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Editorial

Nejdrazsi ¢tenari,

Mame za sebou vrchol sezdény a tato autorka doufa, ze jsi
Svétovy den mikrobiomu oslavil poctivé a zodpovédné.
Prijmi prosim cervencové cislo Mikrobio(m)novin jako
opozdény darek a ponor se s ndmi do rozmanitého svéta,
v némz planeté i Tobé osobné vlddnou bytosti velké sotva
par mikrometrd.

Ze miize transplantace stfevniho mikrobiomu zachranit
Zivot, to uz jsme na strankach MN probrali opakované.
Stejné tak uz davno vime, Ze do banky nepatfi jen zlato

a penize. Ovéem téma FMT je stéle aktudlni a v komerénim
prostoru se mnozi i vysoce neseridzni poskytovatelé
bankovnich sluzeb. Abychom si v tom udélali jasno,
vyzpovidala Hanka Sechovcové dva odborniky na slovo
vzaté, bankére z prazskych nemocnic MUDr. Jifiho
Vejmelku a prof. Frantiska Dusku. Pokud by Véas téma
zaujalo nebo Vdm néco v rozhovoru chybélo, napiste nam.
Zeptédme se za Vas a odpovédi zverejnime na nasich
strankach nebo pridédme do pfistiho cisla.

| v mikrobio(m)novinkdch nahlédneme do svéta
pokrodilych aplikaci védeckych poznatkd. Tentokrat si
povime o prvnim geneticky modifikovaném probiotiku.
Teoreticky skvéld zprava pro notorické parice - bakterie za
vas mohou vyresit i kocovinu, ALE - legislativné to nebude
az tak snadné. Evropska unie nevidi rada, kdyz zivé GMO
poustime do kanalizace, coz je celkem opravnéné. Mozna
si tedy i nadale budeme muset vystacit s aspirinem

a lakem z okurek.
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Antibiotika jsou skvély sluha, ale zly pan. Jasné, nic nového pod sluncem. Ale védéli jste, Zze dysbiéza
(tfeba ta postantibiotickd) mdze mit vliv na kvalitu spermii, plodnost, a dokonce i na zdravi potomk?
My v redakéni radé to médme na paméti, o svou mikrobiotu s laskou pecujeme a dikazem je dalsi
krasny zdravy potomek - GRATULUJEME nasemu skvélému kolegovi Jirkovi Vejmelkovi k narozeni
princezny Klarky a prejeme Klarce z celého srdce, aby ji Zivot bavil stejné jako jeji rodice, a aby byla
zdrava a spokojena.

A kdyz uz jsme u téch gratulaci, tak nesmime zapomenout na ¢lena RR Jakuba Hurycha, ktery letos
ziskal Cenu mladého védce SPP za svou publikaci o laktobacilech. Clanek si mizete predist zde:

https://probiotika-prebiotika.cz/cena-za-nejlepsi-puvodni-vedeckou-publikaci/

A posledni prani patfi vam, nasim ¢tenarliim - uzijte si pohodové léto, doprejte si darli zahradek,
odpocinku, pohybu a hlavné dobré spolecnosti. Véfime, zZe k letni pohodé pfispéji i nase noviny.

Lucie Najmanova

Téma mésice:

Fekalni mikrobialni terapie

Vazeni a mili ¢tenéri Mikrobio(m)novin. V rozhovoru tohoto ¢&isla se zaméfime na téma fekalni
mikrobidlni terapie (FMT) a budeme se ptat hned dvou odbornikd MUDr. Jifiho Vejmelky (JV)

z Interni kliniky 3. LF Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni Thomayerovy nemocnice a prof. MUDr.
Frantiska Dusky, Ph.D. (FD) z Kliniky anesteziologie a resuscitace 3. LF Univerzity Karlovy v Praze
a Fakultni nemocnice Krélovské Vinohrady. A¢ by se na prvni pohled mohlo zdat, Ze tyto obory,
potazmo lékafi, nemaji mnoho spole¢ného, opak je pravdou. Spojuje je pravé FMT.

MUDr. Jifi Vejmelka (*1985) absolvoval 2. LF Univerzity Karlovy v Praze a poté se rok vénoval
pracovnimu lékarstvi. Od roku 2011 pusobi na Interni klinice 3. LF Univerzity Karlovy v Praze

a Fakultni Thomayerovy nemocnice. Vénuje se vnitinimu lékarstvi, metabolické péci, funkénim
onemocnénim traviciho traktu a zaméruje se na moznosti lécebného ovlivnéni stfevni mikrobioty.
Patii mezi zakladajici leny Ceské mikrobiomové spolecnosti CLS JEP, je ¢lenem vyboru
spolecnosti a clenem redakéni rady Mikrobio(m)novin. Podporuje edukacni aktivity v¢. sympozii
a workshopu s mikrobiomovou tematikou.
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Prof. MUDr. Frantisek Duska, Ph.D. pracuje na Klinice anesteziologie a resuscitace 3. LF
Univerzity Karlovy v Praze a Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady. Nastoupil s odhodlanim na

trnitou cestu vyzkumu dynamiky stfevni mikrobioty u kriticky nemocnych a je investigatorem
randomizované kontrolované studie zkoumajici bezpecnost a icinnost multidércovské fekalni
mikrobialni transplantace na postantibiotické prajmy u kriticky nemocnych. Ve Fakultni nemocnici
Krélovské Vinohrady se podilel na zahajeni provozu fekalni banky. Je ¢lenem ridiciho vyboru
Evropské spolecnosti intenzivni mediciny (ESICM) a Ceské spolecnosti intenzivni mediciny
(CSIM).

Pane doktore Vejmelko, FMT je Vasemu oboru vilastni. Mohl byste nam popsat o jakou
lécbu se jedna? Jedna se o novou metodu?

JV: Jsem rad, Ze pouzivate termin fekalni mikrobidlni terapie - je totiz presnéjsi nez fekalni
bakterioterapie. LéCebné totiz prendsime do traviciho traktu pacienta nejenom darcovské
bakterie, ale i dalsi soucasti stfevni mikrobioty a rovnéz postbiotika, kterym je prisuzovan
znacny efekt. Jedna se tedy o lé¢bu, kdy se do traviciho traktu pacienta aplikuje stolice
zdravého a peclivé vysetreného darce s cilem obnovit stfevni mikrobiélni ekosystém
pacienta, ktery onemocnél zdvaznou klostridiovou strevni infekci. Vyuzijeme tedy zdravou
darcovskou mikrobiotu k 1é¢bé pacienta, u néhoz doslo k rozvratu jeho vlastni strevni
mikrobioty a rozvinul se stfevni zanét vyvolany toxigennim kmenem Clostridioides difficile.

Metoda neni nova, byla dle dostupnych informaci uzita napr. k 1é¢bé prdjmd jiz ve 4. stoleti

v Ciné. V moderni historii pak 1é¢il touto metodou pacienty s pseudomembrandzni kolitidou
americky chirurg Ben Eiseman roku 1958. Onemocnéni infekci Clostridioides difficile je
typicky spjato s rekurencemi, kterym lze efektivné (az v 90 %) predejit touto 1écbou, coz bylo
prokazano ve vicerych klinickych studiich (van Nood et al., 2013; Kelly et al., 2016). Navic
americkd FDA schvaélila bakteridlni smés pripravenou na bazi lidské stolice k |é¢bé rekurentni
infekce Clostridioides difficile u dospélych pacientd - suspenzi stievni mikrobioty k aplikaci
do konecéniku klyzmatem (v roce 2022) a také kapsle se spérami stievni mikrobioty

k ordlnimu uziti (2023). Urcitym milnikem v dostupnosti této écby se staly tzv. darcovské
banky stolice - prvni takové vznikla v roce 2012 v USA.

Pane profesore, pod Vasim oborem anesteziologie a resuscitace si ¢tenafi ,na prvni
dobrou” asi nevybavi zrovna téma fekalni mikrobialni terapie. MZete nam, prosim,
fict, kdy se tato lécba realizuje u pacientii v intenzivni péci a také co Vas k vyuziti této
lécby vedlo?

FD: Jednd se o experimentalni pouziti v rdmci klinické studie. Intenzivni péce se zabyva
lécbou kriticky nemocnych pacientl, to znamena téch, u kterych dochéazi k selhavani
Zivotnich funkci a vyZaduji jejich monitoraci a podporu, napfiklad umélou plicni ventilaci.
Mnoho pacientl pfijiméme z divodu sepse nebo pfijdou s jinym vyvolavajicim
onemocnénim, ale komplikuji se bakteridlnimi infekcemi. Ve vysledku 70 % nasich pacientd
je lé¢eno sirokospektrymi antibiotiky, coz méa - v kombinaci s dal§imi faktory - na stfevni
mikrobiom velmi nepfiznivy vliv. Snizuje se jeho diverzita, symbiotickych bakterii ubyva

a pribyva potencialné patogennich a k antibiotikliim rezistentnich kmend, které se pak
mohou stat pdvodci dalsich infekci. Klinicky se tato dysmikrobie mize projevit Gpornymi
prajmy, které komplikuji proces zotavovani a Casto pretrvavaji dlouho po vysazeni antibiotik.
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U¢inna lécba neni znéma, proto v prospektivni
randomizované klinické studii zkousime, jestli aplikace
.prospésnych” mikrobd od dérce do tlustého streva
(FMT) neurychli obnoveni slozeni plvodniho stfevniho
mikrobiomu a Ustup prdjma.

Pane doktore, co je to darcovska banka stolice a k
¢emu slouzi? Zni to ponékud netradi¢né. Kde jinde
ve svété jsou takovéto banky k dispozici?

JV: Od roku 2012, kdy byla studenty MIT zaloZena
v Somerville v USA prvni banka stolice - OpenBiome, jiz vzniklo ve svété a také v Evropé
nékolik obdobnych zafizeni (2012 v Rakousku, 2013 ve Velké Britanii, 2014 ve Francii,
v Némecku a Norsku, 2015 v Nizozemi, 2016 ve Spanélsku, ale napt. také v Hong Kongu).
Zabyvaji se bezpecnym vybérem vhodného dérce stolice, jeho peclivym vysetrenim,
zpracovanim dércovské stolice, ukladanim stolice v nizké teploté (- 80 °C) za prisné
sledovanych podminek a také karantenizaci, ktera jesté bude zminéna. V neposledni fadé
pak banka zajisti logistiku dodavky darcovské stolice do zdravotnického zafizeni, které se
vénuje lé¢bé pacientl s infekci C. difficile. Nasledné pak banka sleduje efektivitu
a monitoruje i pfipadné nezadouci udalosti. Cilem je tedy zvysit bezpecnost a efektivitu této
terapie. Ceska déarcovska banka stolice Restore - Restart, z.s. vznikla v roce 2022 jako
vysledek nékolikaletého Usili, prvni davky mikrobioty darcovské stolice zacala zpracovavat
v poloviné roku 2023. Velké podékovani patii laskavym sponzordm, ktefi projekt podporili.
Banka poskytuje darcovskou stolici pouze k [é¢bé rekurentni a stfevni infekce zpUisobené
C.difficile. Lé¢ba je pak realizovana zku$enymi tymy ve zdravotnickych zatizenich v Ceské
republice, kterd nemaiji k dispozici darce stolice nebo nemaji svou lokalni banku, coz je
aktudlné situace napfr. i nékterych velkych nemocnic. Se zadvaznymi rozvraty mikrobioty
a klostridiovou kolitidou se setkdvame ¢im dal Castéji a je velmi dobre, ze existuje zafizeni
tohoto typu.

Pane profesore, jak casto se setkavate u Vasich pacientt s tzv. klostridiovou stievni
infekci a jakym mechanismem fekalni mikrobialni terapie pomaha?

FD: Kolitida vyvolana C. difficile je odhalena u cca 20 % pacientd s postantibiotickymi
prajmy. Standardem terapie jsou porad speciadlni protiklostridiova antibiotika a jiné metody
|écby jsou v kontextu intenzivni péce stale experimentalni - tzn. jejich 4c¢innost a bezpecnost
je potreba nejprve zjistit v radné sestavené a kontrolované klinické studii. To je presné to, co
déldme - do nasi klinické studie jsou zarazovani pacienti s jakymkoli postantibiotickym
prijmem, véetné infekci zplsobenych C. difficile. Nasi hypotézou je, Ze velka presila
prirozenych symbiotickych mikrobd ze stolice déarct potladi rdst patogennich klostridii.

Pane doktore, bylo by mozné tuto léc¢bu vyuzit i u jinych diagné6z? Nebo to neni
mozné?

JV: VyuZiti v pfipadé jinych diagndz, nez zavazna klostridiova strevni infekce je predmétem
klinického vyzkumu. Velmi nadéjné jsou vysledky ve zvyseni efektu imunoterapie napf.
melanomu, pokud FMT vyuzijeme. Efekt se popisuje rovnéz v pfipadé ulcerdzni kolitidy,
syndromu drazdivého tra¢niku a v situacich, kdy je zdvazné narusena struktura a funkce
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stfevni mikrobioty (to jsou napf. ty dalsi pfipady

zavaznych prdjmd na JIP, o kterych mluvil prof. Duska).

Nyni napr. podrobné analyzujeme vysledky klinické

studie, kterd byla uréena pacientim se syndromem

drazdivého traéniku, kterym jsme aplikovali smésnou

déarcovskou mikrobiotu od zdravych a podrobné

vySetrenych darcd. Vzhledem k tomu, Ze je ale

mikrobiota pro kazdého jedinecnd a vztah mezi

mikrobiotou a imunitnim systémem se utvari

dlouhodobé a neni doposud zcela rozklicovan, jsou

potreba klinické studie. Klinické studie se skutecné ridi pfisnym designem, aby prokazaly
efektivitu této léCby v pfipadé dalsich diagndz a také poskytly voditko k tomu, jak vybirat
vhodného darce, kolikrat a jakym zplsobem tuto [é¢bu realizovat. Metoda je tedy kromé
|é¢by rekurentni klostridiové stfevni infekce prakticky metodou experimentalni. Paradoxné je
o tuto metodu velky zdjem, ackoliv by bylo v tuto chvili logické se zaméfit spiSe na prevenci
poskozeni mikrobioty a také na prirozené postupy, jak kultivovat prostredi pro nasi stfevni
mikrobiotu (dostatek pohybu, pestra strava s adekvatnim mnozstvim vldkniny,
psychohygiena atp.). Navic je nutné zduraznit, ze doposud nezndme zcela konstelaci
prendsené mikrobioty, coz mlze byt pro imunitni systém prijemce znac¢na vyzva a reakci
organismu na tuto terapii nelze vzdy spolehlivé predikovat. Teoreticky existuje i riziko
prenosu onemocnéni, kterd doposud nebyla popséna. Pfece jenom prenasime mikrobiotu,
kterd je zésadni pro funkci stfeva a potazmo celého organismu.

Pane profesore, mohl byste, prosim, fict, jaka jsou tskali a omezeni této lécebné
metody?

FD: Hlavnim uskalim je dostupnost darct - doba, kterou by trvalo shanéni a vysSetrovani
pfibuzného darce mize byt pro kriticky nemocného moc dlouhé. Proto vyuzivame Cerstvé
zamrazenou stolici nepfibuznych darcu.

K moznym nezddoucim Gcinkdm pfistupujeme s maximalni pokorou - a velmi bedlivé je
sledujeme, zejména vzhledem k tomu, Ze v kritickém stavu mdze byt narusena pfirozena
stfevni bariéra. Pribézné vysledky véetné nezddoucich Gcinkl predkldadame nezavislé
mezinarodni komisi odbornikl (Data and Safety Monitoring Boardu), jejiz zpravy
predkladame Etické komisi a SUKLu. Prvni kontrola vysledk( po zafazeni prvnich osmi
pacientd dopadla dobre, ale samozrejmé sledovani pokracuje a na zavéry je brzy. V zadné
indikaci bych pouZiti FMT nedoporudil v intenzivni péc¢i mimo kontext radné vedenych
klinickych studiich - prosté proto, Ze o bezpecnosti této metody toho nevime dost.

Pane profesore, jaky by mél byt idealni darce stolice pro pacienta, ktery je v tézkém
stavu hospitalizovan na anesteziologickém lGzku a rozvinula se u néj zavazna
klostridiova stfevni infekce?

FD: Jak jsem jiz zminil vySe, FMT neni metoda prvni volby pro [é¢bu klostridiové kolitidy pro
nemocné v intenzivni pédi. V nasi studii pouzivdme karanténovanou zmrazenou stolici od
nepfribuznych altruistickych déarct. Slovem karanténovanou myslim, Ze je pouzita az tehdy,
pokud darce pfijde na druhé vysetieni po 2-3 mésicich, a je opét negativni na vSechny
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prenosné nemoci. Zabrani se tim riziku prenosu infekci, které byly v ¢ase darovani stolice
v inkubacni dobé.

Nyni otazka pro oba. Cemu pfisuzujete zvyseny zajem o problematiku fekalni
mikrobialni terapie? Proc se objevuji dotazy, zda by bylo mozné vyuzit tuto lIécbu u
jinych onemocnéni nez rekurentni a zavazna klostridiova stfevni infekce? Z jakého
duvodu se tedy vefejnost k FMT tolik upina a je ji povazovana ,,za vSemocnou"”?

JV: Je dobre, ze médme zdjem o mikrobiotu a chceme ji poznat a pfiznivé ovlivnit. Diky
tomuto zadjmu se také rozviji nové modifikace této terapie tak, aby byla tato co
nejbezpecdnéjsi a méla dostatecny efekt. Je spravné se soustredit pravé na strevni
mikrobiotu, kterd mé v organismu pozici ,headquarters”. Mnohdy ale médme predstavu, ze
existuje jakasi kouzelna zkratka k eubidze a staci jednorazové podat ,skvélou” mikrobiotu

a vSe bude v poradku. Vztah mezi nédmi a mikroby se ale utvari dlouhodobé a klicové je
pravé vytvorit vhodné prostredi pro zdravi prospésné mikroby a pro vyvazeny rozhovor mezi
organismem a mikroby. VSechny racionalni postupy jsou dlouhodobé.V dnesni
akcelerované dobé ale mnohdy vyzadujeme lécbu, kterd opravi mikrobiotu hned. Myslim, ze
je to vici nasim mikrobdm ,nekorektni a také ponékud hanlivé”. Takto jednoducha
mikrobiota rozhodné neni.

FD: Lidsky mikrobiom je fascinujici a komplikovana oblast lidské biologie - interakci mezi
mikrobitou a lidskym télem zdaleka nerozumime dokonale a-s vyjimkou recidivujicich
klostridiovych infekci - je robustnich dat o Gc¢innosti a bezpecnosti v jinych indikacich je velmi
malo.

Jaky je Vas osobni nazor na komeréni vyuziti
mikrobioty lidského téla véetné té strevni?

FD: Ve svétle vyse uvedeného se trochu lekdm, ze
marketing privatnich zafizeni bude rychlejsi nez solidni
véda. Mdm jednu radu: pokud zafizeni fekalni
mikrobialni terapii v jakékoli formé nabizi za Gplatu jako
vselék”, pry¢ odtamtud.

JV: Mikrobiota je pro nas vSechny na této planeté

spolecnd, chrani nds a neméli bychom ji
komercionalizovat. Naopak bychom méli spolecné investovat do ochrany mikrobioty,
dodrzovat striktni pravidla pfi podavani antibiotik (ale i jinych 1ékd) a motivovat sebe a své
okoli k péci o mikrobiotu lidského téla v rémci Zivotospravy, jak zde jiz bylo hezky zminéno.
Je dobre, Ze si vyznam mikrobioty pfipomindme nejen 27. ¢ervna, kdy jsme oslavili Svétovy
den mikrobiomu.

Myslite si, Ze je strategické si ulozit vlastni stolici do banky, aby to byla jakasi zaloha
pro pfipad, Ze bude mikrobiota z riznych divodu selhavat, napf. po antimikrobni
lécbé?

FD: Teoreticky to smysl dava, pokud by takova stolice byla skladovéna v certifikované a
akreditované bance za kontrolovanych podminek, idedlné v nemocnici, ve které se pacient
|éci a méli jsme k tomu medicinské data a legislativni podklad. Toto vSe ndm ale zatim chybi.
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JV: Otézkou spise je, zda si myslime, Ze v tuto chvili je nase mikrobiota v tak dobré kondici,
Ze bychom ji méli skladovat, a to vdomnéni, Ze se jednéa o spravné ,naladénou” mikrobiotu,
kterd nas v budoucnu zachrani. Uvazme fadu negativnich faktord, které na mikrobiotu plsobi
(probéhlé viny covidu, stres, zneuzivani ndvykovych latek, ale i antibiotik, analgetik, inhibitorl
protonové pumpy, zvySena konzumace vysoce pramyslové zpracovanych potravin atp.). | pro
darcovské banky je nyni sloZité najit vhodného darce stolice, ktery je zcela zdrav, nemél
(ideélné) nikdy antibiotika, neuziva jiné léky, neni zavisly na ndvykovych latkach, nedrzi
zadnou specifickou dietu a umi pracovat se stresem, ktery soucasna doba pfinasi v nemalé
mite.

Myslite si, Ze ma tato lIécba budoucnost nebo bude postupné modifikovana, aby se
zvysila jeji bezpecnost a ucinnost?

JV: V tuto chvili se jedné o dostupnou metodou, jejiz bezpecnost zvysuji pravé darcovské
banky stolice. Je fascinujici sledovat, jak se metoda vyviji a stavé se nezbytnou soucasti a také
de facto motorem klinického vyzkumu s cilem rozsirit indikace této metody. Urcité je na misté
ale trpélivost a také ostrazitost. V souvislosti s touto metodou bylo jiz popséano nékolik
zavaznych nezddoucich udélosti, a dokonce doslo v USA k tmrtim v souvislosti s moznym
prenosem multirezistentniho patogena v dobé, kdy se dérci na pfitomnost téchto patogen(
jesté rutinné netestovali.

Je tedy z tohoto pohledu dobre, Ze jistou ,renesanci” prozivaji tzv. mikrobialni lyzaty a dalsi
mikrobiotu modulujici strategie jako napr. fagova terapie. Jsem rad, Ze mohu s nadsenim
sledovat pokroky v téchto komplexnich |éc¢ebnych pfistupech a jsem vdécny, Ze jsme
dércovskou bankou prispéli ke zvyseni dostupnosti a bezpecnosti fekalni mikrobiélni terapie
v CR.

FD: Fekalni mikrobialni terapie ma jisté potencial, ale jsme na zacatku dlouhé cesty vyzkumu
- je potreba badat dvéma sméry. Na misté prvém poznévat biologickou podstatu a na misté
druhém provéadét radné kontrolované prospektivni studie klinické k objektivnimu odliseni
nasi viry a prani od skutec¢né Gcinnosti. Je mozné, Ze transplantace stolice je jen jakési drevni
stadium, a Ze v budoucnosti bude mozné ,opravovat” individuéIni mikrobiotu na miru
pripravenymi lyofilizaty bakterii a substratd podle principl precision medicine. Ale je to
zatim spiSe sen.
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Dékuji za rozhovor a preji vSéem zdravou mikrobiotu.
Hana Sechovcova

Literarni odkazy:

van Nood, Els et al. "Duodenal infusion of donor feces for recurrent Clostridium difficile.” The New

England journal of medicine vol. 368,5(2013): 407-15. doi:10.1056/NEJMo0a1205037 ZDE

Kelly, Colleen R et al. "Effect of Fecal Microbiota Transplantation on Recurrence in Multiply Recurrent
Clostridium difficile Infection: A Randomized Trial.” Annals of internal medicine vol. 165,9 (2016): 609-616.
doi:10.7326/M16-0271 ZDE

Cesky doporuéeny postup lé&by klostridiové stfevni infekce https://infektologie.cz/DoporPostupy/DP-dg-th-
CDI-2022.pdf

Evropsky konsenzus ohledné darcovskych bank stolice
https://gut.bmj.com/content/68/12/2111

Dércovskéa banka stolice Restore - Restart v¢. kontaktu k navazani spolupréace https://bsrr.cz/

Stanovisko vyboru CMS - Fekalni mikrobiomova terapie

https://www.mikrobiom-cms.cz/stanoviska-cms/fekalni-mikrobialni-transplantace/

Metodické okénko aneb pro¢ o strevnim mikrobiomu stale
h...0, pardon, STOLICI vime

Jak jsem jiz predeslala v minulém disle, dneska se ujme metodické sekce nékdo jiny. Firma
Segme se nabidla s nami podélit o zkusenosti, které maji se sekvenovanim celého genu 16S
rRNA pomoci technologie nanoporl (vice jsem o této technologii psala v minulém ¢&isle).

A protoze to vypada, Ze treti generace sekvenovani se stane béznou soucasti nasich
metagenomickych zivotl, budeme se zkusenostem uZivatell vénovat i v pristim cisle.

Moznosti sekvenacniho ¢teni (tzv. long readii) technologie Oxford

Nanopore na prikladu sekvenovani genu pro 16S rRNA s naslednou
identifikaci bakterii

Technologie dlouhého ¢teni (tzv. long ready) Oxford Nanopore umoznuje sekvenovat cely
gen pro 16S rRNA. Historicky méla data ziskana touto technologii nizsi presnost, poslednf
pokroky v jejim vyvoji vSak prinesly vyznamnou zménu v presnosti sekvenacnich dat.
Kombinace nové flowcelly s novou chemii, vy$si frekvenci zaznamu elektrického signalu,
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novym softwarem a vylep$enymi algoritmy basecallingu umoznuje ziskévat dlouhé ready
s vysokou kvalitou (Obr. 1).

Obrazek 1. Kvalita 10 000 long readl genu pro 16S rRNA ziskanych pomoci technologie Oxford Nanopore
(ONT). Graf znazorfiuje distribuci phred skére celého genu. Data byla ziskana pomoci flowcelly R9 (¢ervena), R10
s doporuc¢enymi parametry v pribéhu roku 2023 (modré) a R10 s aktualizovanymi parametry sekvenovani v
prabéhu roku 2024 (ernd). Ve vech pfipadech byl basecalling proveden pomoci identického algoritmu.

Vysoka kvalita dat otevird nové moznosti pro vyuziti dlouhych readl pfi analyze
mikrobialnich vzorkl. Se zlepsenou kvalitou dat a délkou sekvence se Ize ponofit do
presnéjsiho desifrovani komplexnich mikrobialnich komunit. Jednim z pfikladd lepsiho
rozliseni bakterif je analyza kontrolniho vzorku, tzv. mock komunity, sekvenované
technologiemi ONT nebo Illumina (Obr. 2). Sekvenovanim 16S rDNA kontrolniho vzorku
jsme byli schopni rozlisit mikroby na Grovni rodu pomoci technologii kratkého i dlouhého
¢teni. Ale pouze 16S rDNA plné délky byla schopna presné rozdélit vzorek na Grovni druhd.

Ackoli sekvenovani oblasti V3+V4 genu pro 16S rRNA technologii lllumina poskytuje

v metagenomice bakterii lepsi rozliseni, V4 je preferovanéjsi kvali technologickym limitacim
novych generaci sekvenatorl Illumina. Délka knihovny amplikond V4 je priblizné 420
nukleotidd, coz je kompatibilni s nastavenim sekvenovani PE250. Tento rezim sekvenovani
umoznuje nejen ziskat vyssi kvalitu ¢teni (ve srovnani se ¢tenim PE300), ale s ohledem na
délku amplikonu je mozné i lepsi spojeni parovych readd. Ekonomické hledisko hraje také
dilezitou roli, protoze sekvenovani PE300 regionu V3+V4 je drazsi nez PE250 regionu V4.

Podivdme-li se na data ziskana sekvenovanim vzorku lidské stolice, uvidime velmi srovnatelny
pocet identifikovanych rodi mezi technologiemi Illumina (16S rDNA, oblast V4) a ONT (cely
gen pro 16S rRNA) s vyuzitim 20.000 a 10.000 ¢teni (Obr. 3). Vzhledem k tomu, Ze rozliSovaci
schopnost mezi kratkymi a dlouhymi étenimi je rdzna, porovnali jsme pocet identifikovanych
rodl v jediném vzorku stolice obéma technologiemi nékolikrat. Podobnou korelaci mizeme
vidét v pripadé rlznych vzorkl, nezavisle na jejich plvodu (blize neuvadime). Pocet rodl se
muUZe mezi vzorky lisit; pocet identifikovanych rodi vSak dobre koreluje mezi daty ziskanymi
technologiemi lllumina a ONT.
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Obrazek 2. Detekce bakterii na Grovni rodu a druhu v kontrolnim vzorku na zdkladé sekvenovani celé 16S rDNA
technologii ONT a dvou variant sekvenovéni variabilnich oblasti 16S rDNA technologii lllumina (V3+V4 nebo V4).
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Obrazek 3. Pocet identifikovanych bakterialnich rodd ve vzorku lidské stolice, nékolikrat sekvenovéno
technologii ONT (cely gen pro 16S rRNA) nebo Illumina (V4 oblast genu).

Nicméné rozliSovaci schopnost byla mnohem vyssi na zékladé dat ziskanych sekvenovanim
celého genu pro 16S rRNA (obréazek 4), coz je demonstrovano na prikladu rodu Bacteroides.
Dalsim prikladem je pripad celedi Enterobacteriaceae. Tato ¢eled zahrnuje nékolik
vyznamnych rodd véetné Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter a dalsich.
Tyto rody zahrnuji rGzné druhy, z nichz nékteré jsou dobre zndmymi patogeny. Je
pozoruhodné zminit, Ze celkova Cetnost zastoupeni v rdmci rodu Bacteroides nebo celedi
Enterobacteriaceae byla podobna, pokud porovndvdme data ziskana technologii ONT nebo
lllumina. Zaroven je také vhodné zminit, Ze ne kazdy long-read lze anotovat az na druhovou
uroven. Existuje pro to nékolik pravdépodobnych ddvodl. Jednim z nich jsou sekvenaéni
chyby, které jsou navzdory pokroku stéle pfitomny v 16S long-readech. Je obtizné fici, zda
sekvenadni chybi pochézi z kroku PCR a/nebo vlastniho sekvenovani, nicméné obé& moznosti
mohou byt pfi¢inou faktu, Ze urcité nizké procento readd nelze spolehlivé anotovat na Grovni
druhu. Dal$im ddvodem jsou pouzivané databaze. Mnoho databazi, i kdyz jsou obecné
pouzivany, stéle obsahuje $patné anotované sekvence, které, jakmile jsou porovnany s ready
vzorku, generuji nespolehlivé vysledky.

Jednou ze zékladnich otédzek metagenomiky je také pocet sekvenacnich readd potfebnych
ke komplexnimu pochopeni rozmanitosti vzorku. Pocet read( silné zavisi na pdvodu vzorku.
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Cetnost ONT (%) Va4 (%) Cetnost ONT (%) x;:)
Bacteroides 0.08 4.54 Enterobacter 0.68 41.30
Bacteroides caccae 0.52 0.00 Enterobacter asburiae 0.10 0.00
Bacteroides cellulosilyticus 0.08 0.00 Enterobacter cloacae 25.69 0.00
Bacteroides dorei 1.32 0.00 Escherichia-Shigella 0.53 11.53
Bacteroides fragilis 0.12 0.00 Escherichia-Shigella coli 11.12 0.00
Bacteroides ovatus 0.31 0.00 Klebsiella 0.08 0.00
Bacteroides stercoris 0.18 0.00 Klebsiella pneumoniae 2.60 0.00
Bacteroides
thetaiotaomicron 0.23 0.00 Kluyvera 1.18 0.00
Bacteroides uniformis 0.52 0.00 Salmonella enterica 0.12 0.00
Bacteroides vulgatus 0.77 0.00 Citrobacter 0.08 0.00
Citrobacter
Bacteroides xylanisolvens 0.08 0.00 amalonaticus 1.14 0.00
Citrobacter freundii 1.39 0.00
Enterobacteriaceae
Bacteroides celkem 4.23 4.54 celkem 44.72 52.83

Tabulka 1. Taxonomické rozliseni rodu Bacteroides a ¢eledi Enterobacteriaceae ve vzorku lidské stolice na zakladé dat
ziskanych technologiemi ONT nebo lllumina. Cisla ozna¢uji procentualni zastoupenf bakterii uréenych tou & onou

technologii.
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Obrazek 4. Vliv hloubky sekvenovani genu pro 16S rRNA technologii ONT na detekci bakterii na Grovni druht ve
vzorku lidské stolice.

Podle nasich zkuSenosti predstavuje 20 000 ¢teni pfimérené mnozstvi potfebné k
desifrovani rozmanitosti vzorku lidské stolice. Obr. 4 ukazuje srovnani rozliseni vzorku
lidské stolice provedené ze soubord dat obsahujicich 5 000 (5 K), 10 000 (10 K), 20 000
(20 K) a 40 000 (40 K) readd.

V dobé rychlého rozvoje sekvenacnich technologii je nezbytné ujasnit si vSéechna pro a proti
kazdé nové aplikace. Toho |ze dosdhnout pouze neustélym ziskdvanim experimentalnich
zkusenosti a sledovanim drobnych detaill kazdého technologického pfistupu.
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Nase dlouholeté zkusenosti s provdadénim metagenomického sekvenovani a analyzy dat pro
nase klienty ukazuji, Ze technologie sekvenovani kratkého i dlouhého ¢teni jsou obé pro
dany ucel vhodné a cenové srovnatelné.

Nicméné, maji-li byt naplnéna ocekavani, zavisi volba technologie na peclivém posouzeni
cilt vyzkumu a spravném experimentalnim designu, ktery by mél byt peclivé sladén
s dostupnym rozpoctem a sloZitosti zkoumané mikrobidlni komunity.

Vladimir Vimberg a laboratorni tym spolecnosti SEQme s.r.0., Dobfis

Mikrobio(m)Novinky a zajimavosti

Samc¢i neplodnost a vliv na zdravi budoucich potomki — také zde hraje mikrobiom
jednu z hlavnich roli? Hraje ,,prim“ tzv. osa strevo - zarode¢na linie?

Neplodnost je problém, ktery
postihuje stéle vice par(,
které by si prély zalozit rodinu.
Kdo by to byl fekl, ze bude
existovat tolik vlivy, které se
mohou zamichat a ovlivnit tak
jeden z nejpfirozenéjsich déju
v biologii? Neplodnost mdze
postihnout jak Zeny, tak muze
a nékdy maji smulu oba
najednou. A ted' navic
zjistujeme, ze ndm do tohoto
hazi vidle i stav stfevniho mikrobiomu a to dokonce u otc(, jejichz prace na celém procesu
konéi po par minutach!!!

Ve studii z roku 2024, kterou ved| Argaw-Denboba a byla publikovéna v ¢asopise Nature [1],
se védci zaméfili na samci neplodnost, konkrétné u mysich samcud. Zkoumali, jak stfevni
mikrobiom ovliviiuje plodnost, pocet mrtvé narozenych potomkdl, porodni vahu a zdravi
potomkd v prvni generaci (F1). Mikrobiom mys$akd byl bud ponechan bez jakéhokoliv
zadsahu, nebo byl narusen v $estém tydnu Zivota (tedy v dobé dosdhnuti pohlavni zralosti) po
dobu Sesti tydnu antibiotiky a laxativy. Vysledky ukézaly, ze stav mikrobiomu samct ma vliv
na poceti a zdravi jejich potomkd. Studie se soustredila na tzv. ,osu stfevo - zarodecna

linie” (coz je cesta, kterou stav stfrevniho mikrobiomu ovliviuje reprodukéni zdravi samc).
Autofi popisuji, jak citliva je tato osa na vlivy prostredi a jak ovliviiuje zdravi potomka.

Je zndmo, Ze spermie predavaji dédi¢nou informaci dalsi generaci v genetické (sekvence
DNA) a epigenetické (neni zalozena na sekvenci DNA) formé. A tady to zacina byt zajimavé:
epigeneticka slozka maze byt ovlivnéna jesté pred pocetim a ovlivnit fenotyp potomstva.
Stav stfevni mikrobioty budoucich otcl tedy hraje urcitou roli ve zdravotnim stavu potomkd
(V pripadé dysbidzy to mize byt nizkd porodni vaha, omezeny rast ¢i predéasna umrtnost).
Toto riziko je prendseno pres pohlavni burky a je zpdsobeno poruchami stfevniho
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mikrobiomu. Zmény ve spermatu zahrnuji zhorSenou signalizaci leptinu, zmény ve tvaru
varlat, zmény v profilech metabolitd a sSRNA (malych RNA). Tyto zmény prostrfednictvim
epigenetickych mechanismu ovlivni komunikaci mezi plodem a placentou, coZz mize vést
k problémim s vyvojem placenty a narusit zdravé téhotenstvi a vyvoj potomkd.

Ve studii byl vytvoren model stfevni dysbidzy u mysich samct pomoci neabsorbovatelnych
antibiotik (nABX). nABX neprochazeji epitelem gastrointestinalniho traktu a zpUsobuji akutni
strevni dysbiézu. Pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA bylo potvrzeno, ze Ié¢ba po dobu 6
tydn nizkou ddvkou nABX vedla k rozvoji stfevni dysbidzy, ktera vsak po 8 tydnech po
preruseni |écby ustoupila. Dysbiéza neméla zadné vyznamné Gcinky na hmotnost nebo
preziti samcu, ale méli mensi varlata, coz koreluje s niz§im poctem spermii. Pfesto nebyl
pozorovan vyznamny vliv na jejich schopnost plodit potomstvo. Navic nABX nebyly pomoci
hmotnostni spektrometrie detekované v cirkulujicim séru ani varlatech, coz potvrzuje jejich
specifické pasobeni pouze ve strevé. Ke sledovani dopadu indukované dysbidzy mikrobioty
na potomstvo byli nABX samci pareni s nelééenymi samicemi. Potomci téchto otcl méli
statisticky vyznamné nizsi porodni hmotnost, mensi vahové prirlstky a zvysenou imrtnost
vuci kontrolni skupiné. Studie se dale zabyvala reverzibilitou procesu. Autofi zjistili, Ze po
zotaveni ze stfevni dysbidzy zplsobené antibiotickou 6tydenni [é¢bou (8 tydn
rekonvalescence) a po pridani cyklu spermatogeneze (5 tydnl) dochazi k normalizaci

a potomci nevykazovali oproti kontrole zvySenou mortalitu ani zpomalenf ristu.

Na zavér je tfeba optimisticky poznamenat, ze obnovenim otcovské mikrobioty pred pocetim
Ize snizit negativni dopady na zdravotni stav budoucich potomka.

Hana Sechovcové

Literatura:

[1] Argaw-Denboba, Ayele et al. “Paternal microbiome perturbations impact offspring fitness.” Nature
vol. 629,8012 (2024): 652-659. doi:10.1038/s41586-024-07336-w ZDE

Geneticky modifikovana probiotika: Novy horizont ve zdravotni péci

Na nedavné konferenci IPC 2024 jsme mohli slySet o novince ze svéta probiotik. Startup
ZBiotics [1] nedavno uvedl na trh prvni geneticky modifikované probiotikum [2]. Toto
probiotikum je navrzeno tak, aby rozklddalo acetaldehyd, vedlejsi produkt metabolismu
alkoholu, ktery je spojen s priznaky kocoviny. Modifikovany kmen Bacillus subtilis obsahuje
gen pro acetaldehyd dehydrogendzu, kterd umoznuje snizit hladiny acetaldehydu v téle

a potencialné zmirnit Gcinky kocoviny. Pro modifikaci bakterii nebylo potreba pouzit
technologii CRISPR. Spole¢nost misto toho vyuzila starsi metodu zvanou homologni
rekombinace, pfi které dojde k vyméné jednoho Useku DNA za jiny.

Budouci vyvoj probiotik mize zahrnovat i sofistikovanéjsi navrhy k vytvoreni probiotik -
napfiklad schopnych produkovat Sirokou skalu terapeutickych sloucenin, pfizpdsobenych
individuaInim zdravotnim potfebadm jedince. Dalsi vyznamna studie od Sawabe a kolektivu
z roku 2024 [3] se zabyvala konstrukci a charakterizaci hypervezikulujiciho kmene Escherichia
coli Nissle 1917. Tento modifikovany kmen vykazuje zvySenou produkci vezikul, do kterych
mUze zabalit terapeutické latky, které si sam vyrobi. Mohou to byt proteiny, lipidy nebo
nukleové kyseliny, které maji [é¢ebny Ucinek. Vezikuly slouzi jako malé "dorucovaci balicky",
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které mohou tyto molekuly cilené transportovat do specifickych bunék v gastrointestinalnim
traktu, coZ zvysuje ucinnost |éCby.

Jak technologie postupuje, klicové bude udrzet rovnovédhu mezi inovaci a bezpecnosti. Je
nezbytné, aby nové produkty nejen zlepsovaly nase zdravi, ale aby zlstaly bezpecné pro
Sirokou verejnost i pro nase Zivotni prostredi. Evropa se svym opatrnym pfistupem k regulaci
geneticky modifikovanych probiotik se jiz nyni li$i od ostatnich velkych hracd na trhu, jako
jsou Spojené staty a asijské zemé. Jisté bude velmi zajimavé sledovat, jak se tato oblast bude
vyvijet. AktudIngé mame v CR pomérné pfisné pravidla a velmi peclivy dohled Ministerstva
zivotniho prostredi (kategorie | a Il) a SUJB (kategorie Il a IV) i nad uzavfenym nakladdanim

s GMO. Uzaviené znamen3, ze si GMO muzeme pouzivat v laboratofi, ale rozhodné se nesmi
stat, Ze by nam néco ,uteklo” ven. Z tohoto pohledu byste se po poziti takového probiotika
také mohli stat nechténymi zlocinci, protoze po opusténi toalety vdm mohou nasadit klepeta
za vypousténi zivych geneticky modifikovanych mikroorganismi do prirody (ac teda nazyvat
kanalizaci prirodou...) Dobrd, s témi klepety trosku prehanime, ale rozhodné se jedna

o nesmirné zajimavou, sloZitou a nedoresenou pravni problematiku - do nékterého z dalsich
¢isel se pro Vas pokusime ziskat informace ze zasvécenéjsich mist.

Eliska Pivrncova

Literatura:
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[2] Appala Naidu, B et al. “Lyophilized B. subtilis ZB183 Spores: 90-Day Repeat Dose Oral (Gavage) Toxicity Study
in Wistar Rats.” Journal of toxicology vol. 2019 3042108. 3 Nov. 2019, doi:10.1155/2019/3042108 ZDE

[3] Sawabe, Tomomi et al. “Construction and characterization of a hypervesiculation strain of Escherichia coli
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