obrazec za prostovoljno sodelovanje v raziskavi. Za sodelovanje v raziskavi niso prejeli 

nobenega denarnega ali kakršnega koli drugega nadomestila. Seznanjeni so bili z dejstvom, da 

lahko iz raziskave kadar koli izstopijo. Varovanje podatkov smo zagotovili v skladu z 

Zakonom o varstvu osebnih podatkov.  

Za klinično raziskavo je bilo pridobljeno soglasje s strani Komisije Republike Slovenije za 

medicinsko etiko, KME 44/11/12, 19/03/13 (Priloga 1). Klinična raziskava je bila registrirana 

v bazo kliničnih raziskav na spletni strani https://www.clinicaltrials.gov (registracijska 

številka: NCT02244047). 



 

 
 

2.2. Potek raziskave: 

Otroke z aktivno celiakijo smo vklju

začetkom zdravljenja z BGD. Otroke

kontrolo, smo vključili v študijo.

smo jih vključili v kontrolno skupi

 

Preiskovanci so bili razvrščeni v naslednje skupine:

1. skupina: otroci z aktivno celiakijo

2. skupina: otroci z aktivno celiakijo, ki so 3

3. skupina: otroci s celiakijo

4. skupina: otroci s celiakijo

5. skupina: zdravi otroci (kontrolna skupina).

 

Shema 1: Potek raziskave. 

Otroke z aktivno celiakijo sm

ESPGHAN-ovih kriterijev (1, 

celiakije odvzeli tudi kri za določ

 

Otroke z aktivno celiakijo smo vključili  v študijo ob potrditvi diagnoze celiakije in pred 

etkom zdravljenja z BGD. Otroke s celiakijo na BGD, ki so prišli na redno ambulantno 

čili v študijo. K sodelovanju v raziskavi smo povabili zdrave otroke, ki 

ili v kontrolno skupino. 

čeni v naslednje skupine: 

z aktivno celiakijo, ki so 3 mesece uživali izbrani probiotik;

otroci z aktivno celiakijo, ki so 3 mesece uživali izbrani placebo;

s celiakijo na BGD, ki so 3 mesece uživali izbrani probiotik

s celiakijo na BGD, ki so 3 mesece uživali placebo; 

(kontrolna skupina). 

mo vključili v študijo takoj po postavitvi diagnoze na podlagi 

(1, 5). Hkrati smo ob odvzemu krvi za diagnosti

kri za določitev citokinov TNF-α in IL-10. Dodatno smo vzeli še vzorec 

26 

ob potrditvi diagnoze celiakije in pred 

, ki so prišli na redno ambulantno 

K sodelovanju v raziskavi smo povabili zdrave otroke, ki 

esece uživali izbrani probiotik; 

mesece uživali izbrani placebo; 

uživali izbrani probiotik;  

 

 

v študijo takoj po postavitvi diagnoze na podlagi 

diagnostične preiskave 

10. Dodatno smo vzeli še vzorec 
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blata za analizo KVMK. Ob prvem jemanju vzorcev blata in krvi so preiskovani še uživali 

običajno glutensko prehrano, nato so prešli na BGD. Po že opisanem postopku randomizacije 

so prejeli probiotik ali placebo. Preiskovanci so probiotik oz. placebo uživali v obliki praška, 

ki so ga raztopili v mlačni vodi, čaju ali soku in ga 3 mesece jemali zjutraj pred zajtrkom. 

Starši so dobili tudi posodice za blato in navodila za shranjevanje in transport blata. 

 

Otroke s celiakijo na BGD, ki so prišli na redno ambulantno kontrolo, smo vključili v študijo. 

Otroke smo klinično pregledali in pridobili podatke, ali se držijo BGD in ali imajo simptome 

celiakije. Nato so diplomirane medicinske sestre Klinike za pediatrijo odvzele kri za serološke 

teste (EMA, tTG) za celiakijo, za citokina TNF-α in IL-10 in ostale redne preiskave 

(kompletna in diferencialna krvna slika, železo, feritin, vitamin D, kalcij, fosfat, alkalna 

fosfataza, ščitnični hormoni). Starši so dobili tudi posodice za blato in navodila za 

shranjevanje in transport blata. Preiskovanci so probiotik oz. placebo uživali v obliki praška, 

ki so ga raztopili v mlačni vodi, čaju ali soku in ga 3 mesece jemali zjutraj pred zajtrkom. 

 

Starše otrok, vključenih v raziskavo, smo prosili, naj v času trajanja študije opazujejo 

spremembe v odvajanju blata in pojav gastrointestinalnih ali drugih težav. Prav tako smo jim 

svetovali, da v času trajanja študije ne spreminjajo otrokovih prehranskih navad. Ob vsakem 

kontrolnem obisku v ambulanti (čez 3 in 6 mesecev) smo otroke klinično pregledali in 

izključili akutno bolezensko stanje. Nato smo odvzeli kri za citokine. Blato so po navodilih 

prinesli s seboj. 

 

Zdrave otroke smo ob vsaki kontroli klinično pregledali in izprašali o preteklih akutnih 

bolezenskih stanjih ter uživanju antibiotikov. Prav tako smo jim ob kontroli odvzeli kri za 

citokine, s seboj so prinesli tudi blato. Otroci so oddali kri in blato za analizo do 3-krat.  
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2.3. Metode 

2.3.1. Probiotično prehransko dopolnilo 

Probiotični sev smo izbrali na podlagi pregleda znanstvene literature. Probiotično prehransko 

dopolnilo z izbranim probiotičnim sevom in placebo nam je brezplačno dobavilo podjetje 

Probiotical S.p.A (Italija). Probiotično prehransko dopolnilo je bilo pripravljeno v obliki 

prahu, pakirano v paketke in je vsebovalo maltodekstrin ter mešanico dveh liofiliziranih 

probiotičnih sevov, in sicer 50 % Bifidobacterium breve BR03 in 50 % Bifidobacterium breve 

B632 v dnevni dozi 2 × 109 CFU/3 g praška. Placebo je bil prav tako pripravljen v obliki 

prahu, pakiran v paketke in je vseboval maltodekstrin. Preiskovanci so prašek, vmešan v 

mlačni napitek,  zaužili zjutraj pred zajtrkom. Proizvajalec je zagotovil analize in specifikacije 

proizvoda ter poskrbel za šifriranje placeba oz. probiotika.  

  

2.3.2. Vzorci periferne krvi in analiza citokinov  

Diplomirane medicinske sestre Klinike za pediatrijo UKC Maribor so ob vsaki kontroli poleg 

ostalih rutinskih preiskav krvi preiskovancem odvzele dodatno do 4,5 ml krvi iz periferne 

vene za analizo citokinov. Vzorce krvi smo dostavili Oddeleku za laboratorijsko diagnostiko 

UKC Maribor. Tam so vzorce krvi najprej centrifugirali 10 minut pri 800 x g, nato so jih 

razdelili v alikvote in jih do analize shranili v zamrzovalniku na –85°C. Analiza citokinov 

TNF-α in IL-10 je potekala po navodilih proizvajalca z metodo kemiluminiscence na aparatu 

Immulite One (Siemens Healthcare Diagnostis). Rezultati so bili podani v pg/ml. Spodnja 

meja za kvantifiacijo TNF-α je bila 4 pg/ml, za IL-10 pa 5 pg/ml.  
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2.3.3. Analiza blata za vsebnost KVMK 

Starši so dobili posodice za blato, dodatno posodico za hladen transport blata in navodila. 

Takoj po odvzemu so vzorca blata shranili v zamrzovalnik in ga nato s pomočjo posode za 

hladen transport prinesli ob vsaki kontroli s seboj. Blato smo nato hranili v zamrzovalniku na 

–20°C do analize KVMK. Analiza KVMK iz blata je potekala v laboratoriju Katedre za 

mikrobiologijo, biokemijo, molekularno biologijo in biotehnologijo Fakultete za kmetijstvo in 

biosistemske vede Univerze v Mariboru s pomočjo visokozmogljivostne tekočinske 

kromatografije (HPLC). Analiza je bila narejena po metodi, ki so jo objavili Torii s sodelavci 

(114). Maščobne kisline smo najprej derivatizirali v hidrazide, ki smo jih ločili s pomočjo 

reverznofazne kromatografije in detektirali z detektorjem UV-VIS. Nato smo za posamezne 

KVMK naredili umeritvene krivulje glede na interne standarde. Analizirali smo ocetno 

kislino, propionsko kislino, n-masleno kislino in mlečno kislino. Rezultati so bili podani v 

μmol/g mokre teže. 

 

2.4. Statistična obdelava podatkov 

Za statistično analizo smo uporabili programsko orodje SPSS Statistics 21.0 (IBM, Armonk, 

New York). Porazdelitev podatkov in normalnost smo preverili z uporabo Kolmogorov-

Smirnovega testa ali Shapiro-Wilkovega testa. Glede na nenormalno porazdelitev podatkov 

smo uporabili samo neparametrične statistične teste. Od neparametričnih testov smo uporabili 

Mann-Whitneyev U-test in parni Wilcoxonov test predznačenih rangov. Ničelne domneve 

smo zavračali s 5 % tveganjem. Statistično značilno razliko smo upoštevali pri vrednosti p ≤ 

0,05. 
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3. REZULTATI 
 

Vključitvene kriterije za klinično raziskavo je izpolnjevalo 10 otrok z aktivno celiakijo, 49 

otrok s celiakijo na BGD in 18 zdravih otrok za kontrolno skupino. Zaradi sočasne akutne 

bolezni, ugotovljene ob pregledu, smo iz analize rezultatov izključili 2 otroka z aktivno 

celiakijo, ki sta prejemala probiotik, 2 otroka s celiakijo na BGD (enega iz skupine, ki je 

prejemala probiotik, in enega iz skupine, ki je prejemala placebo) smo izključili iz raziskave, 

ker se nista udeležila kontrolnih pregledov. Dodatno smo izključili iz analize enega otroka s 

celiakijo na BGD iz skupine, ki je prejemala probiotik, zaradi akutne bolezni, ugotovljene ob 

kontrolnem pregledu. Prikaz otrok, dodeljenih v posamezne skupine, prikazuje shema 2. 

 

Klini čno raziskavo je tako zaključilo 8 otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo (od tega so 3 

otroci prejemali probiotik, 5 jih je prejemalo placebo), 46 otrok s celiakijo na BGD (od tega je 

22 otrok prejemalo probiotik in 24 otrok placebo) in 18 zdravih otrok iz kontrolne skupine.  

 

Predvidevali smo, da bomo v času trajanja raziskave (1 leto) zbrali v skupino otrok z na novo 

odkrito aktivno celiakijo vsaj 20 ali več otrok, ki bi po začetku zdravljenja z BGD sočasno 

uživali še probiotik oz. placebo. Študijo je zaključilo 8 otrok z na novo odkrito aktivno 

celiakijo, od katerih jih je 5 uživalo placebo in 3 probiotik. Zato smo te otroke združili v eno 

skupino (otroci z aktivno celiakijo) in za statistično analizo upoštevali samo začetne 

(izhodiščne) vrednosti citokinov in KVMK iz te skupine otrok.  
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Tabela 2: Osnovne značilnosti otrok, ki so zaključili raziskavo. 

 

Rezultati so podani kot povprečne vrednosti ± standardna deviacija. 
 

Osnovne značilnosti otrok, vključenih v raziskavo, so prikazane v tabeli 2. Med skupinama 

otrok s celiakijo na BGD, ki so prejemali placebo oz. probiotik, nismo opazili statistično 

značilnih razlik v spolu, povprečni starosti in trajanju BGD.  

 

V nobeni od skupin nismo beležili neželenih stranskih učinkov uživanja probiotika oz. 

placeba. Namen naše raziskave ni bil oceniti zdravstveno stanje oz. simptome otrok s 

celiakijo, zato smo spremembe zdravstvenega stanja otrok ovrednotili samo na podlagi 

pogovora s starši in otroki.  Po pripovedovanju staršev so bili nekateri otroci s celiakijo na 

BGD, ki so uživali probiotik, bolj zdravi kot v preteklih sezonah (raziskava je potekala 

pozimi, v času okužb dihal). Probiotik je tudi vplival na motiliteto GIT nekaterih otrok, spet 

drugi so bili manj zaprti. Pri otrocih, ki so uživali placebo, starši niso opažali sprememb v 

zdravju. Teh opažanj nismo statistično opredelili, saj nismo imeli izdelanega 

standardiziranega vprašalnika, ki bi ga uporabili ob vsakem pregledu. 

 

Aktivna celiakija Placebo skupina Probiotik skupina Zdravi otroci
Št. oseb 8 24 22 18
Spol (M/Ž) 1 / 7 10 / 14 6 / 16 7 / 11
Starost (leta) 6,6 ± 5,8 10,8 ± 5,0 10,4 ± 4,2 8,8 ± 6,0
Trajanje BGD (leta) /  7,1 ± 5,5  5,6 ± 3,7  /
Doslednost za BGD / 80% 91% /
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Shema 2: Vključitev otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo, s celiakijo na BGD in zdravih otrok v raziskavo. 

 

 

  



 

 
 

3.1. Rezultati analize citokina 

3.1.1. Primerjava začetnih vrednosti TNF

 

Graf 1: Začetne vrednosti TNF

BGD in zdravih otrocih. 

Rezultati so prikazani kot mediane in interkvartilni razmiki (IQR)

 

Najvišje začetne vrednosti TNF

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih so bile podobne. 

na BGD randomizirani v dve sku

je prejela placebo, je med obema skupinama otrok bila zna

vrednosti TNF-α. V skupini, ki je prejela

vrednosti TNF-α v primerjavi s skupino

Pri otrocih s celiakijo smo preverjali tudi doslednost pri izvajanju BGD s pomo

in spremljanja seroloških markerjev za celiakijo. Glede na pozitivne markerje z

anamnezo o uživanju glutena sm

ki je prejela probiotik, in 80 % komplianco v skupini

Rezultati analize citokina TNF-α 

četnih vrednosti TNF-α 

TNF-α pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na 

 

mediane in interkvartilni razmiki (IQR). Statistično značilnih razlik ni bilo.

etne vrednosti TNF-α so imeli otroci z aktivno celiakijo. Vrednosti TNF

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih so bile podobne. Čeprav so bili otroci s celiakijo 
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, je med obema skupinama otrok bila značilna razlika (p

, ki je prejela probiotik, so imeli otroci znač

 v primerjavi s skupino, ki je prejela placebo. 

Pri otrocih s celiakijo smo preverjali tudi doslednost pri izvajanju BGD s pomo

in spremljanja seroloških markerjev za celiakijo. Glede na pozitivne markerje z

živanju glutena smo ugotavljali 91 % doslednost pri izvajanju 

in 80 % komplianco v skupini, ki je prejela placebo. Med posameznimi 
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pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na 

čilnih razlik ni bilo. 

 so imeli otroci z aktivno celiakijo. Vrednosti TNF-α pri 

eprav so bili otroci s celiakijo 

probiotik, in skupino, ki 

ilna razlika (p = 0,015) v začetni 

so imeli otroci značilno višje začetne 

Pri otrocih s celiakijo smo preverjali tudi doslednost pri izvajanju BGD s pomočjo anamneze 

in spremljanja seroloških markerjev za celiakijo. Glede na pozitivne markerje za celiakijo in 

o ugotavljali 91 % doslednost pri izvajanju  BGD v skupini, 

placebo. Med posameznimi 



 

 
 

bolniki s celiakijo nismo ugotavljali statisti

serološkimi markerji za celiakijo in povišanimi vrednostmi TNF

 

3.1.1.1. Razlike v začetnih vrednostih citokina TNF

 

Graf 2: Začetne vrednosti TNF

leto in več kot 1 leto 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

 

Vse otroke s celiakijo na BGD (iz skupine

placebo) smo za namene statistič

in tiste, ki so bili na BGD več

novo formiranih skupin. Začetna povpre

enaka. 

  

s celiakijo nismo ugotavljali statistično značilne povezave med pozitivnimi 

serološkimi markerji za celiakijo in povišanimi vrednostmi TNF-α. 

četnih vrednostih citokina TNF-α glede na trajanje BGD

vrednosti TNF-α pri otrocih s celiakijo, ki so bili na BGD manj kot 1 

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Vse otroke s celiakijo na BGD (iz skupine, ki je prejela probiotik, in skupine

placebo) smo za namene statistične analize razdelili na tiste, ki so bili na BGD manj kot

in tiste, ki so bili na BGD več kot 1 leto. Primerjali smo začetne vrednosti TNF

četna povprečna vrednost TNF-α v obeh skupinah je bila skoraj 
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3.1.2. Sprememba vrednosti 

probiotika oz. placeba

 

Graf 3: Spremembe vrednosti TNF

celiakijo na BGD. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

parni Wilcoxonov test predznačenih rangov

 

V skupini otrok s celiakijo na BGD so se vrednosti TNF

značilno znižale (p = 0,020) glede na za

probiotikom so se vrednosti TNF

uživanja placeba so se vrednosti TNF

vrednostmi.  

 

Sprememba vrednosti TNF-α pri otrocih s celiakijo na BGD po u

probiotika oz. placeba 

Spremembe vrednosti TNF-α po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p <

čenih rangov.  

V skupini otrok s celiakijo na BGD so se vrednosti TNF-α po zaključku uživanja probiotika 

= 0,020) glede na začetne vrednosti. 3 mesece po zaklju

probiotikom so se vrednosti TNF-α ponovno značilno dvignile (p = 0,024). Ob zaklju

uživanja placeba so se vrednosti TNF-α neznačilno dvignile v primerjavi z za
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3.1.2.1. Spremembe vrednosti TNF

trajanje BGD 

Za namene statistične analize smo spremembe vrednosti TNF

placeba primerjali v obeh skupinah otrok

kot 1 leto). Razlike so prikazane v grafu 4 in grafu 5.

 

 Graf 4:  Spremembe vrednosti TNF

celiakijo na BGD < 1 leto. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

parni Wilcoxonov test predznačenih rangov
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36 

o uživanju probiotika oz. placeba  glede na 

živanju probiotika oz. 

tudi glede na trajanje BGD (manj kot 1 leto ali več 

. placeba pri otrocih s 

 

(p < 0,05) smo uporabili 

ku jemanja probiotika vrednosti 

ilno znižale, medtem ko so se v skupini, ki je uživala placebo, 

ku uživanja probiotika so se vrednosti 

le. V skupini otrok s celiakijo na BGD, ki je uživala probiotik, je 

0,046). 



 

 
 

Graf 5: Sprememba vrednosti TNF

celiakijo na BGD > 1 leto. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

parni Wilcoxonov test predznačenih rangov

 

Ob zaključku jemanja probiotika so se vrednosti TNF

medtem ko so se v skupini, ki je prejemala placebo, statisti

 

3.2. Rezultati analize citokina IL

Pri otrocih z na novo odkrito aktivno celiakijo so bile za

otrocih od osmih (37,5 %) nad ravnjo

BGD je bilo nad ravnjo kvantifiacije

vzorcev. Ker so bile pri večini preiskovancev vrednosti citokina IL

statistične analize nismo izvedli

 

  

Sprememba vrednosti TNF-α po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p <

čenih rangov.  

ku jemanja probiotika so se vrednosti TNF-α skoraj značilno znižale (p

medtem ko so se v skupini, ki je prejemala placebo, statistično neznačilno povišale.

Rezultati analize citokina IL-10 

odkrito aktivno celiakijo so bile začetne vrednosti citokina IL

(37,5 %) nad ravnjo kvantifikacije (> 5 pg/ml). Pri otrocih s celiakijo na 

kvantifiacije IL-10 8 % vzorcev in v skupini zdravih otrok 11 % 

čini preiskovancev vrednosti citokina IL-10 pod mejo 

smo izvedli.  
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3.3. Rezultati analize kratkoverižnih maščobnih kislin 

 

3.3.1. Primerjava začetnih vrednosti KVMK  

Pred začetkom jemanja probiotika oz. placeba smo v vseh skupinah otrok izmerili začetne 

vrednosti posameznih KVMK, skupnih KVMK in izračunali fermentacijski indeks ter določili 

razmerje med posameznimi KVMK. Razlike med skupinami prikazuje Tabela 3 in Grafi 7–

12. 

 

Določali smo vrednosti ocetne, propionske, maslene in mlečne kisline. Mlečno kislino smo 

izključili iz analize, ker bi bila kvantifikacija zaradi nizkih koncentracij zelo nezanesljiva, 

poleg tega smo jo uspeli kvantificirati le v 25 % vzorcev. Pri skupnih vrednostih KVMK smo 

upoštevali seštevek treh glavnih KVMK (ocetne, propionske in maslene kisline). 

 

Tabela 3: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje med KVMK pri otrocih z aktivno 

(na novo odkrito) celiakijo, pri otrocih s celiakijo na BGD in pri kontrolni skupini 

zdravih otrok. 

 

Rezultati so prikazani kot mediane, v oklepaju sta navedeni minimalna in maksimalna vrednost. Delež ocetne, 

propionske in maslene kisline je izražen v odstotkih glede na seštevek vseh treh KVMK.  

  

μmol/g % μmol/g % μmol/g %
Število oseb 7 46 18

Ocetna kislina 34 (12,0–60,7) 61 23,6 (8,4–143,0) 61 21,2 (7,8–42,6) 67
Propionska kislina 12,4 (7,5–17,4) 22 8,9 (0–35,1) 23 5,2 (0–16,5) 16

Maslena kislina 9,5 (3,1–46,3) 17 6,1 (0–37,8) 16 5,4 (2,3–43,3) 17
Fermentacijski indeks0,16  (–0,07–0,33) 0,22 (–0,42–1,00) 0,22 (–0,32–0,89)

Skupne KVMK 55,1 (22,6–119,7) 36,6 (12,1–186,0) 29,7 (12,8–86,7)

Aktivna celiakija Celiakija ob BGD Zdrave kontrole



 

 
 

Graf 6: Začetne vrednosti ocetne kisline pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo 

na BGD in zdravih otrocih. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

Mann-Whitneyjev U-test. 

 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli zna

Pri vseh otrocih na BGD (iz skupine

smo opažali velik razpon vrednosti ocetne kisline, vendar je bila srednja vrednost ocetne 

kisline statistično neznačilno nižja kot pri otrocih z aktivn
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mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p <

Otroci z aktivno celiakijo so imeli značilno več (p = 0,027) ocetne kisline kot zdravi 

Pri vseh otrocih na BGD (iz skupine, ki je prejela probiotik, in skupine, ki je prejela

smo opažali velik razpon vrednosti ocetne kisline, vendar je bila srednja vrednost ocetne 

čilno nižja kot pri otrocih z aktivno celiakijo.  
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Graf 7: Začetne vrednosti propionske kisline pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s 

celiakijo na BGD in zdravih otrocih

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR.

Mann-Whitneyjev U-test. 

 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli zna

otroci. Prav tako so imeli otroci na BGD zna

zdravi otroci. V skupini otrok s celiakijo na BGD smo tudi pri propionski kislini opažali velik 

razpon začetnih vrednosti. 
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celiakijo na BGD in zdravih otrocih. 

 

mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli značilno več (p = 0,009) propionske kisline kot zdravi 

otroci. Prav tako so imeli otroci na BGD značilno več (p = 0,039) propionske kisline kot 

otrok s celiakijo na BGD smo tudi pri propionski kislini opažali velik 
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Graf 8: Začetne vrednosti maslene kisline pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s 

celiakijo na BGD in zdravih otrocih

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli statisti

celiakijo na BGD in zdravi otroci. Otroci s celiakijo na BGD in zdravi otroci so i

podobno srednjo vrednost maslene kisline. Pri tej KVMK 

vseh skupinah največji. 

 

  

etne vrednosti maslene kisline pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s 

celiakijo na BGD in zdravih otrocih. 

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli statistično neznačilno več maslene kisline kot otroci s 

celiakijo na BGD in zdravi otroci. Otroci s celiakijo na BGD in zdravi otroci so i

podobno srednjo vrednost maslene kisline. Pri tej KVMK je bil razpon zač
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etne vrednosti maslene kisline pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s 

 maslene kisline kot otroci s 

celiakijo na BGD in zdravi otroci. Otroci s celiakijo na BGD in zdravi otroci so imeli 

je bil razpon začetnih vrednosti v 



 

 
 

Graf 9: Začetne vrednosti skupnih KVMK (ocetne, propionske in maslene kisline) pri 

otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR. 

Mann-Whitneyjev U-test. 

 

Otroci z aktivno celiakijo so imeli skoraj zna

KVMK kot zdravi otroci. Vrednosti skupnih KVMK so bile najnižje pri zdravih otrocih, nato 

so sledili otroci na BGD in nazadnje še otroci z aktivno celiakijo.

 

 

 

 

  

etne vrednosti skupnih KVMK (ocetne, propionske in maslene kisline) pri 

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih

 

mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p <

Otroci z aktivno celiakijo so imeli skoraj značilno večje (p = 0,066) srednje skupne vrednosti 

Vrednosti skupnih KVMK so bile najnižje pri zdravih otrocih, nato 

so sledili otroci na BGD in nazadnje še otroci z aktivno celiakijo. 
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etne vrednosti skupnih KVMK (ocetne, propionske in maslene kisline) pri 

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih. 

(p < 0,05) smo uporabili 

0,066) srednje skupne vrednosti 

Vrednosti skupnih KVMK so bile najnižje pri zdravih otrocih, nato 



 

 
 

Graf 10: Začetne vrednosti 

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih

 

���������	
��	 	����� =
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Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

 

Najvišje srednje vrednosti fermentacijskega indeksa so imeli otroci s celiakijo na 

najnižji indeks pa so imeli otroci z aktivno celiakijo.

 

  

etne vrednosti fermentacijskega indeksa pri otrocih z aktivno celiakijo, 

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih. 

������ ������� – (���������� ������� � ������� �������)

��!��� "#$"
          

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Najvišje srednje vrednosti fermentacijskega indeksa so imeli otroci s celiakijo na 

najnižji indeks pa so imeli otroci z aktivno celiakijo. 
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fermentacijskega indeksa pri otrocih z aktivno celiakijo, 

          (76) 

Najvišje srednje vrednosti fermentacijskega indeksa so imeli otroci s celiakijo na BGD, 



 

 
 

Graf 11: Začetne vrednosti razmerja

s celiakijo na BGD in zdravih otrocih

Razmerja med srednjimi vrednostm

bilo. 

 

Otroci z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD so imeli skoraj enako 

posameznimi KVMK (Graf 12 in T

ocetne kisline in manjši delež propionske kisline kot otroci z aktivno celiakijo oz. cel

BGD. 

  

etne vrednosti razmerja med KVMK pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih 

s celiakijo na BGD in zdravih otrocih. 

 

mi posameznih KVMK so podana v odstotkih. Statistič

Otroci z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD so imeli skoraj enako 

posameznimi KVMK (Graf 12 in Tabela 4). Zdravi otroci so imeli nepomembno ve

ocetne kisline in manjši delež propionske kisline kot otroci z aktivno celiakijo oz. cel
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KVMK pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih 

Statistično značilnih razlik ni 

Otroci z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD so imeli skoraj enako razmerje med 

abela 4). Zdravi otroci so imeli nepomembno večji delež 

ocetne kisline in manjši delež propionske kisline kot otroci z aktivno celiakijo oz. celiakijo na 
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3.3.2. Razlike v začetnih vrednostih KVMK pri otrocih s celiakijo na BG D glede na 

trajanje BGD. 

Tudi za ugotavljanje razlik v začetnih vrednostih posamzenih KVMK, razmerja med KVMK 

ter fermentacijskega indeksa smo vse otroke s celiakijo na BGD (iz skupine, ki je prejela 

probiotik, in skupine, ki je prejela placebo) za namene statistične analize razdelili na tiste, ki 

so bili na BGD manj kot 1 leto, in tiste, ki so bili na BGD več kot 1 leto (Tabela 4).  

 

Tabela 4: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje med KVMK pri otrocih s celiakijo 

na BGD manj kot 1 leto in več kot 1 leto.  

 

Rezultati so prikazani kot mediane, v oklepaju sta navedeni minimalna in maksimalna vrednost. Delež ocetne, 

propionske in maslene kisline je izražen v odstotkih glede na seštevek vseh treh KVMK.  

 

Do statistično značilnih razlik v na novo formiranih skupinah glede na trajanje BGD ni prišlo. 

Otroci s celiakijo na BGD < 1 leto so imeli skoraj pomembno manj (p = 0,07) maslene kisline 

kot otroci s celiakijo na BGD > 1 leto.  

μmol/g % μmol/g %

Število oseb 9 37

Ocetna kislina 21,7 (12,1–42,5) 68 24,3 (8,4–142,9) 61

Propionska kislina 6,3 (0–10,9) 12 9,3 (2,3–35,1) 16

Maslena kislina 3,9 (0–9,2) 20 6,5 (1,0–37,8) 23

Fermentacijski indeks 0,27 (0,10–1,00) 0,22 (–0,42–0,92)

Skupne KVMK 28,5 (20,6–62,5) 38,6 (12,1–186,0)

Otroci s celiakijo na BGD < 1 leto Otroci s celiakijo na BGD > 1 leto



 

 
 

3.3.3. Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

celiakijo na BGD 

Spodaj predstavljeni grafi prikazujejo spremembo posame

placeba oz. probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD.

 

Graf 12: Spremembe vrednosti ocetne kisline po

otrocih s celiakijo na BGD. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR

 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD ni prišlo do ve

ocetne kisline v blatu. Po uživanju probiotika so srednje vrednosti ocetne kisline ostale 

približno enake, vrednosti tretjega kvartila ocetne kisline so se po uživanju probiotika 

neznačilno znižale, nato pa ob kontroli ponovno povišale.

 

  

Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

Spodaj predstavljeni grafi prikazujejo spremembo posameznih vrednosti KVMK po dodatku 

placeba oz. probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD. 

Spremembe vrednosti ocetne kisline po uživanju probiotika oz. placeba pri 

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD ni prišlo do večjih sprememb v koli

ocetne kisline v blatu. Po uživanju probiotika so srednje vrednosti ocetne kisline ostale 

dnosti tretjega kvartila ocetne kisline so se po uživanju probiotika 

ilno znižale, nato pa ob kontroli ponovno povišale. 
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Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

znih vrednosti KVMK po dodatku 

uživanju probiotika oz. placeba pri 

 

čjih sprememb v količini 

ocetne kisline v blatu. Po uživanju probiotika so srednje vrednosti ocetne kisline ostale 

dnosti tretjega kvartila ocetne kisline so se po uživanju probiotika 



 

 
 

Graf 13: Spremembe vrednosti propionske kisline po

pri otrocih s celiakijo na BGD

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR.

 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD n

srednjih vrednostih propionske kisline v blatu. Po uživanju probio

propionske kisline ostale približno enake, vrednosti tretjega kvartila propionske kisline so se 

po uživanju probiotika neznačilno znižale, nato pa ob kontroli ponovno povišale.

  

Spremembe vrednosti propionske kisline po uživanju probiotika oz. placeba 

celiakijo na BGD. 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD ni prišlo do večjih sprememb niti

srednjih vrednostih propionske kisline v blatu. Po uživanju probiotika so srednje vrednosti 

kisline ostale približno enake, vrednosti tretjega kvartila propionske kisline so se 

po uživanju probiotika neznačilno znižale, nato pa ob kontroli ponovno povišale.
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uživanju probiotika oz. placeba 

 

čjih sprememb niti v 

tika so srednje vrednosti 

kisline ostale približno enake, vrednosti tretjega kvartila propionske kisline so se 

ilno znižale, nato pa ob kontroli ponovno povišale. 



 

 
 

Graf 14: Spremembe vrednosti

otrocih s celiakijo na BGD. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR. 

 

Po uživanju probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo do nezna

srednje vrednosti in tretjega kvartila maslene kisline. Po koncu uživanja probiotika se je 

koncentracija maslene kisline ponovno nezna

 

 

  

Spremembe vrednosti maslene kisline po uživanju probiotika oz. placeba pri 

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Po uživanju probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo do nezna

srednje vrednosti in tretjega kvartila maslene kisline. Po koncu uživanja probiotika se je 

koncentracija maslene kisline ponovno neznačilno zvišala. 
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uživanju probiotika oz. placeba pri 

 

Po uživanju probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo do neznačilnega znižanja 

srednje vrednosti in tretjega kvartila maslene kisline. Po koncu uživanja probiotika se je 



 

 
 

Graf 15: Spremembe skupne vrednosti KVMK po

otrocih s celiakijo na BGD. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR. 

 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD se je srednja vrednost skupnih KVMK v 

blatu nekoliko dvignila. Po uživanju probiotika se je vrednost tretjega kvartila skupnih 

KVMK neznačilno znižala, ob kontroli pa ponovno povišala. 

  

Spremembe skupne vrednosti KVMK po uživanju probiotika oz. placeba pri

 

mediane in IQR. Statistično značilnih razlik ni bilo. 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD se je srednja vrednost skupnih KVMK v 

blatu nekoliko dvignila. Po uživanju probiotika se je vrednost tretjega kvartila skupnih 

ilno znižala, ob kontroli pa ponovno povišala.  
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uživanju probiotika oz. placeba pri 

 

Po uživanju placeba pri otrocih s celiakijo na BGD se je srednja vrednost skupnih KVMK v 

blatu nekoliko dvignila. Po uživanju probiotika se je vrednost tretjega kvartila skupnih 



 

 
 

Graf 16: Spremembe vrednosti FI po

celiakijo na BGD. 

Rezultati so prikazani kot mediane in IQR. 

parni Wilcoxonov test predznačenih rangov

 

Takoj po uživanju probiotika 

neznačilno znižala. Dokazali smo zna

(končno) vrednostjo 3 mesece po zaklju

 

3.3.4. Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika/placeba glede na trajanje 

BGD 

Podobno kot pri TNF-α smo pri KVMK naredili statisti

probiotika/placeba pri otrocih glede na trajanje BGD (<

beležili statistično značilnih sprememb 

rezultatov nismo predstavili v grafih.

 

Spremembe vrednosti FI po uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

mediane in IQR. Za dokazovanje statistično značilne razlike (p <

čenih rangov . 

Takoj po uživanju probiotika se je srednja vrednost FI pri otrocih s celiakijo na BGD 

ilno znižala. Dokazali smo značilno znižanje (p = 0,013) v FI med zač

no) vrednostjo 3 mesece po zaključku jemanju probiotika.  

Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika/placeba glede na trajanje 

α smo pri KVMK naredili statistično analizo po uživanju 

robiotika/placeba pri otrocih glede na trajanje BGD (< 1 leto in > 1 leto). Ker pri tem nismo 

čilnih sprememb v vrednostih KVMK med posameznimi skupinami, 

rezultatov nismo predstavili v grafih. 
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uživanju probiotika oz. placeba pri otrocih s 

 

(p < 0,05) smo uporabili  

pri otrocih s celiakijo na BGD 

0,013) v FI med začetno in kontrolno 

Spremembe vrednosti KVMK po uživanju probiotika/placeba glede na trajanje 

čno analizo po uživanju 

1 leto). Ker pri tem nismo 

med posameznimi skupinami, 
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3.3.5. Povezave med pozitivnimi serološkimi označevalci za celiakijo in KVMK 

Ugotovili smo, da ne obstaja statistično značilna povezava med pozitivnimi serološkimi 

označevalci za celiakijo (EMA, tTG) in povišanimi ali znižanimi vrednostmi posameznih ali 

skupnih KVMK oz. FI. Tudi vrednosti TNF-α niso bile značilno povezane z vrednostmi 

KVMK. 
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4. DISKUSIJA 
 

Do sedaj je bilo objavljenih malo kliničnih raziskav glede uporabe probiotikov pri otrocih s 

celiakijo. Cilj našega kliničnega preizkusa je bil ugotoviti vpliv jemanja Bifidobacterium 

breve BR03 in B632 (ob rednem zdravljenju z BGD) na imunski sistem bolnikov s 

preučevanjem ravni provnetnega citokina TNF-α in protivnetnega citokina IL-10 v serumu in 

ravni ocetne, propionske in maslene kisline v blatu.  

 

Za raziskavo smo izbrali seva B.breve BR03 in B632 na podlagi njunega dokazanega 

probiotičnega učinka v študijah in vitro (105, 107) in na podlagi kliničnega preizkusa (106), s 

katerimi so dokazali uspešno povečanje vrednosti bifidobakterij pri zdravih otrocih in 

zmanjšanje gramnegativnih bakterij v njihovem blatu. Neravnovesna črevesna mikrobiota 

(zmanjšan delež bifidobakterij in povišan delež gramnegativnih bakterij) je prisotna tako pri 

otrocih z na novo odkrito aktivno celiakijo kot pri otrocih z zdravljeno celiakijo na BGD (34–

37). 

 

Pri osebah s celiakijo izpostavljenost glutenu sproži tvorbo provnetnih in protivnetnih 

citokinov (11, 13). V raziskavi smo ugotavljali neznačilno višje začetne vrednosti citokina 

TNF-α pri otrocih z na novo odkrito celiakijo v primerjavi z zdravimi otroki. Pri otrocih s 

celiakijo, ki so bili na BGD vsaj 6 mesecev, so bile vrednosti TNF- α primerljive z 

vrednostmi pri zdravih otrocih. Raven protivnetnega citokina IL-10 je bila pri večini otrok v 

vseh skupinah pod nivojem kvantifikacije (5 pg/ml). Manavalan (16) je pri otrocih z aktivno 

celiakijo ugotavljal višje vrednosti TNF-α in IL-10 v primerjavi s kontrolami. Sicer je tudi 

Kekkonen s sodelavci (115) v klinični raziskavi pri zdravih odraslih ugotavljal, da je samo 39 

% vzorcev v serumu vsebovalo IL-10 pri ravni kvantifikacije 0,78 pg/ml.  
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Ko smo za namene statistične analize primerjali začetne vrednosti TNF-α glede na trajanje 

BGD (BGD manj kot 1 leto in BGD več kot 1 leto), pri otrocih s celiakijo nismo našli 

značilnih sprememb. Nasprotno, Manavalan in sodelavci (16) so našli značilno manjše 

vrednosti nekaterih provnetnih in protivnetnih citokinov pri otrocih s celiakijo na BGD manj 

kot 1 leto v primerjavi z otroki na BGD več kot 1 leto. Rezultati naše primerjave glede na 

trajanje BGD so statistično šibki zaradi majhnega vzorca otrok s celiakijo na BGD manj kot 1 

leto (n = 9) v primerjavi z otroki s celiakijo na BGD več kot 1 leto (n = 37).  

 

Zanimiva je tudi značilna razlika začetnih vrednosti TNF- α pri otrocih s celiakijo na BGD, ki 

so kasneje uživali probiotik, in skupini, ki je uživala placebo. Ti otroci bi morali imeti 

primerljive vrednosti, saj so bili vsi v povprečju enako dolgo na BGD in randomizirani v obe 

skupini s pomočjo računalniškega zaporedja. V obeh skupinah je bilo tudi podobno število 

otrok na BGD < 1 leto (5 otrok je bilo v skupini, ki je prejela probiotik, in 4 otroci so bili v 

skupini, ki je prejemala placebo). Dosledno držanje BGD smo preverjali z anamnezo, ki je 

večkrat nezanesljiva, in z bolj specifičnimi serološkimi testi (EMA, tTG). Na podlagi 

pozitivnih seroloških testov in anamneze smo izračunali komplianco za BGD v obeh skupinah 

otrok. Le-ta je bila v skupini, ki je prejela placebo, 80 %, otroci iz te skupine pa so imeli 

značilno nižje začetne vrednosti TNF-α kot tisti iz skupine, ki je prejela probiotik – 

komplianca je bila tukaj 91 %. Rezultati naše študije niso pokazali povezave med pozitivnimi 

serološkimi testi za celiakijo in vrednostjo citokinov TNF-α in IL-10. Manavalan (16) je našel 

značilno povezavo med ravnjo tTG in ravnjo provnetnih in protivnetnih citokinov (IL-10, IL-

4 in IL-1 α, IL-1 β ter IL-8) v serumu z izjemo TNF-α in INF-γ. Nasprotno pa je Mysliwiec 

(116) našel značilno povezavo med vrednostmi tTG in TNF-α. 
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Eden izmed glavnih namenov naše študije je bil ugotoviti vpliv izbranih probiotičnih sevov 

B.breve BR03 in B632 (v nadaljevanju probiotika) na raven citokinov TNF-α in IL-10. 

Ugotovili smo, da se je pri otrocih s celiakijo, ki so bili na BGD vsaj 6 mesecev, po uživanju 

probiotika značilno znižala raven provnetnega citokina TNF-α. Pri otrocih s celiakijo na 

BGD, ki so uživali placebo, ni prišlo do značilnih sprememb ravni citokina TNF-α. 3 mesece 

po koncu uživanja probiotika smo ugotavljali statistično pomemben ponovni porast TNF-α. 

Nasprotno Smecuol (111) v kliničnem preizkusu na odraslih osebah z aktivno celiakijo ni 

ugotavljal vpliva uživanja probiotičnega seva Bifidobacterium infantis na TNF-α. Olivares 

(112) je podobno kot v naši študiji preučeval vpliv 3 mesečnega uživanja Bifidobacterium 

longum pri otrocih s celiakijo na BGD in ob tem ugotovil neznačilno znižanje TNF-α po 

uživanju probiotika.   

 

Citokin TNF-α je odgovoren za poškodbo črevesne mukoze pri celiakiji in je vnetni mediator 

v mnogo različnih celicah po celem telesu (117). Tako predvidevamo, da znižanje tega 

provnetnega citokina lahko zmanjša črevesne in sistemske zaplete bolezni. Določanje 

serumske koncentracije citokinov ima dve pomembni omejitvi. Veliko citokinov kroži v 

obliki proteinov, vezanih na topne receptorje, prenašalne proteine ali zaviralce, zaradi česar se 

lahko prikazuje lažno nižja raven citokinov v serumu. Tudi sočasni vnetni proces iz drugega 

vzroka lahko poviša serumsko raven določenih citokinov. Znižanje serumskega citokina TNF-

α po uživanju probiotika nakazuje, da zgoraj navedene trditve ne vplivajo bistveno na meritve 

citokina TNF-α (118).  

 

Za preučevanje presnovne aktivnosti črevesne flore smo v naši študiji analizirali profil 

KVMK. Le-te nastanejo z bakterijsko fermentacijo nerazgradljive hrane v črevesju. Naša 

študija je pokazala, da imajo otroci z aktivno celiakijo značilno več ocetne in propionske 
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kisline in skoraj značilno več skupnih KVMK v primerjavi z zdravimi otroki. Najvišje srednje 

vrednosti vseh KVMK so imeli otroci z aktivno celiakijo, sledili so otroci na BGD in najmanj 

so jih imeli zdravi otroci. Tudi Tjellström s sodelavci (74) je ugotavljal značilno višje 

vrednosti ocetne kisline in skupnega števila KVMK pri otrocih z aktivno celiakijo in celiakijo 

na BGD manj kot 1 leto v primerjavi z zdravimi otroki. Ugotovili smo tudi, da imajo otroci, ki 

so na BGD več kot 6 mesecev, značilno več propionske kisline kot zdravi otroci. Nasprotno 

pa je Tjellström (74) dokazal, da imajo otroci s celiakijo na BGD več kot 1 leto enako raven 

tako skupnih kot tudi posameznih KVMK. 

 

Kot je predlagal Tjellstöm (74), smo izračunali tudi FI, ki bi naj ponazarjal vnetni količnik 

KVMK. Presenetljivo smo v naši študiji ugotavljali neznačilno nižji FI, ki ponazarja visoko 

protivnetno aktivnost pri otrocih z na novo odkrito celiakijo v primerjavi z otroki s celiakijo 

na BGD in zdravimi kontrolami. Tjellström je v študiji na sicer večjem vzorcu otrok z na 

novo odkrito celiakijo ugotavljal prav nasprotno. Pri otrocih z aktivno celiakijo in celiakijo na 

BGD manj kot 1 leto je ugotavljal višji FI v primerjavi z zdravimi kontrolami in otroki s 

celiakijo na BGD več kot 1 leto (47, 74). Tudi mi smo ugotavljali višji FI pri otroci s celiakijo 

na BGD manj kot 1 leto v primerjavi z otroki na BGD več kot 1 leto. Statistična moč naše 

primerjave otrok je zaradi velike razlike v številu med skupino na novo okritih otrok z aktivno 

celiakijo (n = 8), skupino otrok s celiakijo na BGD manj kot 1 leto (n = 9) in skupino otrok s 

celiakijo na BGD več kot 1 leto (n = 37) je šibka. Za boljšo oceno razlik med skupinami otrok 

glede na BGD bi potrebovali večji vzorec otrok z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD manj 

kot 1 leto. Po pregledu literature smo ugotovili, da na novo opredeljenega FI, ki bi naj kazal 

vnetno aktivnost KVMK, razen Tjellstöma do sedaj ni uporabil nihče drug. 
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Ugotavljali smo tudi vpliv izbranega probiotika na raven ocetne, propionske in maslene 

kisline v blatu pri otrocih s celiakijo na BGD. Po uživanju probiotika nismo ugotovili 

statistično značilnih razlik na ravni ocetne, propionske in maslene kisline glede na začetne 

vrednosti. Po uživanju probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo neznačilnega 

znižanja srednje vrednosti maslene kisline v blatu. Ta ugotovitev je nasprotna z našo 

hipotezo, da po uživanju probiotika pride do povišanja maslene kisline v blatu. Naša hipoteza 

je bila osnovana na razmišljanju, da naš izbrani probiotik deluje protivnetno in posledično 

zvišuje raven maslene kisline v blatu, saj je bila slednja spoznana kot protivnetna KVMK v 

mnogih in vitro študijah (51, 65–67). Naši rezultati so skladni Wangovo študijo (119), ki je 

dokazala znižanje maslene kisline v blatu po štiritedenskem uživanju B.breve pri 

nedonošenčkih s porodno težo, nižjo od 1500 g. Hkrati so v študiji ugotavljali tudi zmanjšanje 

pojavnosti nekrozantnega enterokolitisa pri zelo nezrelih novorojenčkih. Ti nasprotujoči si 

rezultati kažejo na to, da KVMK uravnavajo vnetne odgovore samo v določenih bolezenskih 

stanjih, pri nekaterih omilijo vnetje, pri drugih ga poslabšajo (64). Do sedaj je bilo opravljenih 

malo kliničnih raziskav, ki bi opredelile pomen posameznih KVMK za imunski sistem pri 

različnih boleznih (59).  

 

Po uživanju probiotika pri otrocih s celiakijo na BGD je prišlo do neznačilnega znižanja FI, 

kar nakazuje, da je imel probiotik vpliv na zmanjšanje vnetnega količnika KVMK. Zanimivo 

se je FI po koncu uživanja probiotika še znižal. Namreč, razlika med začetno in končno 

vrednostjo (3 mesece po koncu jemanja probiotika) FI je bila statistično značilna. Vrednosti 

TNF-α so se po uživanju probiotika značilno znižale in nasprotno so se vrednosti TNF-α 3 

mesece po koncu uživanja probiotika ponovno značilno povišale.   
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Sestava KVMK v fecesu kaže na zapleteno interakcijo med gostiteljem, prehrano in mikrobi. 

Na količino KVMK v blatu vpliva ravnovesje med produkcijo in absorpcijo KVMK, tip 

črevesne mikrobiote, količina in vrsta hranil za fermentacijo in črevesni tranzitni čas (72). Za 

nezdravljeno celiakijo sta značilni vilusna atrofija in zmanjšana kapaciteta za absorpcijo 

hranilnih snovi, kar poveča količino hranil za fermentacijo v debelem črevesu in nastanek 

KVMK (120). To lahko pojasni višjo raven KVMK v blatu otrok z nezdravljeno aktivno 

celiakijo, kar sta potrdili tudi študiji Kopeknyja (121) in Tjellströma (74). 

 

Pri otrocih s celiakijo na BGD vsaj 6 mesecev (povprečno je BGD trajala 6,4 leta) smo 

opažali nižje vrednosti KVMK kot pri nezdravljeni aktivni celiakiji, kar kaže na zacelitev 

mukoze tankega črevesa. Vpliv BGD na količino KVMK ni povsem jasen. Tudi BGD naj bi 

vplivala na znižanje KVMK, saj se s takšno dieto zaužije manj neškrobnih polisaharidov, ki 

predstavljajo glavni vir za nastanek KVMK (122). Caminero s sodelavci (123) je objavil 

analizo KVMK v blatu pri zdravih odraslih, ki so uživali običajno glutensko prehrano, po 

obdobju na BGD in dieti z različnimi količinami glutena. Raven KVMK se pri osebah, ki so 

uživale običajno prehrano, in osebah na BGD ni razlikovala. Do značilnih sprememb v 

količini KVMK je prišlo samo po uživanju nefiziološko velikih koli čin glutena (30 g/dan). V 

naši študiji smo ugotavljali značilno višje vrednosti propionske kisline pri otrocih s celiakijo 

na BGD v primerjavi z zdravimi otroki, kar lahko nakazuje na še spremenjeno črevesno floro 

pri otrocih s celikijo na BGD. Nasprotno je Tjellström pri otrocih s celiakijo po 1 letu BGD 

ugotavljal normalizacijo KVMK (74). Prav tako so se po 1 letu na BGD normalizirali 

določeni, s črevesno floro povezani, presnovki (aminokisline, lipidi, piruvat, holin, glukoza 

...) v serumu in urinu (124). 
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Da bi lahko zanesljiveje potrdili pozitiven vpliv določenega probiotika na črevesni in 

sistemski ravni pri osebah s celiakijo, bi morali v prihodnje testirati več parametrov, in sicer 

črevesno mikrobioto iz blata, imunski fenotip celic iz periferne krvi, serumsko koncentracijo 

različnih provnetnih in protivnetnih citokinov, imunoglobuline A v črevesju, spremembe na 

ravni sluznice tankega črevesja z biopsijo in določitvijo intraepitelnih limfocitov (112). Vloga 

KVMK ostaja zaenkrat še nejasna. Zlati standard ugotavljanja aktivnosti bolezni predstavlja 

še vedno biopsija tankega črevesa. Ta metoda je invazivna in predraga za namene kliničnih 

raziskav in ponavadi se starši in otroci z njo ne strinjajo. Našo raziskavo bi lahko izboljšali 

tudi z vpeljavo prehranskega dnevnika pri otrocih s celiakijo, s čimer bi (v sodelovanju s 

kliničnim dietetikom) ugotavljali doslednost in sestavo BGD. Prav tako bi lahko vključili 

vprašalnik kliničnih simptomov pred in po jemanju probiotika. Sicer smo iz pogovora s starši 

izvedeli, da so otroci s celiakijo, ki so jemali probiotik, imeli manj okužb dihal v zimskem 

času v primerjavi s preteklo sezono. To posredno kaže na delovanje izbranega probiotika tudi 

na zmanjšanje pojavnosti in trajanje okužb dihal, kar je bilo v mnogih kliničnih raziskavah 

tudi potrjeno (125, 126).  
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4.1. Potrditev oziroma zavrnitev tez doktorske disertacije 
 

Na podlagi naše študije smo POTRDILI  hipotezo, ki trdi, da uživanje izbranega probiotika 

zniža provnetni citokin TNF-α pri otrocih s celiakijo na BGD. Hipotezo, da uživanje 

izbranega probiotika poviša protivnetni citokin IL-10, nismo mogli preveriti, saj je bila raven 

protivnetnega citokina IL-10 pri večini otrok pod nivojem kvantifikacije. Hipoteze prav tako 

nismo mogli potrditi v skupini otrok z aktivno celiakijo, saj smo v času trajanja študije zbrali 

premajhen vzorec otrok iz te skupine, ki so uživali izbrani probiotik oz. placebo. 

 

Hipotezo, da se fermentacijski indeks KVMK po uživanju izbranega probiotika pri otrocih s 

celiakijo na BGD zniža, smo POTRDILI.  Pri otrocih s celiakijo na BGD smo dokazali 

značilno znižanje fermentacijskega indeksa, ki je trajalo še 3 mesece po zaključku terapije z 

izbranimi probiotičnimi sevi.  

 

Hipotezo, da uživanje izbranega probiotika poviša raven maslene kisline v blatu pri otrocih z 

aktivno celiakijo in s celiakijo na BGD, smo OVRGLI . Dokazali smo nasprotno, saj pride po 

jemanju B. breve BR03 in B632 v skupini otrok s celiakijo na BGD do neznačilnega znižanja 

maslene kisline.  
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5. SKLEP 
 

Številne novejše raziskave izpostavljajo pomen uravnovešene črevesne mikrobiote za zdravje 

človeka. Pri otrocih in odraslih s celiakijo je bila ugotovljena neravnovesna črevesna 

mikrobiota, ki prispeva k patogenezi bolezni. BGD je temelj zdravljenja celiakije, saj vpliva 

na normalizacijo histoloških sprememb sluznice tankega črevesa. Tudi po uvedbi BGD je 

črevesna flora ob zmanjšanem deležu bifidobakterij še vedno v neravnovesju, dolgoročno je 

pri 40–50 % (bolnikov s celiakijo) prisotno vnetje, kar lahko vodi v številne zaplete bolezni. 

Določene vrste bifidobakterij so bile v in vitro študijah spoznane za protivnetne.  

 

S klinično raziskavo smo dokazali, da delujeta izbrana probiotična seva Bifidobacterium 

breve BR03 in B632 protivnetno, saj so se vrednosti TNF-α v serumu po njunem jemanju 

značilno znižale in nakazano se je znižal FI, ki ponazarja aktivnost kroničnega, s črevesno 

floro povezanega vnetja. Vsekakor bodo potrebne dodatne in vitro raziskave in randomizirane 

klinične raziskave z uporabo probiotikov na večjem vzorcu otrok s celiakijo. 
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