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ANALYZA BAKTERIOMU A MYKOBIOMU Z LOKALIT DYCHACICH CEST A KRVE PACIENTU S
INHALACNIM TRAUMATEM

Anotace

Inhala¢ni trauma predstavuje akutni postiZeni dychacich cest zplisobené inhalaci
zplodin horeni nebo pary, toxickych a drazdivych latek. Mezi nejcastéjsi sekundarni kom-
plikace po inhalaci zplodin patfi infekce dychacich cest. Zakladnim predpokladem pro
uspésnou terapii popalenych pacienti s infekénimi komplikacemi je precizni mikrobio-
logicka surveillance v ¢ase a vhodna antimikrobialni terapie. Cilem této prace bylo zpraco-
vat literarni reSersi k problematice mikrobioty (bakterii a kvasinek) u pacientt s in-
hala¢nim traumatem a podilet se na zavedeni izola¢ni metody pro naslednou sekvenacni
analyzu bakteriomu a mykobiomu ve vzorcich od téchto pacienti. Byla zoptimalizovana
metodika izolace DNA, polymerazové retézové rekace a poolovani vzorkd. Vysledny pool
byl pfedan k dalSim krokim. Zavedena metodika bude v navazujici studii vyuzita pfi sle-

dovani dynamickych zmén mikrobioty dychacich cest u pacientii s inhalacnim traumatem.



ANALYZA BAKTERIOMU A MYKOBIOMU Z LOKALIT DYCHACICH CEST A KRVE PACIENTU S
INHALACNIM TRAUMATEM

Abstract

Inhalation trauma is an acute injury of the respiratory system caused by the inha-
lation of combustion products or vapors, toxic and irritating substances. The most
common secondary complications after inhalation of combustion products include respi-
ratory infection. The basis for successful therapy of burn patients with infectious compli-
cations is precise microbiological surveillance in time and suited antimicrobial therapy.
The main aims of this thesis were to conduct a research about the issue of microbiota
(bacteria and yeast) in patients with inhalation trauma and to participate on introduction
of an isolation method for sequencing analysis of bacteriome and mycobiome in samples
of these patients. The methodology of DNA isolation, polymerase chain reaction and poo-
ling of samples was optimized. The resulting pool was passed onto the next steps. The
established methodology will be used in the following study to monitor dynamic changes

of airway microbiota in patients with inhalation trauma.
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SEZNAM POJMU A ZKRATEK

Seznam pojmiu a zkratek

ARDS
BAL
BP
BSA
COPD
CS
CT
EMP
ETA
FOB
gDNA
MDR
MIC
OopP
PCR
RNaza
rRNA
SIRS
SOP
TBAS
TBSA
VAP

syndrom akutni plicni nedostatecnosti
bronchoalveolarni lavaz

bukalni sliznice prava

celkova plocha téla

chronicka obstrukéni plicni nemoc
cysticka fibroza

pocitacova tomografie

Earth microbiome project
endotrachealni aspirat

fibroopticka bronchoskopie
genomova deoxyribonukleova kyselina
odolnost na vice 1éc¢iv

minimalni inhibi¢ni koncentrace
nosohltan pravy

polymerazova retézova reakce
ribonukleaza

ribozomalni ribonukleova kyselina
syndrom akutni plicni nedostatecnosti
standardni operacni postup
tracheobronchialni aspirat

celkova popalena plocha téla

ventilatorova pneumonie
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UvoD

1 UVOoD

Dychaci cesty lze rozdélit na horni cesty dychaci (dutina nosni, nosohltan a hltan)
a dolni cesty dychaci (hrtan, pridusnice, pridusky a plice). BEhem posledniho desetileti
se ukazalo, Ze dychaci cesty nejsou sterilni, jak se diive myslelo, ale skladaji se z komplex-
niho mikrobialniho spoleCenstvi nazyvaného mikrobiota. Dychaci cesty predstavuji
vstupni branu pro fadu mikroorganismd, které je nasledné osidluji (Nguyen et al, 2015).

Tato prace je zamérena na mikrobiotu (bakterie a kvasinky) osidlujici horni a dolni
cesty dychaci u popalenych pacientii s inhalacnim traumatem. Toto onemocnéni piredsta-
vuje akutni postizeni dychacich cest zptisobené poskozenim hornich a dolnich cest dycha-
cich inhalaci zplodin horeni nebo pary (Ziegler et al, 2019). Ve spojitosti s oslabenymi
obrannymi mechanismy dychacich cest, které maji za nasledek rozvoj infekce, jsou zkou-
many mikroorganismy: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans a dalsi.

Role mikrobioty pfi udrzovani zdravé sliznice dychacich cest a jeho nasledna re-
akce na inhala¢ni poranéni je dosud ne zcela znama, a proto je hodna dalSiho zkoumani.
Lepsi pochopeni téchto procesti by mohlo zdokonalit diagnostiku pacientii s inhalacnim
traumatem a prispét k optimalizaci jejich terapie zamérené na obnoveni zdravé bakteri-
alni flory dychacich cest u pacientti po dysbiéze (Dyamenahalli et al., 2019). Studium mi-
krobioty se da povaZovat za relativné novou oblast zkoumani a pravé jeji diitkladna zna-
lost mtze pomoci individualizovat terapeuticky ptistup (Corcione et al, 2020; Twigg et
al, 2017).

Cilem prace bylo zavedenti izola¢ni metody pro naslednou sekvenacni analyzu mi-

krobiomu (bakteriomu) ve vzorcich od popalenych pacienti s inhalacnim traumatem.
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TEORETICKA CAST

2 TEORETICKA CAST

V teoreticke Casti bakalarské prace je popsano postizeni dychacich cest, tzv. inhala¢ni
trauma, jeho diagnostika a infekéni komplikace s nim spojené. Dale je charakterizovana
mikrobiota dychacich cest zdravé populace a nasledné je popsana nerovnovaha mikrobi-
oty, ktera vede k dysbiéze. Zplisoby diagnostiky a s tim souvisejici mikrobiologicka sur-
veillance, ktera ma za kol poskytnout tidaje o patogenech kolonizujicich respiracni trakt,
jsou vysvétleny v dalSi Casti bakalarské prace. Nasledné jsou popsany konkrétni mikroor-
ganismy nalezeny v dychacich cestach a asociovany s inhala¢nim traumatem. V zavéru te-

oretické ¢asti je zmifiovana antimikrobialni terapie pacientti s inhala¢nim traumatem.

2.1 Inhalac¢ni trauma

Inhala¢ni trauma predstavuje akutni postizeni dychacich cest zptisobené poskoze-
nim hornich a dolnich cest dychacich, mezi které patii chemické poSkozeni respira¢niho
traktu nebo inhalace zplodin hoteni nebo pary. Inhalace horkého vzduchu mtize poskodit
horni cesty dychaci, zatimco dolni cesty mohou ztistat nedotceny. (Ziegler et al,, 2019).

Akutni poranéni dychacich cest pfi inhalatnim traumatu ma jedine¢nou patofyzi-
ologickou charakteristiku vlivem vdechovanim koure a zplodin (Xiao et al,, 2018). Anato-
micky se inhala¢ni poranéni miize délit do t¥i trid: 1) tepelné poSkozeni, které poskozuje
prevazné horni cesty dychaci nad oblast karina, 2) lokalni chemické podrazdéni dychacich
cest, pri kterém dochazi k poskozeni epitelialnich bunék, sniZeni bakterialni clearance a
ke zniceni mukocilidrniho transportu, 3) systémova toxicita, ktera mize nastat p¥i vde-
chovani oxidu uhelnatého nebo kyanidu (Dries et al,, 2013). Konkrétni postiZeni respirac-

niho traktu je znazornéno na obrazku ¢. 2.
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TEORETICKA CAST
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Obrazek €. 2: Znamé respiracni a systémové ucinky inhala¢niho poskozeni. Vystaveni ohni a koufi
zpUsobuje zranéni primymi tepelnymi ucinky jakoZ i usazovanim toxickych ¢astic a drazdivych latek v re-
spira¢nim traktu. Tyto ucinky jsou patologické a na nékolika odliSnych anatomickych tirovnich: horni cesty
dychaci, dolni cesty dychaci nebo tracheobronchialni systém, plicni sklipky / parenchym a vzdalené orga-
nové systémy (Dyamenahalli et al. 2019, upraveno)

Nedokonalé spalovani materiali jako jsou plasty, guma, direvo nebo bavlna, které
se bézné vyskytuji v pozarech, zplsobuji uvolnéni toxickych vypart, které maji za nasle-
dek téZké poranéni sliznic dychacich cest. Mezi hlavni Skodlivé sloZky koure patii vysoka
teplota, drazdivé latky a toxiny (Xiao et al., 2018).

Tyto latky mohou ve sliznici dychacich cest a v plicnim parenchymu vytvaret kas-
kadovou reakci mediatori zanétu, které nasledné vedou k poSkozeni sliznice, bronchoal-
veolarnimu zanétu a naslednému plicnimu edému (Xiao et al, 2018).

Inhala¢n{ trauma narusuje mukocilidrni clearance a miize poSkodit alveolarni mak-
rofagy, kteri predstavuji posledni obrannou linii v respiracnim traktu (Al Ashry et al,
2016). Klinické priznaky a prognéza inhala¢niho traumatu se €asto zhorsuji vlivem pfri-
tomnosti popalenin a bakterialni infekce (Murakami et al, 2003).

Inhala¢ni poranéni je piitomno u 10 az 20 % vSech popalenych pacienti a vyznamné
zvySuje morbiditu a mortalitu (Corcione et al,, 2020; Walker et al, 2015). Mezi dalsi fak-
tory spojené s vyznamnym zvySenim umrtnosti patti velikost popalené plochy téla a vék

pacienta (Walker et al, 2015). ZvySeny vyskyt inhalacniho poranéni s rostouci velikosti
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TEORETICKA CAST

popalené plochy téla je znazornén na obrazku ¢. 1 (Dries et al, 2013). Pokud jsou u paci-
enta s inhala¢nim traumatem zaroven kozni popaleniny, pak vyvolana masivni zanétliva
reakce zvysSuje pozadavky na tekutinovou resuscitaci (Dries et al, 2013; Enkhbaatar et al,
2016). Prestoze se 1écba a péce o pacienty, ktefi utrpéli rozsahlé kozni popaleniny v po-
slednich desetiletich vyrazné zlepsila, zlistava terapie inhala¢niho poranéni stale naro¢na
(Dyamenahalli et al, 2019; Giilhan et al, 2020). Terapie poranéné tkané dychacich cest

spociva v osetteni a profylaxi pred sekundarnim poskozenim (Dyamenahalli et al.,, 2019).

Inhala¢ni poranéni a celkova plocha popaleni

5 15 25 35 45 55 65 75 85 95

Primérna popalena plocha téla %

A N 0 O
o O O o

Prdmérny vyskyt %
= N w B wui
o © O o o

o

Obrazek ¢. 1: Graf zavislosti mezi priimérnou plochou popaleni a vyskytem inhala¢niho poranéni.
(Dries et al, 2013, upraveno)

2.1.1 Diagnostika inhala¢niho traumatu

Diagnéza inhala¢niho traumatu ¢asto spoléha na subjektivni rozhodnuti 1ékaiti na
zakladé pozorovani a zjisténi oblicejovych a respiracnich poranéni (Yamamura et al,
2015). Je zaloZena na fyzikalnich nalezech zahrnujicich poranéni obliceje, popalené nosni
chloupky, saze v proximalnich dychacich cestach, produkce uhlikového sputa a v nepo-
sledni fadé miiZe ke spravné diagnostice prispét i vysSetieni hlasu (Dries et al,, 2013).

Podezieni na poranéni pti vdechovani kouie se potvrzuje bronchoskopickym vy-
Setfenim, které je zachyceno na obrazku ¢. 3 (Yamamura et al, 2015). V¢etné fibrooptické
bronchoskopie (FOB) se také vyuziva diagnostika xenonovymi plicnimi skeny, dale po-
moci pocitacové tomografie (CT) nebo méteni karboxyhemoglobinu (Dries et al, 2013;
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Walker et al, 2015). Flexibilni FOB je povazovana de facto za standardni vySetteni, pro-
toZe umoZznuje piimou vizualizaci hornich a proximalnich dolnich cest dychacich, avsak
neumoziuje vyhodnotit respira¢ni bronchioly a alveoly, kde miize byt horsi vyména
plynti a dramaticky zménéna homeostaza. Bronchoskopicka metoda vySetfeni mimo jiné
predstavuje zvySené riziko bakteridlni kontaminace a je ¢asto provazeno naslednou in-

fekci dolnich cest dychacich (Ziegler et al, 2019).

P - S
Obrazek ¢. 3: Vlevo: Bronchoskopicky pohled na karinu u pacienta s inhala¢nim traumatem. Jedna
se o zadvazné aZ masivni postiZeni. Fotografie je zachycena v den trazu. Vpravo: Bronchoskopicky pohled
do pravého dolniho plicniho laloku s bronchy u pacienta s inhalaénim traumatem. Jedna se o zdvazné
az masivni postiZeni. Fotografie je pofizena v den urazu. Autor fotografii: doc. MUDr. Bretislav Lipovy, Ph.D.,
MBA.

2.1.2 Komplikace spojené s inhalacnim traumatem

Vdechovani kouie nebo toxickych latek dale vede ke komplikacim jako je chro-
nicka obstrukeni plicni nemoc (COPD), syndrom systémové zanétové odpovédi (SIRS), za-
vazné respiracni selhani, zapal plic a syndrom akutnf plicni nedostatecnosti (ARDS) (Xiao
et al, 2018; Yamamura et al, 2015). Podle studie Al Ashry et al. (2016) je vyskyt zapalu
plic u popalenych pacientii sinhala¢nim traumatem dvakrat vyssi neZz u pacientl bez
inhala¢niho traumatu.

Mezi nejcastéjSi komplikace po inhalaci zplodin patii infekce dychacich cest
(Walker et al, 2015). Infekéni komplikace u téZce popalenych pacientii jsou v soucasné
dobé pravé jednou z Zivot ohrozujicich komplikaci a zptisobuji zvySeny nartist morbidity
a mortality na 50 az 75 % (Giilhan et al, 2020; Lipovy et al, 2011).

Inhala¢ni poranéni vede ke zniceni vystelky dychacich cest a dochazi ke ztraté je-

jich Zivotné dilezitych funkci. Vysledny efekt otevira branu k infekci a nekroticky endotel
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je vynikajicim riistovym médiem pro mikroorganismy (Lipovy et al, 2011). Ztrata inte-
grity epitelu a naruSeni bunécné funkce v dychacich cestach snizuje bakterialni clearance
(Enkhbaatar et al, 2016). Zanét dychacich cest spolu s plicnim edémem zhorsuji vyménu
plynt (Liodaki et al, 2014). VSechny tyto faktory zvysuji riziko vzniku infekce dychacich
cest (Enkhbaatar et al, 2016; Liodaki et al, 2014).

Chemické podrazdéni dychacich cest zptisobuje obnazeni dychaci sliznice, ktera se
nasledné odlupuje. Chemické poskozeni dale stimuluje vazomotorické a senzorické ner-
vové zakonceni k produkci neuropeptidli a mize dochazet ke vzniku zanétu (Walker et
al, 2015).

Tepelné poranéni aktivuje zanétlivou reakci hostitele, ktera ve spojeni s pfimym
poskozenim plic vystavuje nejen dychaci cesty riziku infekce. Stejné jako u chemického
podrazdéni dochazi vlivem tepelného poranéni k odlupovani epitelu v dychacich cestach
a dochazi k naruseni produkce povrchové aktivnich latek (Walker et al, 2015).

Riziko infekce u popalenych pacientti se zvysuje s delSi dobou hospitalizace, zave-
denim mocovych katetrli, endotrachedlni intubaci, inhalatnim poranénim, arteridlnim
nebo zZilnim vstupem a mimo jiné pouzitim invazivnich 1ékatskych nastrojti (Corcione et
al, 2020; Lachiewicz et al, 2017). Za posledni desetileti doSlo ke sniZeni poctu infekci
krevniho recisté souvisejicich s katetrem, zatimco vyskyt infekci dychacich cest zlistava
stabilni (van Duin et al, 2016).

Infekce kiize a mékkych tkani u popalenych pacienti se objevi brzy po prijeti na
jednotku intenzivni péce, zatimco infekce dychacich cest v dlisledku inhala¢niho trau-
matu, stejné jako infekce krve predstavuje pozdéjsi komplikace (Lachiewicz et al, 2017;
van Duin et al, 2016).

PoSkozeni popalenim miize vést ke stavu zhorSené imunoregulace a k vyvinut{
stavu relativntho kompromisu imunitniho systému, diky némuz budou popaleni pacienti
vysoce nachylni k infekcim (Beckmann et al., 2018; Corcione et al,, 2020). Nakonec mohou
pacienti s popaleninami utrpét infekce, které jsou béZné pro ostatni pacienty béhem hos-

pitalizace (Avni et al,, 2010).
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2.1.3 Mikrobiologicka surveillance

Precizni mikrobiologicka surveillance u pacientli sinhalacnim traumatem ma
za ukol poskytnout idaje o patogenech kolonizujicich dolni dychaci cesty a zaroven po-
soudit jejich citlivost. Biologicky material dolnich cest dychacich je pravidelné sledovan
odbérem mikrobiologického materialu pro kultivaci (Brusselaers et al,, 2012).

Mikrobiologicka surveillance je obecné provadéna trikrat za tyden nebo kazdy
treti den ze vzorki sputa, bronchiadlniho aspiratu (BAL), tracheobronchidlniho aspiratu
(TBAS) nebo endotrachealniho aspiratu (ETA) (Brusselaers et al, 2012; Liodaki et al,
2014; Lipovy et al, 2011). BAL je promyti plicnich segmentt a vyuziva se k diagnostice
infekci, ale hlavné ma terapeuticky vyznam a slouzi k vyplachu plic (Foncerrada et al,
2018).

U bronchoskopické diagnostiky se nejcastéji vyuziva vzorek pro kultivaci z BAL,
protoZe bylo zjiSténo, Ze tato metoda je pri identifikaci organismu specifictéjsi a citlivéjsi
nez jiné metody (Rogers et al,, 2014; Lipovy et al, 2011). Mikrobiota v plicich a dychacich
cestach se liSi v zavislosti na misté odbéru vzorka (BAL, ETA) (Beck et al, 2012). Bylo
zjiSténo, Ze vzorky sputa vykazuji vyznamné nizsi bakterialni rozmanitost nez ostatni typy
vzorkd, zatimco vzorky BAL a bronchialni biopsie vykazuji podobné bakterialni sloZeni

(Dima et al, 2019).

2.2 Mikrobiota dychacich cest

Mikrobiota je popsana jako ekologické spolecenstvi symbiotickych, patogennich
a komenzalnich mikroorganismd, které existuji ve vSech castech téla a které se vyvinuly
spolecné se stravou, Zivotnim stylem, genetickymi a imunitnimi faktory (Chellappan et al,
2019; Jin et al, 2019).

Béhem posledniho desetileti se ukazalo, Ze dychaci cesty nejsou sterilni, jak se drive
myslelo, ale skladaji se z komplexniho mikrobialniho spolecenstvi. Lidsky respiracni trakt
predstavuje hlavni vstupni branu pro fadu mikroorganismi, zejména téch, které se vy-
skytuji ve vzduchu jako Castice a patfi mezi né bakterie, houby nebo viry (Nguyen et al,
2015). Slozeni mikrobioty u zdravych jedinci obsahuje vyvazené sloZeni symbionti a pa-

tobiontd a je ur¢eno hlavné dynamickou rovnovahou mezi imigraci a eliminaci (Dima et
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al, 2019; Zakharkina et al, 2017). Mikroorganismy osidlujici horni a dolni cesty dychaci
interaguji s lidskym organismem a mohou ptisobit ve prospéch hostitele nebo byt pricin-
nou patologie (Twigg et al, 2017). Mikrobiota nejen dychacich cest zce souvisi s diskri-
minanty hostitele, tedy s jeho imunitnim systémem danym celkovym zdravotnim stavem
a genetickymi predispozicemi (Dima et al, 2019). Mikrobiota dychacich cest je jedine¢na
a specificka pro kazdého jedince (Nguyen et al, 2015). SloZeni mikrobioty v této lokalité
zavisi na tfech ekologickych faktorech vcetné imigrace mikroorganismi do dychacich
cest, eliminace mikroorganismi z dychacich cest a na podminkach pro riist. Bylo publiko-
vano, Ze sloZeni plicni mikrobioty se neliSi od mikrobioty osidlujici horni cesty dychaci
a dutinu ustni, coz miiZe naznacovat, Ze plicni mikrobiota pochazi z hornich cest dycha-
cich a dostava se prostrednictvim mikroaspirace nebo primé disperze na sliznici
(Chellappan et al,, 2019). Horni cesty dychaci mohou tedy pusobit jako rezervoar mikro-
bioty pro dolni cesty dychaci (Dyamenahalli et al, 2019). V dychacich cestach neexistuji
zadné fyzikalni bariéry a sloZeni mikrobioty je tedy dynamické a prechodné (Dima et al,

2019).

2.2.1 Zdrava mikrobiota dychacich cest

Plice byly tradicné povaZovany za sterilni organ, ale pouzitim mikrobialni detekce
nezavislé na kultivaci, jako je 16S rRNA sekvenovani, dochazi k vyvraceni tohoto nazoru
a ke zjiSténi, Ze v plicich je pritomna mikrobiota (Twigg et al, 2017). Bylo zjiSténo, Ze
zdrava mikrobiota dychacich cest je prevazné sloZena z bakterii kmene Bacteroidetes, Fir-
micutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria a kmene Fungi (Barfod et al, 2013;
Chellappan et al, 2019; Dyamenahalli et al, 2019). Dychaci cesty zdravych jedinci jsou
osidleny bakteriemi rodu Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Streptococcus, Staphylo-
coccus, Veillonella, Prevotella, Fusobacterium, Cyanobacteria ahoubami rodu Cla-
dosporium, Penicillium, Aspergillus (Barfod et al, 2013; Charlson et al, 2011; Chellappan
etal, 2019; Jinetal, 2019). Zatimco rody Neisseria a Haemophilus z kmene Proteobacteria
jsou u zdravych jedincti méné casté (Charlson et al, 2011). Vétsina vyzkumnych studii
o respiracni mikrobioté se zamérila predevSim na bakterie a jejich dopad na zdravi dy-
chacich cest. Existuji vSak dlikazy, Ze i jiné nebakterialni organismy (viry) mohou hrat di-
leZitou roli u zdravych jedinci (Nguyen et al., 2015).
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V respiracnim traktu zdravého jedince ze vzorkl BAL bylo zjiSténo, Ze prevladaji
plisné a kvasinky rodd Candida, Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Davidiellacaea,
Cryptococcus s nejCastéjSimi plisnovymi nebo kvasinkovymi druhy Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, Cladosporium cladosporiodes, Eremothecium sinecaudum (Nguyen
etal, 2015).

Kvantitu a kvalitu slozeni mikrobioty ovliviiuje nékolik faktord vcetné stravy, zi-
votniho prostredi, 1é¢by a infekce (Beckmann et al,, 2018). Mikrobialni rozmanitost se lisi
na zakladé rozdilné ekologie nebo dokonce pritomnosti domacich mazlickd. Pri interpre-

taci udajli o mikrobioté je pottfeba vzit v ivahu i podnebi a geografii (Beck et al,, 2012).

2.2.2 Dysbidza dychacich cest

Zmény v mikrobioté dychacich cest, které ovliviiuji vnitini prostredi a umoznuji
rozSireni malo hojnych mikrobialnich populaci s patogennim potencialem, vedou k dysbi-
6ze. Ztratou rovnovahy mezi imigraci a eliminaci mikroorganismt mitize dojit ke zvyse-
nému rastu mikroorganismi s patogennim potencialem v dychacich cestach. K faktortim
definujicim imigraci patii mikroaspirace a vdechovani mikroorganismi. K faktoriim
ovliviiujicim eliminaci patfi mukociliarni clearance, vrozena a adaptivni obrana hostitele
(Dima et al, 2019). Samotnad nerovnovaha mikrobioty nastava aZ po komplikaci, ktera
miZe predstavovat i inhala¢ni trauma (Corcione et al, 2020). Bakterie rodu Pseudomonas
mohou prednostné kolonizovat endotrachealni trubici, ktera se vyuziva pfi intubaci paci-
enta a v dlisledku toho zménit mikrobiotu plic (Dyamenahalli et al,, 2019). Mikrobiom dy-
chacich cest udrzuje zdravou sliznici dychacich cest a jeho reakce na poranéni miize ge-
nerovat lé¢bu k obnoveni normalni bakterialni flory po dysbiéze (Moffatt et al, 2020).

Mykobiota (houby a kvasinky) ma schopnost vstoupit do dutiny dychacich cest
vdechovanim a miiZe zpisobit respirani potiZe. Respiracni trakt nejcastéji obyvaji kva-
sinkové a houbové patogeny jako Candida albicans nebo Aspergillus fumigatus (Nguyen et
al, 2015). Kromé zptisobeni klinickych plistiovych infekci mtze mit plicni mykobiom za-
vazné zanétlivé ucinky, které mohou onemocnéni plic vyvolat nebo zhorsit jejich priibéh
(Tipton et al, 2017). Casto jsou spojovany s chronickymi plicnimi chorobami jako je

astma, COPD, CS nebo se objevuji po transplantaci plic (Nguyen et al,, 2015; Tipton et al,
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2017). Studium mykobiomu ma stale svoje omezeni, protoze lidské plice jsou obtiZné pfri-
stupné a zptsoby odbéru vzorku z plic pomoci sputa nebo BAL se mohou snadno konta-
minovat z hornich cest dychacich (Tipton et al, 2017). Dalsi problém mtze ptredstavovat
obtizna izolace fungalnich bunék nebo rozliSeni DNA Zivych nebo mrtvych mikroorga-

nismi (Nguyen et al,, 2015).

2.3  Mikrobiom ve vztahu k inhalacnimu traumatu

V pripadé inhalacniho traumatu dochazi v dychacich cestach k nékolika fyziologic-
kym zménam jako je zanét a edém, které mohou pozmeénit mikrobiom dychacich cest
(Dyamenabhalli et al, 2019).

Grampozitivni bakterie jsou v lokalizaci dychacich cest pritomny béhem prvnich
dni hospitalizace, zatimco odolnéjsi gramnegativni bakterie prevladaji v pozdéjsich fazich
(Giilhan et al,, 2020; Lachiewicz et al, 2017; van Duin et al, 2016). Nejcastéji izolované
bakteridlni nebo kvasinkové rody z dychacich cest popalenych pacientl s inhala¢nim
traumatem byly: Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella, Stenotrophomonas,
Staphylococcus, Streptococcus, Enterobacter, Candida (Brusselaers et al,, 2012; Corcione
etal, 2020; Liodaki et al, 2014; Lipovy et al, 2011).

S inhala¢nim traumatem byly asociovany mikroorganismy: Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Stenotropho-
monas maltophilia, Escherichia coli, Candida albicans, Candida non-albicans (Brusselaers
et al, 2012; Liodaki et al, 2014; Lipovy et al, 2011) a dalsi bakterialni druhy a rody, viz
prehled v Tabulce 1.
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Tabulka I: Mikroorganismy asociované s inhala¢nim traumatem.

Mikroorga- Citace Metodika Parametry Pacienti Charakterizo-  Asociace
nismy celkem vana
populace
Pseudomonas (Brusselaers ETA n MDR/celkové 53 VEék: 44 let VAP
aeruginosa etal, 2012) (%) TBSA: 35,0 %
10/37 izolaci Muzi: 33/53
(27 %) Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni
(Rogers et BAL/ETA/sputum 9/59 izolaci 92 Vék: 3,5 let VAP
al, 2014) TBSA: 30 % Pneumonie
Muzi: 54/92
(Tanizaki et - n MDR 26 Vék: 51,2 £ 16,9 let VAP
al, 2012) 8 izolaci TBSA: 40,1 + 20,0%
(30,7 %) Muzi: 20/26
(Gulhan et Krevni kultura 13 pacientg, 41 Vék:3 (1,7 - 6,1) Sepse
al, 2020) 31,7 % let
BSA: 24,1+ 14,7 %
(Costaetal, Respiracni sekret 15 % izolaci 126 Vék: 49,1 + 18,8 let Respira¢ni
2016) Muzi: 92/126 infekce
Inhala¢ni trauma:
17 pacientd
Acinetobacter (Brusselaers ETA n MDR/celkové 53 VEék: 44 let VAP
baumannii etal, 2012) (%) TBSA: 35,0 %
MDR nefermen- Muzi: 33/53
tujici Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni
(Rogers et BAL/ETA/sputum - 92 Vék: 3,5 let VAP
al, 2014) TBSA: 30 % Pneumonie
Muzi: 54/92
(Gulhan et Krevni kultura 17 pacientg, 41 Vék:3 (1,7 - 6,1) sepse
al, 2020) 41,5 % let
BSA: 24,1+ 14,7 %
Staphylococcus (Brusselaers ETA n MDR/celkové 53 VEék: 44 let VAP
auerus etal, 2012) (%) TBSA: 35,0 %
0/11 Muzi: 33/53
(0 %)
(Tanizaki et - n MDR 26 Vék: 51,2 £ 16,9 let VAP
al,,2012) 16 izolaci TBSA: 40,1 + 20,0%
(61,5 %) Muzi: 20/26
(Rogers et BAL/ETA/sputum 9/59 izolaci 92 Vék: 3,5 let VAP
al, 2014) TBSA: 30 %
Muzi: 54/92
(Reardon et - MRSA 40 Vék: 31,7 £ 25,5 let Infekéni
al, 1998) BSA: 19,1+ 15,4 % komplikace
Doba hospitalizace:
37,1+ 31,4 dni
Pocet umrti: 4
- MSSA 38 Vék: 33,8 + 26,5 let Infekéni
BSA: 12,5 +10,0% komplikace
Doba hospitalizace:
30,9 + 25,5 dni
Pocet umrti: 0
(Costaetal, Respiracni sekret 20 % izolaci 126 Vék: 49,1 + 18,8 let Respira¢ni
2016) Muzi: 92/126 infekce
Streptococcus (Brusselaers ETA n MDR/celkové 53 VEék: 44 let VAP
pneumoniae etal, 2012) (%) TBSA: 35,0 %
2/7 Muzi: 33/53
(28,6 %) Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni
(Rogers et BAL/ETA/sputum 18/59 izolaci 92 Vék: 3,5 let VAP
al, 2014) TBSA: 30 % Pneumonie
Muzi: 54/92
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Mikroorga- Citace Metodika Parametry
nismy

Pacienti
celkem

Charakterizo-
vana
populace

Asociace

Streptococcus (Costaetal, Respiracni sekret 10 % izolaci
pneumonieae 2016)

126

Vék: 49,1 £ 18,8 let
Muzi: 92/126

Respira¢ni
infekce

Stenotrophomo- (Brusselaers ETA n MDR/celkové
nas maltophilia etal, 2012) (%)

0/2

(0%)

53

VEk: 44 let
TBSA: 35,0 %
Muzi: 33/53
Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni

VAP

Escherichia coli (Brusselaers ETA n MDR/celkové
etal, 2012) (%)
1/2
(50 %)

53

VEk: 44 let
TBSA: 35,0 %
Muzi: 33/53
Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni

VAP

Haemophilus (Brusselaers ETA n MDR/celkové
influenzae etal, 2012) (%)
0/7
(0%)

53

VEk: 44 let
TBSA: 35,0 %
Muzi: 33/53
Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni

VAP

(Rogers et ETA/BAL/sputum -
al, 2014)

92

V&k: 3,5 let
TBSA: 30 %
Muzi: 54/92

Pneumonie

Rod Klebsiella (Brusselaers ETA n MDR/celkové
etal, 2012) (%)
0/6
(0%)

53

VEk: 44 let
TBSA: 35,0 %
Muzi: 33/53
Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni

VAP

(Rogers et BAL/ETA/sputum -
al, 2014)

92

VEk: 3,5 let
TBSA: 30 %
Muzi: 54/92

VAP
Pneumonie

(Gulhan et Krevni kultura 2 pacienti,
al, 2020) 4,9 %

41

Vek: 3 (1,7 - 6,1)
let
BSA: 24,1+ 14,7 %

sepse

Rod Moraxella (Brusselaers ETA n MDR/celkové
etal, 2012) (%)
0/1
(0%)

53

VEk: 44 let
TBSA: 35,0 %
Muzi: 33/53
Mechanicka venti-
lace: 17 dni
Doba hospitalizace:
34 dni

VAP

(Rogers et BAL/ETA/sputum -
al, 2014)

92

V&k: 3,5 let
TBSA: 30 %
Muzi: 54/92

Pneumonie

Candida albicans (Liodaki et ETA -
al, 2014)

58

VEk:48,4+18,3 let
TBSA:20,5+20,4 %
Muzi: 47/58

pneumonie

(Zhou et al, - 27,03 % pri-
2019) padi

39

VEk:41,9£18,5 let
TBSA: 30,7£23,8 %
Muzi:34/39

kandidémie

Candida Liodaki et ETA -
non-albicans al, 2014)

58

VEk:48,4+18,3 let
TBSA:20,5+20,4 %
Muzi: 47/58

pneumonie

BAL = bronchoalveolarni lavaz

BSA = télesna plocha

ETA = endotrachedlni aspirat

MDR = odolnost na vice 1é¢iv

MRSA = Staphylococcus aureus rezistentni na methicilin
MSSA = Staphylococcus aureus citlivy na methicilin
TBSA = celkova popalena plocha téla

VAP = ventilatorova pneumonie
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2.3.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa patfi mezi gramnegativni bakterie a vyskytuje se aZ v poloviné pri-
padi s multirezistentnimi patogeny (Brusselaers et al, 2012; Tanizaki et al,, 2012). Tento
bakterialni druh je spojen se vznikem zapalu plic (Yamamura et al., 2015). ZvySeny vyskyt
P. aeruginosa je pozorovany v plicni mikrobioté u tézkych astmatikd, zatimco u pediatric-
kych pacientti s CS je mikrobialni rozmanitost tohoto bakteriadlniho druhu snizena (Hahn
etal, 2018; Yatera et al, 2018).

Studie ukazuji, Ze mezi nejcastéji izolované bakterie z dolnich cest dychacich patii
P. aeruginosa spolecné s Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumannii (Lipovy et al,
2011). Kmen Pseudomonas je nejCastéji izolovany kmen z dychacich cest popalenych pa-
cientli, z popalenych ran i zkrevniho obéhu (Costa et al, 2016; Giilhan et al, 2020).
P. aeruginosa je pritomna jen ziidka béhem prvniho tydne hospitalizace popaleného pa-
cienta. BEhem prvnich 7 dnii predstavuje vyskyt P. aeruginosa pouze 8 % vSech gramne-
gativnich izolatl (Lachiewicz et al, 2017). Nasledné se jeji pritomnost zvySuje u 55 % pa-
cientli po 28 dnech po prijeti (Corcione etal, 2020; Wanis et al,, 2016). Pfitomnost P. aeru-
ginosa trvale souvisi s poklesem celkové mikrobialni rozmanitosti (van Duin et al,, 2016),
ktera je spojena se Spatnou funkci plic (Hahn et al,, 2018). Dalsi nemoci asociované s timto

patogenem jsou charakterizovany v tabulce I.

2.3.2 Acinetobacter baumannii

A. baumanii patii mezi nejobavanéjsi respiracni patogeny (Lipovy etal, 2011). Aci-
netobacter jsou jedny znejcastéji izolovanych bakteridlnich kment z popalenych ran
a A. baumannii je povazovana za puivodce infekce krevniho obéhu u popalenych pacientd,
specialné u pediatrickych pacienti (Giilhan et al, 2020; van Duin et al, 2016). A. bauman-
nii se stejné jako dalsi gramnegativni bakterie objevuje v dychacich cestach pozdéji béhem
hospitalizace popaleného pacienta (van Duin et al, 2016). Patfi mezi MDR nefermentujici
patogeny a je ¢asto asociovana se vznikem ventilatorové pneumonie nebo vznikem sepse

u popalenych pacientti s inhala¢nim traumatem, viz tabulka I.
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2.3.3 Staphylococcus aureus

S. aureus je hlavni lidsky patogen, ktery ma schopnost ziskat rezistenci na velké
mnozstvi antibiotik (Lakhundi et al, 2018). Mechanismus rezistence spociva v alteraci na
proteiny vazici penicilin v organismu (Reardon et al,, 1998). DalSim mechanismem je pro-
dukce biofilmu, diky kterému je patogen schopny adherovat na riizné povrchy, véetné
zdravotnickych prostiedki a hostitelské tkané (Mahmoudi et al, 2019).

S. aureus spolecné s P. aeruginosa patii mezi nejcastéji izolované patogeny z popa-
lenin a spolecné jsou asociované se vznikem zapalu plic (Mahmoudi et al, 2019;
Yamamura et al, 2015). S. aureus citlivy (MSSA) a rezistentni (MRSA) na methicilin neni
spojen se zvySenou morbiditou nebo mortalitou u pacientli s popaleninami a populace
v tomto pripadé vykazuje podobné parametry (Reardon et al, 1998). S. aureus u popale-
nych pacientt s inhala¢nim traumatem je asociovan se vznikem sepse, VAP a infek¢nich
komplikaci, viz tabulka I. Pfitomnost tohoto patogenu v dychacich cestach v pribéhu hos-

pitalizace popalenych pacientd postupné klesa (Lipovy et al, 2011).

2.3.4 Dalsi bakterialni druhy asociované s inhala¢nim traumatem

Haemophillus influenzae je pritomna béhem prvniho tydne hospitalizace popaleného
pacienta, nasledné se jeji vyskyt snizuje. V priiméru byla izolovana od 36 % popalenych
pacientli béhem prvniho tydne hospitalizace a béhem dalsich 7 dnii poklesla na nulu
(Corcione et al.,, 2020; Lachiewicz et al,, 2017). Pomoci ETA bylo zjisténo, Ze H. influenzae
je asociovan s vyskytem VAP a pneumonie u popalenych pacientd s inhala¢nim trauma-
tem, viz tabulka I (Brusselaers et al, 2012; Rogers et al, 2014).

Klebsiella pneumoniae je nejbéznéjsim izolatem u popalenych pacientd, u kterych se
rozvinula VAP, viz tabulka I. Tato gramnegativni bakterie se vyskytovala pozdéji b€hem

hospitalizace popaleného pacienta (Costa et al,, 2016).
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2.3.5 Rod Candida

Rod Candida zastupuji vSudy pritomné lidské komenzalni houby, které v pripadé
sniZené rezistence hostitele na infekci mohou byt pricinnou patologie. Mezi dva nejcasteé-
jSi kvasinkové druhy vyskytujici se u popalenych pacienti patii C. parapsilosis a C. albi-
cans. Rizikové faktory pro kandidové infekce u téchto pacienti je prodlouzena doba anti-
mikrobialni terapie, 1écba steroidy, trachealni intubace a inhalace koure. Kandidova in-
fekce se mtze objevit 1-3 tydny po tepelném poranéni, v€asné rozpoznani a lé¢ba téchto
infekci antifungalni terapii miize vést ke snizeni morbidity a mortality spojené s témito
infekcemi u pacientli s popaleninami. Detekce Candida v bronchialnich sekrecich je pro-
jevem obecného sniZeni télesné odolnosti, pti které jsou sniZzené antimikrobialni a anti-
mykotické obranné mechanismy. Identifikace Candida na Grovni druhti obvykle vyzaduje

1 aZ 3 dny po detekci ristu hub v kulturach (Wei-hua et. al, 2012).

2.4  Antimikrobidlni terapie u pacientli s inhala¢nim traumatem

a infek¢nimi komplikacemi

Citlivost stanoveni bakterialni rezistence na antibiotika u grampozitivnich i gram-
negativnich bakterii se provadi pomoci diskové difizni metody a ve vybranych pripadech
se citlivost stanovuje metodou minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) (Giilhan et al,
2020; Lipovyetal, 2011).V pribéhu terapie pacientl s inhala¢nim traumatem se nékteré
mikroorganismy mohou stat rezistentni na urcité druhy léciv. Zvysujici se vyskyt téchto
mikroorganismi piredstavuje velky problém souvisejici s del$i dobou uc¢inné 1écby, zvyse-
nou umrtnosti, dels$i dobou hospitalizace i s vétSimi naklady na 1écbu (van Duin et al,
2016).

V pripadé podezreni na infekci grampozitivnimi bakteriemi je zahajena 1écba van-
komycinem, zatimco u gramnegativni infekce jsou popaleni pacienti 1éCeni meropenem
nebo ceftazidimem (Tanizaki et. al. 2012).

Vzhledem k tomu, Ze ptivodci infek¢énich komplikaci jsou i kvasinky C. albicans a C.
non-albicans, tak je terapie zahajena intrakonazolem, vorikonazolem nebo dalSimi azoly

(Wei-hua et. al, 2012).
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Podavani profylaktickych antibiotik je stadle tématem kontroverze. Neexistuji
zadna jasna doporuceni a je pouze na zkusSenostech osetrujicich 1ékard, aby si vybrali,
které profylaktické antibiotikum pouziji, pokud vibec néjaké (Lipovy et al, 2011;
Muthukumar et al, 2020).

0 podavani profylaktickych antibiotik se da uvazovat ve specialnich ptipadech, na-
priklad u pacienti s inhala¢nim traumatem nebo rozvijejici se pneumonii (Muthukumar
et al, 2020). Vysledny vliv podavani profylaktickych antibiotik je zndzornén na obrazku
. 4.

m podavani profylaktickych antibiotik m nepodévani profylaktickych antibiotik
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Obrazek ¢. 4: Podavani profylaktickych antibiotik u pacientii s inhala¢nim traumatem. Popaleni pa-
cienti s inhala¢nim traumatem ze skupiny, které byla podavana profylakticka antibiotika (n=30) méli pri-
mérny pobyt v nemocnici 24 dni, sepse byla pozorovana u 18 pacient(, pneumonie byla diagnostikovana u
20 pacientti a 22 pacientl nepreZilo do 30. dne po utrpéni popaleni. Ve skupiné pacientl s inhala¢nim trau-
matem, kterym nebyla podavana profylaktickd antibiotika (n=38) byl priimérny pobyt v nemocnici 26 dni,
sepse byla pozorovana u 21 pacientli, pneumonie byla diagnostikovana u 29 pacientt a 27 pacientl nepre-
zilo do 30. dne po popaleni (Muthukumar et al., 2020, upraveno)
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3 Cil prace

Cilem bakalarské prace je zpracovat literarni reSersi k problematice mikrobioty (bak-
terif a kvasinek) u pacientd s inhala¢nim traumatem.
DalSim cilem je zavedenti izola¢ni metody pro naslednou sekvenacni analyzu mikro-

biomu (bakteriomu, mykobiomu) ve vzorcich od téchto pacientd.
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4 Prakticka cast

4.1 Material a metody

V ramci praktické ¢asti této bakalarské prace byly zpracovany vzorky stéri z bu-
kaln{ sliznice a stérd z nosohltanu 3 popalenych pacientd, ktef'i utrpéli inhala¢ni trauma.
V ramci projektu Molekularné geneticka analyza dynamickych zmén mikrobiomu dycha-
cich cest u pacientl s inhala¢nim traumatem - Startup Fakultni nemocnice Brno, byly
vzorky ziskany od hospitalizovanych pacientti na Klinice popalenin a plastické chirurgie
Fakultni nemocnice Brno pod vedenim doc. MUDr. Bretislava Lipového, PhD., MBA.

Vzorky byly odebrany pomoci tamponu FLOQSwabs (COPAN, Italie) z levé a pravé
strany bukalni sliznice a z nosohltanu,ato 1., 3., 5., 7., 14. a 28. den hospitalizace pacienta.
Vzorky byly do 1 hodiny od odbéru uskladnény pfti teploté -70 °C. Pro testovani bylo po-
uzito 8 vzorki od jednoho pacienta, a to odbéry z pravé bukalni sliznice (BP) a z pravého
nosohltanu (OP) odebranych ve dnech 1, 3, 7 a 14.

Jednotlivé kroky nasledujiciho postupu prace vychazi ze standardnich operacnich
postupti (SOP), které byly zavedeny v laboratofi pro analyzu mikrobiomu RECETOX, PiF
MU v Brné, kde byla prakticka cast bakalarskeé prace provedena. Knihovna a nasledné sek-
venovani nové generace bylo pripraveno dle standardniho Illumina 16S metagenomic-
kého protokolu s drobnymi modifikacemi. Na obrazku €. 5 je schéma odbéru a zpracovani
vzorkd a jednotlivé kroky jsou podrobné popsany nize. Svétle modré podbarveni predsta-
vuje praci v laboratori, na které jsem se podilela. Zpracovani vzorki po prvnim poolovani

bylo provedeno RNDr. Petrou Splichalovou, Ph.D.
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Obrazek ¢. 5: Work-flow graf znazornujici odbér a zpracovani vzorki. Vytvoieno pomoci BioRen-
der.com.

4.1.1 Izolace DNA a kontrola kvality gDNA

DNA byla ze vzorkt izolovana pomoci komerc¢ni soupravy QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Némecko). Ke vzorkiim bylo po rozmraZeni pridano 400 ul ATL pufru a 20 ul
proteinazy K. Nasledné byly vzorky zvortexovany a stoCeny na centrifuze a inkubovany
na trepacce po dobu 1 hodiny a 20 minut pfi 800 rpm a teploté 56 °C. Dale byly vzorky
kratce stoCeny a bylo k nim pridano 5 pl ribonukleazy (RNaza, 25 ug/ml), nasledné byly
vortexovany po dobu 15 sekund a inkubovany po dobu 2 minut pfi pokojové teploté.

Po kratkém stoceni na centrifuze bylo pridano 200 ul pufru AL. Vzorky byly zvor-
texovany a inkubovany pti 70 °C po dobu 10 minut pti 800 rpm. Ke vzorkiim bylo pridano
200 pl absolutniho ethanolu, nasledné byly vzorky zvortexovany po dobu 15 sekund
a kratce stocCeny.

Odbérové tampony byly preneseny do novych zkumavek a byly centrifugovany cca
3,5 minuty pri 16 000 g. Ziskany pelet byl pridan do prvni izolani zkumavky a na Spin
Column bylo naneseno 675 pl supernatantu. Vzorky byly centrifugovany po dobu 1 mi-
nuty pri 6 000 g. Tekutina, ktera protekla, byla odstranéna. Naneseni supernatantu na
Spin Column a centrifugovani bylo stejnym zplisobem jesté jednou zopakovano, aby doslo

k naneseni veSkerého supernatantu.
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Na promyti kolonky bylo vyuzito 500 pl pufru AW1 a izola¢ni zkumavky byly cen-
trifugovany po dobu 1 minuty pri 6 000 g. Spin Column byla prenesena do nové Collection
tube a bylo pridano 500 pl pufru AW2, nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 1
minuty pfi 16 000 g. Spin Column byla znovu prenesena do nové zkumavky, vzorky byly
centrifugovany po dobu 3 minut pri 16 000 g a roztok, ktery protekl, byl odstranén.

Pro eluci DNA byla Spin Column prenesena do nové zkumavky a do stredu filtru
bylo naneseno 32,5 pl elu¢niho roztoku AE nahratého na 65 °C. Vzorky byly inkubovany
pri pokojové teploté 5 minut a centrifugovany 1 minutu pti 6 000 g. Ziskany roztok s elu-
ovanou DNA, byl znovu nanesen na filtr, inkubovan a centrifugovan za stejnych podminek.
Spin Column byla odstranéna a zkumavky se ziskanou genomovou DNA (gDNA) byly skla-
dovany pfri 4 °C a pro provedeni kontroly kvality byly zamraZeny na -20 °C. VSechny vyse
uvedené postupy jsou znazornény na obrazku ¢. 6.

Vzorek
Lyzat

& Naneseni lyzatu a navazani
{2 DNA na kolonku

| Promyvani pomoci pufru AW1

T
‘lltg Promyvéani pomoci pufru AW2

Eluce z kolonky

T
i Zamrazeni gDNA na -20 °C

Cista genomova DNA

Obrazek €. 6: Schéma znazornujici izolaci DNA (QIAGEN 2016, upraveno).
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V pribéhu izolace DNA byl vyuzit AL puft, ktery obsahuje chaotropni siil a vytvari
vazbu zaroven se zaporné nabitym sklem v kolonce i se zaporné nabitou DNA. Molekuly
DNA v pritomnosti chaotropnich soli adheruji na SiO2 a dochazi k jejich zachyceni na ko-
lonce, v pripadé, Ze by molekuly DNA neadherovaly na SiOz, nedoslo by k jejich zachyceni.
Vlivem soli a pH lyzatu nedochazi k zadrzovani bilkovin a dalSich kontaminujicich latek,
které by mohly inhibovat PCR reakci a dalsi enzymatické reakce (QIAGEN, 2016).

V praktické casti bakalarské prace byly ke zméreni koncentrace vyuZity pristroje
Nanodrop a Qubit HS. Nanodrop funguje na spektrofotometrickém principu, zatimco
Qubit HS funguje na fluorimetrickém principu. Spektrofotometr méri vse, co absorbuje
svétlo pri 260 nm (jedno/dvouvlaknové DNA, RNA, proteiny nebo kontaminujici latky)
a casto vysledné koncentrace dosahuji vyssich hodnot pravé kvili kontaminaci (O’'Neill et
al, 2011). Méreni vyzaduje mensi objem vzorku (Khanna et al, 2016; O’Neill et al, 2011).
Fluorimetr je zaloZen na principu fluorescence barviv a tim padem obsahuje citliva bar-
viva, ktera fluoreskuji v poméru mnozstvi proteinu, RNA nebo DNA (O’Neill et al, 2011).
Na rozdil od spektrofotometru rozliSuje dvouvlaknovou DNA (Khanna et al, 2016). Nevy-
hodu predstavuje nemoznost zmérit presnou Cistotu vzorku (O’Neill et al, 2011).

Pro kontrolu kvality gDNA byla vyuzita spektrofotometricka metoda méteni kon-
centrace DNA pomoci Nanodropu: microplate reader (Synergy Mx, BioTek, USA). Na des-
ticku bylo napipetovano 2 pl standardu (tzv. blanku) a po 2 ul kazdého vzorku na desticku.
Jako blank byl pouZit elu¢ni roztok AE. Uzaviena desticka byla vloZena do Synergy HTX
fluorimetru a pomoci zarizeni byla vyhodnocena kalibra¢ni kfivka a poméry hodnot
Az60/A230 a A260/A280 pro posouzeni Cistoty vzorka.

Kromé spektrofotometrického ovéreni byla provedena i gelova elektroforéza. Pri
pripravé 1 % agardézového gelu bylo pouzito interkalacni €inidlo - RED gel (Biotium), pro
zviditelnéni DNA v UV zareni. Objemy agar6zového roztoku potfebného pro pripravu 1 %
a 1,5 % agar6zového gelu zavisejici na velikosti tacu jsou uvedeny v tabulce II. Po smi-
chani agarézového prasku a roztoku TAE bylo nutné smés zahrat v mikrovinné troubé
az do doby, nez doslo k rozpusténi vSech krystalli. Do zchladlého roztoku bylo nasledné
pridano dané mnozstvi RED gelu podle tabulky II. Pfed nalévanim byl roztok zchlazen na

teplotu v rozmezi 50 °C az 60 °C. Takto zchlazeny gel bylo moZné prelit do tacu a nasledné
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vloZit hfebeny do jamek. Po ztuhnuti gelu byly hfebeny odstranény a gel vloZen do elek-
troforetické vany. Do jamek byly napipetovany vzorky o objemu 5 pl, které byly smichany
s nanaSecim pufrem. Do jedné z jamek byl napipetovan 1 kb DNA Ladder (New England
BioLabs), ktery slouZi pro odhad velikosti separovanych fragmentt nukleovych kyselin.
Zarizeni bylo pripojeno ke zdroji napajeni na 100 V po dobu 35 minut. Pro vyfoceni vy-
sledki na gelu bylo pouzito UV zobrazovaci zatizeni Azure c200 (Azure Biosystems).

Tabulka II: Navazky a objemy chemikalii poti‘ebnych pro pripravu agarézovych gela

Objem RED gelu

Velikost tacu Objem TAE (ml) Vaha aragézy (g) () % gelu

40 40 0,4 2

65 65 0,65 3

200 200 2 9 1,0
350 300 3 14

40 40 0,6 2

65 65 0,975 3

200 200 3 9 1,5
350 300 4,5 14

4.1.2 Prvni kolo amplifikace 16S rRNA

Prvni kolo amplifikace cili na hypervariabilni oblast 16S genu, ¢imZ dojde k ampli-
fikaci mikrobialni DNA. Pro prvni kolo amplifikace 16S rRNA byla pouZita polymeraza Q5
High-Fidelity 2x Master Mix (BioLabs) (polymeraza je soucasti mastermixu). Reak¢ni
smés na PCR méla celkovy objem 30 ul a reagencie, které byly pouzity v PCR reakci, jsou
shrnuty v tabulce II1. Dané parametry jednotlivych krokt a pocet cykli jsou shrnuty v ta-
bulce IV. Amplifikace 16S rRNA probihala na pristroji Mastercycler GSX1 (Eppendorf). Pro
pozitivni kontrolu byla pouzita lidska DNA a pro negativni kontrolu byla pouzita deioni-
zovana voda. V pripadé, Ze by vysla pozitivni kontrola negativné, znamena to, Ze byla pro-
vedena chyba v priibéhu elektroforézy nebo pti ptipravé gelu, naptiklad kdybychom za-
pomneéli pridat RED gel (Biotium). V pripadé, Ze by vysla negativni kontrola pozitivné, jed-
nalo by se o kontaminaci reagenci, naptiklad mastermixu nebo primeri a nase vzorky by

se nedaly povazovat za prikazné.
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Tabulka III: SloZeni reakéni smési pro polymerazovou retézovou reakci

Objem
Reagencie

(uD)
Q5 High-Fidelity 2x Master mix
(BioLabs, New England) o
H20 9
EMP forward primer 1,5
EMP reverse primer 1,5
DNA 3

Tabulka IV: Program polymerazové retézové reakce

Jednotlivé kroky Parametry Pocet cykll
Pocatecni denaturace 98 °C 30 sec 1
Denaturace 98 °C 10 sec
Dosednuti primert 55°C 15 sec 30
Extenze 72 °C 30 sec
Syntéza DNA 72°C 2 min 1
Chlazeni 4°C © 1

Pro amplifikaci genu 16S rRNA byly pouzity primery 16S Earth microbiome Project
(EMP) (Walters et al, 2016), jejichz oligonukleotidové sekvence jsou uvedeny v tabulce
V.
Primery se skladaji z nékolika casti:
e Overhang (extenze) - oblast potiebna pro nasledné nasedan{ indext
e Znacka -sekvence odliSujici od sebe jednotlivé vzorky
e Spacer - oddéluje znacku od oblasti komplementarni k oblasti zajmu

e Vlastni primer - komplementarni k oblasti zajmu
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Byly vyuzity znacené primery (barcode), které jsou PCR reakci v€lenény do naa-
mplifikovanych useki. Kvili odliSnym barcodiim mohou byt vzorky zpoolovany pied in-
dexacni PCR reakci a tyto znac¢ky umoziuji sekvenovat vice vzorki najednout a na jejich
zakladé je odlisit.

Tabulka V: Primery s oligonukleotidovymi sekvencemi

Primer Extenze Sekvence vlastniho primeru
16S

EMP TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CCTACGGGNGGCWGCAG
forward

16S

EMP GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG GACTACHVGGGTATCTAATCC

reverse

4.1.3 Kontrola kvality po amplifikaci

Kontrola kvality PCR produktii po amplifikaci probéhla pomoci gelové elektrofo-
rézy. Provedeni bylo stejné jako pri vySe popsaném postupu v kapitole 4.1.1. s tim rozdi-
lem, Ze byl vyuzit 1,5 % agarézovy gel s RED gelem podle tabulky Il a 2 pl vzorku a 2 pl
loading bufferu. Do jedné z jamek byl napipetovan 100 bp DNA Ladder (New England Bi-
oLabs). Elektroforeticka vana byla pripojena ke zdroji napajeni po dobu 35 minut na 100
V. Pro zachyceni vysledki na gelu bylo vyuzito UV zobrazovaci zatrizeni Azure c200 (Azure

Biosystems).

4.1.4 PCR Clean up

Vo Vv

Precisténi PCR produktt od zbylych primert, polymerazy a neinkorporovanych
nukleotidd bylo nasledné provedeno pomoci paramagnetickych kuli¢cek SPRIselect beads
(Beckman Coulter Genomics). Do stripti bylo pfeneseno 25 pul amplikont a do kazdé jamky
bylo pridano 20 pl zvortexovanych SPRIselect beads (Beckman Coulter Genomics). Des-
ticku bylo nutné zalepit a dat na 2 minuty na tfepacku na 1800 rpm. Po stoceni byly vzorky
inkubovany pri pokojové teploté po dobu 5 minut. Desticka byla poloZena na magneticky
stojanek do doby neZ se projasnil supernatant, ktery byl nasledné odstranén. Poté pro-

béhlo prvni promyti. Do kazdé jamky bylo napipetovano 180 ul 80 % ethanolu, vzorky se
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nechaly inkubovat na stojanku po dobu 30 s a nasledné byl odstranén supernatant. Druhé
promyvani probéhlo stejnym zptisobem. Kazda jamka byla opét promyta 180 ul 80 %
ethanolem a inkubovana po dobu 30 s. Vznikly supernatant byl opatrné odpipetovan
a zkumavky byly inkubovany pfi laboratorni teploté az do odpareni veSkerého ethanolu.
Poté byla destic¢ka sundana ze stojanku a do jamek bylo pridano 32.5 ul TE pufru. Desticka
byla zalepena a dana na 2 minuty na trepacku na 1800 rpm. Nasledné byla desti¢ka inku-
bovana pri pokojové teploté po dobu 5 minut a poté byla vracena na magneticky stojanek
a znovu inkubovana azZ do doby, neZ se supernatant projasnil. Do nového stripu bylo od-

pipetovano 30 pl supernatantu, ve kterém se nachazi precisténé amplikony.

4.1.5 Kontrola kvality PCR produktii po preciSténi

Po precisténi pomoci SPRIselect paramagnetickych kulicek nasledovala kontrola
kvality DNA pomoci gelové elektroforézy, ktera probihala stejnym zptisobem jako kon-

trola kvality amplikont po prvnim kole PCR, viz kapitola 4.1.3.

4.1.6 Méieni koncentrace piceciSténych PCR produktia

K méreni koncentrace precisténych PCR produktd byl pouzit Quant-iT dsDNA
Assay Kit (Invitrogen™, USA). Ve sterilni plastové zkumavce bylo smichano Quant-it
dsDNA reagent a Quant-it pufru v poméru 1:199 pl. Jedna se o mnozstvi pro jeden vzorek,
ktery byl vynasoben poctem vzorki s pripocitanim 10 % navic. Dale tento roztok rozpi-
petovavame po 198 ul do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky. Vzorky byly pipeto-
vany ob jeden sloupec. Do jamek urcenych pro standardy bylo pipetovano 190 pl.
Do kazdé jamky byly k roztoku postupné pipetovany 2 pl vzorku nebo 10 pl standardu,
které byly pred pipetovanim lehce zcentrifugovany. Cela smés v jamkach byla promichana
pipetou a byly vytvoteny duplikaty do zbyvajicich volnych sloupci. Vysledny objem
v jamkach byl tedy 100 pl. Desticka byla prelepena folii, stocena a nasledné doSlo ke zmé-
reni koncentrace DNA fluorimetricky pomoci pristroje Qubit HS. Ziskané hodnoty se

mohly mezi duplikaty liSit maximalné o 10 %, jinak bylo nutné méreni zopakovat.
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4.1.7 Poolovani vzorkii pred indexaci

Vzorky s oznacenymi primery byly ekvimolarné smichany (tzv. poolovani) do
jedné zkumavky, a to diky pouZziti EMP1-EMP8 primert pti amplifikaci 16S rRNA. Pro
tento pool byla zvolena koncentrace 15 ng. Vzniklé pooly poslouzily jako templat pro in-
dexacni PCR reakci. Takto pripravené pooly byly predany k dalSimu zpracovani RNDr.
Peti'e Splichalové, Ph.D.

4.1.8 Nasledujici zpracovani vzorki

V dalSich krocich byla provedena indexa¢ni PCR reakce s pouzitim Nextera XT in-
dexti (Illumina, USA). Indexacni PCR reakce probihala s men$im mnoZstvim cykl{, nez
bylo pouZzito u klasické PCR reakce. Kontrola kvality byla uskute¢néna pomoci gelové
elektroforézy s vyuzitim 1,5 % agarézového gelu s RED gelem. Jako velikostni marker byl
pouzit 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs). Precistovani produktli probihalo ve
stripech pomoci magnetickych kulicek totoZné jako v kroku 4.1.4. Dale se vyuZilo fluori-
metrické stanoveni koncentrace precisténych PCR produkti. Oindexované pooly byly
kvantifikovany pomoci qPCR KAPA Library Quantification Complete Kit (Roche, USA)
a pristroje LightCycler 480 Instrument (Roche, USA), kde doslo ke kontrole velikosti frag-
mentd. Na zakladé vysledkt qPCR byly pooly ekvimolarné smichany do findlni knihovny.
Vznikla knihovna byla zkontrolovana na pristroji 2100 Bioanalyzer Instrument za pouZiti
kitu High Sensitivity D1000 Screen Tape (Agilent Technologies, USA), zméfila se u ni kon-
centrace pomoci microplate reader dsDNA HS Assay Kit a stanovila se koncentrace kni-
hovny pomoci KAPA Library Quantification Kit. Samotna sekvenace probihala na pristroji
MiSeq sekvenatoru (Illumina, USA) dle zvoleného navodu. Finalni knihovna byla nare-
déna na koncentraci 8 pM a bylo k ni pridano 20 % PhiX (Illumina, USA), ktery slouzil jako
kontrola. Nasledné byly vzorky byly predany k bioinformacnimu zpracovani a ke statis-

tické analyze.
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4.2  Vysledky

Byla zoptimalizovana metodika pro zpracovani vzorka stért z bukalni sliznice
a stéri znosohltanu a zavedena izola¢ni metodika pro naslednou sekvenac¢ni analyzu

bakteriomu.

4.2.1 Izolace DNA a kontrola kvality gDNA

Z 8 vzorki bylo ziskano celkem 32,5 ul gDNA. Koncentrace izolované gDNA spo-
leCné s jeji Cistotou jsou uvedeny v tabulce VI, kontrola DNA po izolaci viz obrazek ¢. 7.

Koncentrace gDNA se pohybovala v rozmezi 10-44 ng/ul.

Tabulka VI: Tabulka shrnujici naméiené koncentrace izolované gDNA ze stért bukalni sliznice a ze

stéri z nosohltanu po dobu hospitalizace pacienta s inhala¢nim traumatem.

Nazev Az60/Az280 Az60/A230 Koncentrace (ng/pl)
1/1BP 2,16 0,71 10,38
1/10P 2,50 0,61 9,78
1/3BP 1,89 1,52 44,38
1/3 OP 1,94 1,26 17,10
1/7 BP 1,99 1,06 21,34
1/7 OP 2,05 1,335 21,37
1/14 BP 2,08 0,856 20,48
1/14 OP 2,09 0,853 15,35

BP - bukalni sliznice prava
OP - nosohltan pravy
X/Y - pacient/den odbéru
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Obrazek ¢ 7: Vyfocena gelova elektroforéza slouZici ke kontrole kvality gDNA po izolaci ze vzorki
stérd bukalni sliznice a ze stéri z nosohltanu.

BP - bukalni sliznice prava

OP - nosohltan pravy

X/Y - pacient/den odbéru
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4.2.2 Kontrola kvality po amplifikaci

PCR cilenou na hypervariabilni oblasti 16S genu byly namnoZeny amplikony.
Na obrazku ¢&. 8 je vyfocena gelova elektroforéza na 1,5 % agar6zovém gelu s vyuzitim

RED gelu (Biotium).

100
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400
500

600
700
800 —

900
1000

1200

ladder 1/1BP 1/10P 1/3BP 1/30P 1/7BP 1/70P 1/14BP 1/140P +
100 bp

15177

Obrazek ¢ 8: Vysledek gelové elektroforézy po amplifikaci vzorki stérii bukalni sliznice a stérii z no-
sohltanu. Jako velikostni marker byl pouzit Ladder 100 bp (New England BioLabs). Na fotografii gelu
je zachycena pozitivni i negativni kontrola.

BP - bukalni sliznice prava

OP - nosohltan pravy

X/Y - pacient/den odbéru
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4.2.3 PCR Clean up

Precisténi bylo uspésné, viz obrazek ¢. 9.
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1/1BP 1/10P 1/3BP 1/30P 1/7BP 1/70P 1/14BP 1/140P |adder

100 bp

Obrazek ¢&. 9: Vysledek gelové elektroforézy po piecisténi amplikoni. Na pravé strané je umistén
100 bp velikostni marker (New England BioLabs).

BP - bukalni sliznice prava

OP - nosohltan pravy

X/Y - pacient/den odbéru

4.2.4 Méieni koncentrace precisténych PCR produktii

Vysledné koncentrace jsou uvedeny v tabulce VII.
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Tabulka VII: Vysledné koncentrace piecisténych PCR produktii. Pokud je rozdil mensi nez 10 %

z pruméru, tak se méieni nemusi opakovat.

Nazev Priamér 10 % z pri- Rozdil Koncentrace
(ng/ul) méru (ng/pl) po precisténi
(ng/pl)
1/1 BP 3551,5 355,15 17 1,62
1/1 0P 14487 1448,7 200 6,62
1/3 BP 9680,5 968,05 575 4,42
1/3 OP 9851,5 985,15 3 4,5
1/7 BP 7175,5 717,55 23 3,27
1/7 OP 221335 2213,35 35 10,11
1/14 BP 9413,5 941,35 295 4,3
1/14 OP 17450 1745 582 7,97

BP - bukalni sliznice prava
OP - nosohltan pravy
X/Y - pacient/den odbéru

4.2.5 Poolovani vzorkii pred indexaci

V tabulce VIII. jsou uvedeny vysledné koncentrace, podle kterych byl vytvoren
pool. Vysledny objem byl 29,74 ul.

Tabulka VIII: Souhrnna tabulka s vyslednymi koncentracemi gDNA po izolaci, precisténi a daty

k poolovani.
Nazev Koncentrace Redéni DNA EMP primery Koncentrace, Poolovani
gDNA, Na- fluorimetr vzorki na
nodrop (ng/ul) 15 ng (pl)
(ng/pl)
1/1BP 10,38 - EMP1 1,62 9,30
1/10P 9,78 - EMP2 6,62 2,27
1/3BP 44,38 10x EMP3 4,42 3,40
1/30P 17,10 - EMP4 4,5 3,34
1/7BP 21,34 - EMP5 3,27 4,59
1/70P 21,37 - EMP6 10,11 1,48
1/14BP 20,48 - EMP7 4,3 3,49
1/140P 15,35 - EMPS8 7,97 1,88

BP - bukalni sliznice prava
OP - nosohltan pravy
X/Y - pacient/den odbéru
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4.3 Diskuse

Z teoretické casti této bakalarské prace vyplyva, Ze mikrobiota (bakteriom a my-
kobiom) je vyznamnym hra¢em v patogenezi komplikaci spojenych s inhalacnim trauma-
tem. Podle uvedenych studii bylo zjiSténo, Ze nejCastéjSi mikroorganismy asociované
s inhala¢nim traumatem jsou: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphy-
lococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia a zastupce
rodu Candida. Studie se ovSem liSily v charakterizované populaci, a to z hlediska velikosti
zkoumané populace, véku, celkové popalené plochy téla, poctu dni na mechanické venti-
laci, celkové doby hospitalizace a pohlavi pacientti. Dalsim zkoumanym parametrem byla
multirezistence danych organismia a zptisob odbéru mikrobiologického materidlu pro
kultivaci (BAL, ETA, sputum, krevni kultura). Vhodna frekvence odbért by méla byt pro
prokazatelné vysledky provadéna alespon dvakrat tydné (Brusselaers et al., 2012).

Nejcastéji jsou uvedené mikroorganismy asociovany s rozvojem ventilatorové
pneumonie (VAP), ktera patfi mezi nozokomialni infekce ziskané na jednotce intenzivni
péce béhem mechanické ventilace (Brusselaers et al,, 2012; Spalding et al,, 2020). Mezi
dalsi sekundarni komplikace spojené s uvedenymi mikroorganismy bylo riziko vzniku
pneumonie, sepse a infek¢nich komplikaci spojenych s respiracnim traktem.

Bylo prokazano, Ze grampozitivni organismy (S. aureus, S. pneumoniae) jsou izolo-
vany z dychacich cest popalenych pacientt diive, zatimco gramnegativni organismy (P.
aeruginosa, A. baumannii, H. influenzae, K. pneumonieae) pozdéji béhem hospitalizace
téchto pacientli. Diikladné pochopeni bakterialni fléry miize prispét ke kontrole mikrobi-
omu a v blizké budoucnosti prispét k 1é¢bé plicnich nemoci (Yatera et al, 2018).

Vyvoj plistiovych infekci v poslednich letech vzrostl a tyto infekce predstavuji ri-
ziko na jednotkach intenzivni péce. Rozvoj plisniové infekce je spojovan s bakterialni in-
fekci a uzivanim antibiotik. Popaleniny predstavuji diilezity a nezavisly rizikovy faktor
pro invazivni houbovou infekci. Je tfeba vzit v ivahu moZnost, Ze u pacientd s popaleni-
nami mize dojit k nastupu infekce po delsi dobé hospitalizace. U popalenych pacientd do-
chazi k agresivni a invazivni infekci plisnémi rodu Candida, Aspergillus a Zygomycetes

(Wei-hua et. al, 2012).
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V praktické c¢asti byla primérna koncentrace izolovanych DNA 20,02 + 10,16
ng/ul, viz tabulka VI. Rozdily mezi vyslednymi koncentracemi mohly byt zptisobeny pipe-
tovaci chybou nebo pfi odbéru vzorkl tampdnem, tzn. nemuselo byt odebrano dostatecné
mnoZzstvi vstupniho materialu. Naproti tomu jsme nepozorovali rozdily mezi koncentraci
DNA izolované z oblasti bukalni sliznice a nosohltanu. KdyZ porovname koncentrace z Na-
nodropu s intenzitou bandi na fotografii agar6zového gelu (obrazek ¢. 7), jde vidét, ze
koncentrovanéjsi vzorky jsou vidét 1épe nez ty s koncentraci nizsi.

Vtabulce VI jsou uvedeny poméry absorbanci vlnovych délek Azeso/A230
a A260/A280, které mohou znacit Cistotu ¢i kontaminaci vzork. Vysledny pomér absor-
banci pri vinovych délkach Azeo/Az80 by mél byt vyssi nez 1,8, nebot v pripadé nizsich
hodnot se jedna o kontaminaci proteiny. NaSe vzorky dosahuji hodnot 1,9 - 2,5, jsou tedy
vysSi nez 1,8, coZ znamen3, Ze nejsou kontaminované proteiny. Vysledny pomér absor-
banci vinovych délek A260/A230 by mél byt priimérné vyssi nez 1,8. Nase vzorky dosahuji
hodnot 0,6 - 1,5. Znamena to tedy, Ze jsou kontaminované organickymi latkami. V dalSim
krocich dochazi k preciSténi kontaminovanych vzorkd.

Izolace byla Gspésnj, jelikoz jsme ziskali DNA ze vSech vzorkil a mohla byt nadale
pouZzita. Nasledna kontrola kvality po amplifikaci byla téZ Gspésna, protoZe vSechny
bandy jsou na fotografii agar6zového gelu dostatecné viditelné (obrazek ¢. 8). Pozitivni
kontrola zachycena na fotografii vysla pozitivné, tzn. amplikony obsahovaly poZadované
mnoZzstvi DNA. Negativni kontrola neni na agar6zovém gelu vidét, tzn, amplikony nebyly
kontaminované. Vysledné amplikony se mohly pouZzit k dalsim krokiim.

Precisténi PCR produktd bylo tispésné, protoZe na fotografii agarézového gelu (ob-
razek C. 9) jsou vidét vSechny bandy, i ty s nizsi koncentraci. Nejvy$si namérena koncen-
probihalo v duplikatech, mezi kterymi nesmél byt rozdil vétsi nez 10 %. V pripadé nasich
vzorkl se duplikaty vice jak o 10 % neliSily, tudiZ nebylo nutné opakovat méreni flu-
orescence. Podle tabulky VIII. Pool vzorki byl pfedan k dalsim kroktim a bioinformatické

analyze.
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5 Zaver

Z reserse publikovanych védeckych clankl vyplyva, Ze mezi nejCastéji izolované
bakterialn{ a kvasinkové druhy z dychacich cest u pacientii s inhala¢nim traumatem patt{
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Klebsiella pne-
umoniae a zastupce rodu Candida.

Byla zavedena izolactni metodika pro naslednou sekvenacni analyzu mikrobiomu
(bakteriomu) z 8 vzorkl od 3 popalenych pacienti trpicich inhala¢nim traumatem. Po-
mociizolace bylo ziskano 32,5 ul gDNA. Ktera byla nasledné naamplifikovana, zpoolovana
a pripravena na sekvenacni analyzu.

Cile této prace byly splnény. Planem do budoucna je pokracovat ve studiu dyna-

mickych zmén mikrobioty dychacich cest u pacientt s inhala¢nim traumatem.
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