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A N A L Ý Z A BAKTERIOMU A MYKOBIOMU Z LOKALIT DÝCHACÍCH C E S T A KRVE PACIENTŮ S 

INHALAČNÍM TRAUMATEM  

Anotace 

Inhalační trauma představuje akutní postižení dýchacích cest způsobené inhalací 

zplodin hoření nebo páry, toxických a dráždivých látek. Mezi nejčastější sekundární kom­

plikace po inhalaci zplodin patří infekce dýchacích cest. Základním předpokladem pro 

úspěšnou terapii popálených pacientů s infekčními komplikacemi je precizní mikrobio­

logická surveillance v čase a vhodná antimikrobiální terapie. Cílem této práce bylo zpraco­

vat literární rešerši k problematice mikrobioty (bakterií a kvasinek) u pacientů s in -

halačním traumatem a podílet se na zavedení izolační metody pro následnou sekvenační 

analýzu bakteriomu a mykobiomu ve vzorcích od těchto pacientů. Byla zoptimalizovaná 

metodika izolace DNA, polymerázové řetězové rekace a poolování vzorků. Výsledný pool 

byl předán k dalším krokům. Zavedená metodika bude v navazující studii využita při sle­

dování dynamických změn mikrobioty dýchacích cest u pacientů s inhalačním traumatem. 
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A N A L Ý Z A BAKTERIOMU A MYKOBIOMU Z LOKALIT DÝCHACÍCH C E S T A K R V E PACIENTŮ S 

INHALAČNÍM TRAUMATEM 

Abstract 

Inhalation trauma is an acute injury of the respiratory system caused by the inha­

lation of combustion products or vapors, toxic and irr i tat ing substances. The most 

common secondary complications after inhalation of combustion products include respi­

ratory infection. The basis for successful therapy of burn patients w i t h 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 w i t h 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 D N A isolation, polymerase chain reaction and poo­

ling of samples was optimized. The resulting pool was passed onto the next steps. The 

established methodology w i l l be used in the fol lowing study to monitor dynamic changes 

of a irway microbiota in patients w i t h inhalation trauma. 
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S E Z N A M P O J M Ů A ZKRATEK 

Seznam pojmů a zkratek 

ARDS - syndrom akutní plicní nedostatečnosti 

BAL - bronchoalveolární laváž 

BP - bukální sliznice pravá 

BSA - celková plocha těla 

COPD - chronická obštrukční plicní nemoc 

cs - cystická fibróza 

CT - počítačová tomografie 

E M P - Earth microbiome project 

ETA - endotracheální aspirát 

FOB - fibrooptická bronchoskopie 

gDNA - genomová deoxyribonukleová kyselina 

M D R - odolnost na více léčiv 

MIC - minimální inhibiční koncentrace 

OP - nosohltan pravý 

PCR - polymerázová řetězová reakce 

RNáza - ribonukleáza 

r R N A - ribozomální ribonukleová kyselina 

SIRS - syndrom akutní plicní nedostatečnosti 

SOP - standardní operační postup 

TBAS - tracheobronchiální aspirát 

TBSA - celková popálená plocha těla 

V A P - ventilátorová pneumonie 
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Ú V O D 

1 ÚVOD 

Dýchací cesty lze rozdělit na horní cesty dýchací (dutina nosní, nosohltan a hltan] 

a dolní cesty dýchací (hrtan, průdušnice, průdušky a plíce). Během posledního desetiletí 

se ukázalo, že dýchací cesty nejsou sterilní, jak se dříve myslelo, ale skládají se z komplex­

ního mikrobiálního společenství nazývaného mikrobiota . Dýchací cesty představují 

vstupní bránu pro řadu mikroorganismů, které je následně osídlují (Nguyen et al, 2015). 

Tato práce je zaměřena na mikrobiotu (bakterie a kvasinky) osídlující horní a dolní 

cesty dýchací u popálených pacientů s inhalačním traumatem. Toto onemocnění předsta­

vuje akutní postižení dýchacích cest způsobené poškozením horních a dolních cest dýcha­

cích inhalací zplodin hoření nebo páry (Ziegler et al, 2019). Ve spojitosti s oslabenými 

obrannými mechanismy dýchacích cest, které mají za následek rozvoj infekce, jsou zkou­

mány mikroorganismy: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylo­

coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans a další. 

Role mikrobioty při udržování zdravé sliznice dýchacích cest a jeho následná re­

akce na inhalační poranění je dosud ne zcela známá, a proto je hodna dalšího zkoumání. 

Lepší pochopení těchto procesů by mohlo zdokonalit diagnostiku pacientů s inhalačním 

traumatem a přispět k optimalizaci jejich terapie zaměřené na obnovení zdravé bakteri­

ální flóry dýchacích cest u pacientů po dysbióze (Dyamenahalli etal, 2019). Studium m i ­

krobioty se dá považovat za relativně novou oblast zkoumání a právě její důkladná zna­

lost může pomoci individualizovat terapeutický přístup (Corcione et al, 2020; Twigg et 

al, 2017). 

Cílem práce bylo zavedení izolační metody pro následnou sekvenační analýzu m i -

krobiomu (bakteriomu) ve vzorcích od popálených pacientů s inhalačním traumatem. 
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T E O R E T I C K Á Č Á S T 

2 TEORETICKÁ ČÁST 

V teoretické části bakalářské práce je popsáno postižení dýchacích cest, tzv. inhalační 

trauma, jeho diagnostika a infekční komplikace s ním spojené. Dále je charakterizována 

mikrobiota dýchacích cest zdravé populace a následně je popsána nerovnováha mikrob i -

oty, která vede k dysbióze. Způsoby diagnostiky a s tím související mikrobiologická sur-

veillance, která má za úkol poskytnout údaje o patogenech kolonizujících respirační trakt, 

jsou vysvětleny v další části bakalářské práce. Následně jsou popsány konkrétní mikroor­

ganismy nalezeny v dýchacích cestách a asociovány s inhalačním traumatem. V závěru te­

oretické části je zmiňována antimikrobiální terapie pacientů s inhalačním traumatem. 

2.1 Inhalační trauma 

Inhalační trauma představuje akutní postižení dýchacích cest způsobené poškoze­

ním horních a dolních cest dýchacích, mezi které patří chemické poškození respiračního 

traktu nebo inhalace zplodin hoření nebo páry. Inhalace horkého vzduchu může poškodit 

horní cesty dýchací, zatímco dolní cesty mohou zůstat nedotčeny. (Ziegler et al, 2019). 

Akutní poranění dýchacích cest při inhalačním traumatu má jedinečnou patofyzi-

ologickou charakteristiku v l ivem vdechováním kouře a zplodin (Xiao et al, 2018). Anato­

micky se inhalační poranění může dělit do tří tříd: 1) tepelné poškození, které poškozuje 

převážně horní cesty dýchací nad oblast karina, 2) lokální chemické podráždění dýchacích 

cest, při kterém dochází k poškození epiteliálních buněk, snížení bakteriální clearance a 

ke zničení mukociliárního transportu, 3) systémová toxicita, která může nastat při vde­

chování oxidu uhelnatého nebo kyanidu (Dries etal, 2013). Konkrétní postižení respirač­

ního traktu je znázorněno na obrázku č. 2. 
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T E O R E T I C K Á Č Á S T 

Obrázek č. 2: Známé respirační a systémové účinky inhalačního poškození. Vystavení ohni a kouři 
způsobuje zranění přímými tepelnými účinky jakož i usazováním toxických částic a dráždivých látek v re-
spiračním traktu. Tyto účinky jsou patologické a na několika odlišných anatomických úrovních: horní cesty 
dýchací, dolní cesty dýchací nebo tracheobronchiální systém, plicní sklípky / parenchym a vzdálené orgá­
nové systémy (Dyamenahalli etal. 2019, upraveno) 

Nedokonalé spalování materiálů jako jsou plasty, guma, dřevo nebo bavlna, které 

se běžně vyskytují v požárech, způsobují uvolnění toxických výparů, které mají za násle­

dek těžké poranění sl iznic dýchacích cest. Mezi hlavní škodlivé složky kouře patří vysoká 

teplota, dráždivé látky a toxiny (Xiao etal, 2018). 

Tyto látky mohou ve sl iznici dýchacích cest a v plicním parenchymu vytvářet kas­

kádovou reakci mediátorů zánětu, které následně vedou k poškození sliznice, bronchoal-

veolárnímu zánětu a následnému plicnímu edému (Xiao etal, 2018). 

Inhalační trauma narušuje mukociliární clearance a může poškodit alveolárni mak-

rofágy, kteří představují poslední obrannou l in i i v respiračním traktu (AI Ashry et al, 

2016). Klinické příznaky a prognóza inhalačního traumatu se často zhoršují v l ivem pří­

tomnosti popálenin a bakteriální infekce (Murakami etal, 2003). 

Inhalační poranění je přítomno u 10 až 20 % všech popálených pacientů a významně 

zvyšuje morbidi tu a mortal i tu (Corcione et al, 2020; Walker et al, 2015). Mezi další fak­

tory spojené s významným zvýšením úmrtnosti patří velikost popálené plochy těla a věk 

pacienta (Walker et al, 2015). Zvýšený výskyt inhalačního poranění s rostoucí velikostí 
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T E O R E T I C K Á Č Á S T 

popálené plochy těla je znázorněn na obrázku č. 1 (Drieš et al., 2013). Pokud jsou u paci­

enta s inhalačním traumatem zároveň kožní popáleniny, pak vyvolaná masivní zánětlivá 

reakce zvyšuje požadavky na tekutinovou resuscitaci (Drieš et ah, 2013; Enkhbaatar et al, 

2016). Přestože se léčba a péče o pacienty, kteří utrpěli rozsáhlé kožní popáleniny v po­

sledních desetiletích výrazně zlepšila, zůstává terapie inhalačního poranění stále náročná 

(Dyamenahalli et al, 2019; Gúlhan et al., 2020). Terapie poraněné tkáně dýchacích cest 

spočívá v ošetření a profylaxí před sekundárním poškozením (Dyamenahalli et al, 2019). 

Inhalační poranění a celková plocha popálení 
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Obrázek č. 1: Graf závislosti mezi průměrnou plochou popálení a výskytem inhalačního poranění. 
(Dries etal, 2013, upraveno) 

2.1.1 Diagnostika inhalačního traumatu 

Diagnóza inhalačního traumatu často spoléhá na subjektivní rozhodnutí lékařů na 

základě pozorování a zjištění obličejových a respiračních poranění (Yamamura et al, 

2015). Je založena na fyzikálních nálezech zahrnujících poranění obličeje, popálené nosní 

chloupky, saze v proximálních dýchacích cestách, produkce uhlíkového sputa a v nepo­

slední řadě může ke správné diagnostice přispět i vyšetření hlasu (Dries et al, 2013). 

Podezření na poranění při vdechování kouře se potvrzuje bronchoskopickým vy­

šetřením, které je zachyceno na obrázku č. 3 (Yamamura etal, 2015). Včetně fibrooptické 

bronchoskopie (FOB) se také využívá diagnostika xenónovými plicními skeny, dále po­

mocí počítačové tomografie (CT) nebo měření karboxyhemoglobinu (Dries et al, 2013; 
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T E O R E T I C K Á Č Á S T 

Walker et al, 2015). Flexibilní FOB je považována de facto za standardní vyšetření, pro­

tože umožňuje přímou vizual izaci horních a proximálních dolních cest dýchacích, avšak 

neumožňuje vyhodnotit respirační bronchioly a alveoly, kde může být horší výměna 

plynů a dramaticky změněná homeostáza. Bronchoskopická metoda vyšetření mimo jiné 

představuje zvýšené r iz iko bakteriální kontaminace a je často provázeno následnou i n ­

fekcí dolních cest dýchacích (Ziegler et al, 2019). 

Obrázek č. 3: Vlevo: Bronchoskopický pohled na karinu u pacienta s inhalačním traumatem. Jedná 
se o závažné až masivní postižení. Fotografie je zachycena v den úrazu. Vpravo: Bronchoskopický pohled 
do pravého dolního plicního laloku s bronchy u pacienta s inhalačním traumatem. Jedná se o závažné 
až masivní postižení. Fotografie je pořízena v den úrazu. Autor fotografií: doc. MUDr. Břetislav Lipový, Ph.D., 
MBA. 

2.1.2 Komplikace spojené s inhalačním traumatem 

Vdechování kouře nebo toxických látek dále vede ke komplikacím jako je chro­

nická obštrukční plieni nemoc (COPD), syndrom systémové zánětové odpovědi (SIRS), zá­

važné respirační selhání, zápal plic a syndrom akutní plicní nedostatečnosti (ARDS) (Xiao 

et al, 2018; Yamamura et al, 2015). Podle studie A l Ashry et al. (2016) je výskyt zápalu 

plic u popálených pacientů s inhalačním traumatem dvakrát vyšší než u pacientů bez 

inhalačního traumatu. 

Mezi nejčastější komplikace po inhalaci zplodin patří infekce dýchacích cest 

(Walker et al, 2015). Infekční komplikace u těžce popálených pacientů jsou v současné 

době právě jednou z život ohrožujících komplikací a způsobují zvýšený nárůst morbidi ty 

a mortality na 50 až 75 % (Gůlhan etal, 2020; Lipový etal, 2011). 

Inhalační poranění vede ke zničení výstelky dýchacích cest a dochází ke ztrátě je­

jich životně důležitých funkcí. Výsledný efekt otevírá bránu k infekci a nekrotický endotel 
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je vynikajícím růstovým médiem pro mikroorganismy (Lipový et al, 2011). Ztráta inte­

grity epitelu a narušení buněčné funkce v dýchacích cestách snižuje bakteriální clearance 

(Enkhbaatar et al, 2016). Zánět dýchacích cest spolu s plicním edémem zhoršují výměnu 

plynů (Liodaki et al, 2014). Všechny tyto faktory zvyšují r iz iko v z n i k u infekce dýchacích 

cest (Enkhbaatar etal, 2016; Liodaki etal, 2014). 

Chemické podráždění dýchacích cest způsobuje obnažení dýchací sliznice, která se 

následně odlupuje. Chemické poškození dále stimuluje vazomotorické a senzorické ner­

vové zakončení k produkci neuropeptidů a může docházet ke v z n i k u zánětu (Walker et 

al, 2015). 

Tepelné poranění aktivuje zánětlivou reakci hostitele, která ve spojení s přímým 

poškozením plic vystavuje nejen dýchací cesty r i z i k u infekce. Stejně jako u chemického 

podráždění dochází v l ivem tepelného poranění k odlupovaní epitelu v dýchacích cestách 

a dochází k narušení produkce povrchově aktivních látek (Walker et al, 2015). 

Riziko infekce u popálených pacientů se zvyšuje s delší dobou hospitalizace, zave­

dením močových katetrů, endotracheální intubací, inhalačním poraněním, arteriálním 

nebo žilním vstupem a mimo jiné použitím invazivních lékařských nástrojů (Corcione et 

al, 2020; Lachiewicz et al, 2017). Za poslední desetiletí došlo ke snížení počtu infekcí 

krevního řečiště souvisejících s katetrem, zatímco výskyt infekcí dýchacích cest zůstává 

stabilní (van Duin etal, 2016). 

Infekce kůže a měkkých tkání u popálených pacientů se objeví brzy po přijetí na 

jednotku intenzivní péče, zatímco infekce dýchacích cest v důsledku inhalačního trau­

matu, stejně jako infekce krve představuje pozdější komplikace (Lachiewicz etal, 2017; 

van Duin et al, 2016). 

Poškození popálením může vést ke stavu zhoršené imunoregulace a k vyvinutí 

stavu relativního kompromisu imunitního systému, díky němuž budou popálení pacienti 

vysoce náchylní k infekcím (Beckmann etal, 2018; Corcione etal, 2020). Nakonec mohou 

pacienti s popáleninami utrpět infekce, které jsou běžné pro ostatní pacienty během hos­

pitalizace (Avni etal, 2010). 
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2.1.3 Mikrobiologická surveillance 

Precizní mikrobiologická surveillance u pacientů s inhalačním traumatem má 

za úkol poskytnout údaje o patogenech kolonizujících dolní dýchací cesty a zároveň po­

soudit jejich citlivost. Biologický materiál dolních cest dýchacích je pravidelně sledován 

odběrem mikrobiologického materiálu pro kult ivaci (Brusselaers etal, 2012). 

Mikrobiologická surveillance je obecně prováděna třikrát za týden nebo každý 

třetí den ze vzorků sputa, bronchiálního aspirátu (BAL), tracheobronchiálního aspirátu 

(TBAS) nebo endotracheálního aspirátu (ETA) (Brusselaers et al, 2012; Liodaki et al, 

2014; Lipový et al, 2011). B A L je promytí plicních segmentů a využívá se k diagnostice 

infekcí, ale hlavně má terapeutický význam a slouží k výplachu plic (Foncerrada et al, 

2018). 

U bronchoskopické diagnostiky se nejčastěji využívá vzorek pro kult ivaci z BAL, 

protože bylo zjištěno, že tato metoda je při identifikaci organismu specifičtější a citlivější 

než jiné metody (Rogers etal, 2014; Lipový etal, 2011). Mikrobiota v plicích a dýchacích 

cestách se liší v závislosti na místě odběru vzorků (BAL, ETA) (Beck et al, 2012). Bylo 

zjištěno, že vzorky sputa vykazují významně nižší bakteriální rozmanitost než ostatní typy 

vzorků, zatímco vzorky BAL a bronchiálni biopsie vykazují podobné bakteriální složení 

(Dima etal, 2019). 

2.2 Mikrobiota dýchacích cest 

Mikrobiota je popsána jako ekologické společenství symbiotických, patogenních 

a komenzálních mikroorganismů, které existují ve všech částech těla a které se vyvinuly 

společně se stravou, životním stylem, genetickými a imunitními faktory (Chellappan et al, 

2019; Jin etal, 2019). 

Během posledního desetiletí se ukázalo, že dýchací cesty nejsou sterilní, jak se dříve 

myslelo, ale skládají se z komplexního mikrobiálního společenství. Lidský respirační trakt 

představuje hlavní vstupní bránu pro řadu mikroorganismů, zejména těch, které se vy­

skytují ve vzduchu jako částice a patří mezi ně bakterie, houby nebo v i r y (Nguyen et al, 

2015). Složení mikrobioty u zdravých jedinců obsahuje vyvážené složení symbiontů a pa-

tobiontů a je určeno hlavně dynamickou rovnováhou mezi imigrací a eliminací (Dima et 
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al, 2019; Zakharkina et al, 2017). Mikroorganismy osídlující horní a dolní cesty dýchací 

interagují s lidským organismem a mohou působit ve prospěch hostitele nebo být příčin­

nou patologie (Twigg et al, 2017). Mikrobiota nejen dýchacích cest úzce souvisí s diskr i ­

minanty hostitele, tedy s jeho imunitním systémem daným celkovým zdravotním stavem 

a genetickými predispozicemi (Dima et al, 2019). Mikrobiota dýchacích cest je jedinečná 

a specifická pro každého jedince (Nguyen et al, 2015). Složení mikrobioty v této lokalitě 

závisí na třech ekologických faktorech včetně imigrace mikroorganismů do dýchacích 

cest, eliminace mikroorganismů z dýchacích cest a na podmínkách pro růst. Bylo publ iko­

váno, že složení plicní mikrobioty se neliší od mikrobioty osídlující horní cesty dýchací 

a dutinu ústní, což může naznačovat, že plicní mikrobiota pochází z horních cest dýcha­

cích a dostává se prostřednictvím mikroaspirace nebo přímé disperze na sl iznici 

(Chellappan etal, 2019). Horní cesty dýchací mohou tedy působit jako rezervoár mikro­

bioty pro dolní cesty dýchací (Dyamenahalli et al, 2019). V dýchacích cestách neexistují 

žádné fyzikální bariéry a složení mikrobioty je tedy dynamické a přechodné (Dima et al, 

2019). 

2.2.1 Zdravá mikrobiota dýchacích cest 

Plíce byly tradičně považovány za sterilní orgán, ale použitím mikrobiální detekce 

nezávislé na kultivaci , jako je 16S r R N A sekvenování, dochází k vyvrácení tohoto názoru 

a ke zjištění, že v plicích je přítomna mikrobiota (Twigg et al, 2017). Bylo zjištěno, že 

zdravá mikrobiota dýchacích cest je převážně složena z bakterií kmene Bacteroidetes, Fir-

micutes, Proteobactería, Actinobactería, Fusobactería a kmene Fungi (Barfod et al, 2013; 

Chellappan et al, 2019; Dyamenahalli et al, 2019). Dýchací cesty zdravých jedinců jsou 

osídleny bakteriemi rodu Pseudomonas, Enterobacteríaceae, Streptococcus, Staphylo­

coccus, Veillonella, Prevotella, Fusobacteríum, Cyanobactería a houbami rodu Cla-

dosporíum, Penicillium, Aspergillus (Barfod et al, 2013; Charlson et al, 2011; Chellappan 

etal, 2019; Jin etal, 2019). Zatímco rody Neisseria a Haemophilus z kmene Proteobactería 

jsou u zdravých jedinců méně časté (Charlson et al, 2011). Většina výzkumných studií 

o respirační mikrobiotě se zaměřila především na bakterie a jejich dopad na zdraví dý­

chacích cest. Existují však důkazy, že i jiné nebakteriální organismy (viry) mohou hrát dů­

ležitou ro l i u zdravých jedinců (Nguyen etal, 2015). 
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V respiračním traktu zdravého jedince ze v z o r k u B A L bylo zjištěno, že převládají 

plísně a kvasinky rodů Candida, Cladosporíum, Aspergillus, Penicillium, Davidiellacaea, 

Cryptococcus s nej častějšími plísňovými nebo kvasinkovými druhy Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus, Cladosporíum cladosporiodes, Eremothecium sinecaudum (Nguyen 

etal, 2015). 

Kvanti tu a kvali tu složení mikrobioty ovlivňuje několik faktorů včetně stravy, ži­

votního prostředí, léčby a infekce (Beckmann etal., 2018). Mikrobiální rozmanitost se liší 

na základě rozdílné ekologie nebo dokonce přítomnosti domácích mazlíčků. Při interpre­

taci údajů o mikrobiotě je potřeba vzít v úvahu i podnebí a geografii (Beck et al, 2012). 

2.2.2 Dysbióza dýchacích cest 

Změny v mikrobiotě dýchacích cest, které ovlivňují vnitřní prostředí a umožňují 

rozšíření málo hojných mikrobiálních populací s patogenním potenciálem, vedou k dysbi-

óze. Ztrátou rovnováhy mezi imigrací a eliminací mikroorganismů může dojít ke zvýše­

nému růstu mikroorganismů s patogenním potenciálem v dýchacích cestách. K faktorům 

definujícím imigraci patří mikroaspirace a vdechování mikroorganismů. K faktorům 

ovlivňujícím eliminaci patří mukociliární clearance, vrozená a adaptivní obrana hostitele 

(Dima et al, 2019). Samotná nerovnováha mikrobioty nastává až po komplikaci , která 

může představovat i inhalační trauma (Corcione etal, 2020). Bakterie rodu Pseudomonas 

mohou přednostně kolonizovat endotracheální trubici , která se využívá při intubaci paci­

enta a v důsledku toho změnit mikrobiotu plic (Dyamenahalli et al, 2019). M i k r o b i o m dý­

chacích cest udržuje zdravou sl iznici dýchacích cest a jeho reakce na poranění může ge­

nerovat léčbu k obnovení normální bakteriální flóry po dysbióze (Moffatt et al, 2020). 

Mykobiota (houby a kvasinky) má schopnost vstoupit do dutiny dýchacích cest 

vdechováním a může způsobit respirační potíže. Respirační trakt nejčastěji obývají kva­

sinkové a houbové patogeny jako Candida albicans neho Aspergillus fumigatus (Nguyen et 

al, 2015). Kromě způsobení klinických plísňových infekcí může mít plicní m y k o b i o m zá­

važné zánětlivé účinky, které mohou onemocnění plic vyvolat nebo zhoršit jejich průběh 

(Tipton et al, 2017). Často jsou spojovány s chronickými plicními chorobami jako je 

astma, COPD, CS nebo se objevují po transplantaci plic (Nguyen et al, 2015; Tipton et al, 
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2017). Studium mykobiomu má stále svoje omezení, protože lidské plíce jsou obtížně pří­

stupné a způsoby odběru v z o r k u z plic pomocí sputa nebo BAL se mohou snadno konta­

minovat z horních cest dýchacích (Tipton et al, 2017). Další problém může představovat 

obtížná izolace fungálních buněk nebo rozlišení D N A živých nebo mrtvých mikroorga­

nismů (Nguyen etal, 2015). 

2.3 Mikrobiom ve vztahu k inhalačnímu traumatu 

V případě inhalačního traumatu dochází v dýchacích cestách k několika fyziologic­

kým změnám jako je zánět a edém, které mohou pozměnit m i k r o b i o m dýchacích cest 

(Dyamenahalli etal, 2019). 

Grampozitivní bakterie jsou v lokalizaci dýchacích cest přítomny během prvních 

dní hospitalizace, zatímco odolnější gramnegativní bakterie převládají v pozdějších fázích 

(Gülhan et al, 2020; Lachiewicz et al, 2017; van Duin et al, 2016). Nejčastěji izolované 

bakteriální nebo kvasinkové rody z dýchacích cest popálených pacientů s inhalačním 

traumatem byly: Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella, Stenotrophomonas, 

Staphylococcus, Streptococcus, Enterobacter, Candida (Brusselaers et al., 2012; Corcione 

etal., 2020; Liodaki etal., 2014; Lipovy etal., 2011). 

S inhalačním traumatem byly asociovány 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 další bakteriální druhy a rody, viz 

přehled v Tabulce I. 
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Tabulka I: Mikroorganismy asociované s inhalačním traumatem. 
Mikroorga­ Citace Metodika Parametry Pacienti Charakterizo­ Asociace 

nismy celkem vaná 
populace 

Pseudomonas 
aeruginosa 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 

10/37 izolací 
(27 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et BAL/ETA/sputum 9/59 izolací 92 Věk: 3,5 let VAP 
al, 2014) TBSA: 30 % 

Muži: 54/92 
Pneumonie 

(Tanizaki et - n MDR 26 Věk: 51,2 ± 16,9 let VAP 
al, 2012) 8 izolací 

(30,7 %) 
TBSA: 40,1 ± 20,0% 

Muži: 20/26 
(Giilhan et 
al, 2020) 

Krevní kultura 13 pacientů, 
31,7% 

41 Věk: 3 (1,7 - 6,1) 
let 

B S A: 24,1 ± 14,7% 

Sepse 

(Costa et al, 
2016) 

Respirační sekret 15 % izolací 126 Věk: 49,1 ± 18,8 let 
Muži: 92/126 

Inhalační trauma: 
17 pacientů 

Respirační 
infekce 

Acinetobacter 
baumannii 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 

MDR nefermen­
tující 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et BAL/ETA/sputum - 92 Věk: 3,5 let VAP 
al, 2014) TBSA: 30 % 

Muži: 54/92 
Pneumonie 

(Giilhan et 
al, 2020) 

Krevní kultura 17 pacientů, 
41,5 % 

41 Věk: 3 (1,7 - 6,1) 
let 

B S A: 24,1 ± 14,7% 

sepse 

Staphylococcus 
auerus 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 

0/11 
(0 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

VAP 

(Tanizaki et - n MDR 26 Věk: 51,2 ± 16,9 let VAP 
al, ,2012) 16 izolací 

(61,5 %) 
TBSA: 40,1 ± 20,0% 

Muži: 20/26 
(Rogers et 
al, 2014) 

BAL/ETA/sputum 9/59 izolací 92 Věk: 3,5 let 
TBSA: 30 % 
Muži: 54/92 

VAP 

(Reardon et - MRSA 40 Věk: 31,7 ± 2 5 , 5 let Infekční 
al, 1998) B S A: 19,1 ± 15,4% 

Doba hospitalizace: 
37,1 ± 31,4 dní 
Počet úmrtí: 4 

komplikace 

MSSA 38 Věk: 33,8 ± 26,5 let 
B S A: 12,5 ± 10,0 % 
Doba hospitalizace: 

30,9 ± 25,5 dní 
Počet úmrtí: 0 

Infekční 
komplikace 

(Costa et al, 
2016) 

Respirační sekret 20 % izolací 126 Věk: 49,1 ± 18,8 let 
Muži: 92/126 

Respirační 
infekce 

Streptococcus 
pneumoniae 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
2/7 

(28,6 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et 
al, 2014) 

BAL/ETA/sputum 18/59 izolací 92 Věk: 3,5 let 
TBSA: 30 % 
Muži: 54/92 

VAP 
Pneumonie 
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Mikroorga­ Citace Metodika Parametry Pacienti Charakterizo­ Asociace 
nismy celkem vaná 

populace 
Streptococcus (Costa et al, Respirační sekrét 10 % izolací 126 Věk: 49,1 ± 18,8 let Respirační 
pneumonieae 2016) Muži: 92/126 infekce 

Stenotrophomo-
nas maltophilia 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
0/2 

(0 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

Escherichia coli (Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
1/2 

(50 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

Haemophilus 
influenzae 

(Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
0/7 

(0 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et 
a/., 2014) 

ETA/BAL/sputum 92 Věk: 3,5 let 
TBSA: 30 % 
Muži: 54/92 

Pneumonie 

Rod Klebsiella (Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
0/6 

(0 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et BAL/ETA/sputum - 92 Věk: 3,5 let VAP 
a/., 2014) TBSA: 30 % 

Muži: 54/92 
Pneumonie 

(Gülhan et 
al, 2020) 

Krevní kultúra 2 pacienti, 
4,9 % 

41 Věk: 3 (1,7 - 6,1) 
let 

B SA: 24,1 ± 14,7% 

sepse 

Rod Moraxella (Brusselaers 
eta/., 2012) 

ETA n MDR/celkově 
(%) 
0/1 

(0 %) 

53 Věk: 44 let 
TBSA: 35,0 % 
Muži: 33/53 

Mechanická venti­
lace: 17 dní 

Doba hospitalizace: 
34 dní 

VAP 

(Rogers et 
a/., 2014) 

BAL/ETA/sputum 92 Věk: 3,5 let 
TBSA: 30 % 
Muži: 54/92 

Pneumonie 

Candida albicans (Liodaki et 
al, 2014) 

ETA 58 Věk:48 ,4±18 ,3 let 
T B S A : 2 0 , 5 ± 2 0 , 4 % 

Muži: 47/58 

Pneumonie 

(Zhou et al, - 27,03% pří­ 39 Věk:41 ,9±18 ,5 let kandidémie 
2019) padů TBSA: 3 0 , 7 ± 2 3 , 8 % 

Muži :34 /39 
Candida Liodaki et ETA - 58 Věk:48 ,4±18 ,3 let Pneumonie 

non-albicans al, 2014) T B S A : 2 0 , 5 ± 2 0 , 4 % 
Muži: 47/58 

BAL = bronchoalveolární laváž 
BSA = tělesná plocha 
ETA = endotracheální aspirát 
MDR = odolnost na více léčiv 
MRSA = Staphylococcus aureus rezistentní na methicilin 
MSSA = Staphylococcus aureus citlivý na methicilin 
TBSA = celková popálená plocha těla 
VAP = ventilátorová pneumonie 
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2.3.1 Pseudomonas aeruginosa 

P. aeruginosa patří mezi gramnegativní bakterie a vyskytuje se až v polovině pří­

padů s multirezistentními patogeny (Brusselaers etal, 2012; Tanizaki etal, 2012). Tento 

bakteriální druh je spojen se v z n i k e m zápalu plic (Yamamura et al., 2015). Zvýšený výskyt 

P. aeruginosa je pozorovaný v plicní mikrobiotě u těžkých astmatiků, zatímco u pediatric­

kých pacientů s CS je mikrobiální rozmanitost tohoto bakteriálního druhu snížená (Hahn 

et al, 2018; Yatera et al, 2018). 

Studie ukazují, že mezi nejčastěji izolované bakterie z dolních cest dýchacích patří 

P. aeruginosa společně s Klebsiella pneumoniae a Acinetobacter baumannii (Lipovy et al, 

2011). Kmen Pseudomonas je nejčastěji izolovaný kmen z dýchacích cest popálených pa­

cientů, z popálených ran i z krevního oběhu (Costa et al, 2016; Gůlhan et al, 2020). 

P. aeruginosa je přítomna jen zřídka během prvního týdne hospitalizace popáleného pa­

cienta. Během prvních 7 dnů představuje výskyt P. aeruginosa pouze 8 % všech gramne-

gativních izolátů (Lachiewicz etal, 2017). Následně se její přítomnost zvyšuje u 55 % pa­

cientů po 28 dnech po přijetí (Corcione etal, 2020; Wanis etal, 2016). PřítomnostP. aeru­

ginosa trvale souvisí s poklesem celkové mikrobiální rozmanitosti (van Duin et al, 2016), 

která je spojena se špatnou funkcí plic (Hahn etal, 2018). Další nemoci asociované s tímto 

patogenem jsou charakterizovány v tabulce I. 

2.3.2 Acinetobacter baumannii 

A. baumanii patří mezi nejobávanější respirační patogeny (Lipovy etal, 2011). Acz-

netobacter jsou jedny z nejčastěji izolovaných bakteriálních kmenů z popálených ran 

a A baumannii je považována za původce infekce krevního oběhu u popálených pacientů, 

speciálně u pediatrických pacientů (Gůlhan etal, 2020; van Duin etal, 2016). A bauman­

nii se stejně jako další gramnegativní bakterie objevuje v dýchacích cestách později během 

hospitalizace popáleného pacienta (van Duin etal, 2016). Patří mezi M D R nefermentující 

patogeny a je často asociována se vznikem ventilátorové pneumonie nebo vznikem sepse 

u popálených pacientů s inhalačním traumatem, viz tabulka I. 
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2.3.3 Staphylococcus aureus 

S. aureus je hlavní lidský patogen, který má schopnost získat rezistenci na velké 

množství antibiotik (Lakhundi etal, 2018). Mechanismus rezistence spočívá v alteraci na 

proteiny vážící penici l in v organismu (Reardon et al, 1998). Dalším mechanismem je pro­

dukce biof i lmu, díky kterému je patogen schopný adherovat na různé povrchy, včetně 

zdravotnických prostředků a hostitelské tkáně (Mahmoudi et al, 2019). 

S. aureus společně s P. aeruginosa patří mezi nejčastěji izolované patogeny z popá­

lenin a společně jsou asociované se vznikem zápalu plic (Mahmoudi et al, 2019; 

Yamamura et al, 2015). S. aureus citlivý (MSSA) a rezistentní (MRSA) na methici l in není 

spojen se zvýšenou morbidi tou nebo mortal i tou u pacientů s popáleninami a populace 

v tomto případě vykazuje podobné parametry (Reardon et al, 1998). S. aureus u popále­

ných pacientů s inhalačním traumatem je asociován se v z n i k e m sepse, V A P a infekčních 

komplikací, v iz tabulka I. Přítomnost tohoto patogenu v dýchacích cestách v průběhu hos­

pitalizace popálených pacientů postupně klesá (Lipový etal, 2011). 

2.3.4 Další bakteriální druhy asociované s inhalačním traumatem 

HaemophiUus influenzae je přítomna během prvního týdne hospitalizace popáleného 

pacienta, následně se její výskyt snižuje. V průměru byla izolována od 36 % popálených 

pacientů během prvního týdne hospitalizace a během dalších 7 dnů poklesla na nulu 

(Corcione etal, 2020; Lachiewicz etal, 2017). Pomocí E T A b y l o zjištěno, že H. influenzae 

je asociován s výskytem V A P a pneumonie u popálených pacientů s inhalačním trauma­

tem, viz tabulka I (Brusselaers et al, 2012; Rogers et al, 2014). 

Klebsiella pneumoniae je nejběžnějším izolátem u popálených pacientů, u kterých se 

rozvinula V A P , v iz tabulka I. Tato gramnegativní bakterie se vyskytovala později během 

hospitalizace popáleného pacienta (Costa etal, 2016). 
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2.3.5 Rod Candida 

Rod Candida zastupují všudy přítomné lidské komenzální houby, které v případě 

snížené rezistence hostitele na infekci mohou být příčinnou patologie. Mezi dva nejčastě-

jší kvasinkové druhy vyskytující se u popálených pacientů patří C. parapsilosis a C. albi-

cans. Rizikové faktory pro kandidové infekce u těchto pacientů je prodloužená doba anti-

mikrobiální terapie, léčba steroidy, tracheální intubace a inhalace kouře. Kandidová in ­

fekce se může objevit 1-3 týdny po tepelném poranění, včasné rozpoznání a léčba těchto 

infekcí antifungální terapií může vést ke snížení morbidi ty a mortal i ty spojené s těmito 

infekcemi u pacientů s popáleninami. Detekce Candida v bronchiálních sekrecích je pro­

jevem obecného snížení tělesné odolnosti , při které jsou snížené antimikrobiální a anti-

mykotické obranné mechanismy. Identifikace Candida na úrovni druhů obvykle vyžaduje 

1 až 3 dny po detekci růstu hub v kulturách (Wei-hua et. al, 2012). 

2.4 Antimikrobiální terapie u pacientů s inhalačním traumatem 

a infekčními komplikacemi 

Citlivost stanovení bakteriální rezistence na antibiotika u grampozitivních i gram-

negativních bakterií se provádí pomocí diskové difúzni metody a ve vybraných případech 

se citlivost stanovuje metodou minimální inhibiční koncentrace (MIC) (Gúlhan et al, 

2020; Lipový etal, 2011). V průběhu terapie pacientů s inhalačním traumatem se některé 

mikroorganismy mohou stát rezistentní na určité druhy léčiv. Zvyšující se výskyt těchto 

mikroorganismů představuje velký problém související s delší dobou účinné léčby, zvýše­

nou úmrtností, delší dobou hospitalizace i s většími náklady na léčbu (van Duin et al, 

2016). 

V případě podezření na infekci grampozitivními bakteriemi je zahájena léčba van-

komycinem, zatímco u gramnegativní infekce jsou popálení pacienti léčeni meropenem 

nebo ceftazidimem (Tanizaki et. al 2012). 

Vzhledem k tomu, že původci infekčních komplikací jsou i kvasinky C. albicans a C. 

non-albicans, tak je terapie zahájena intrakonazolem, vorikonazolem nebo dalšími azoly 

(Wei-hua et. al, 2012). 
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Podávání profylaktických antibiotik je stále tématem kontroverze. Neexistují 

žádná jasná doporučení a je pouze na zkušenostech ošetřujících lékařů, aby si vybral i , 

které profylaktické ant ibiot ikum použijí, pokud vůbec nějaké (Lipový et al, 2011; 

Muthukumar et al, 2020). 

O podávání profylaktických antibiotik se dá uvažovat ve speciálních případech, na­

příklad u pacientů s inhalačním traumatem nebo rozvíjející se pneumonií (Muthukumar 

et al, 2020). Výsledný v l iv podávání profylaktických antibiotik je znázorněn na obrázku 

č. 4. 

• podávání profylaktických antibiotik • nepodávání profylaktických antibiotik 

60 

50 

Obrázek č. 4: Podávání profylaktických antibiotik u pacientů s inhalačním traumatem. Popálení pa­
cienti s inhalačním traumatem ze skupiny, které byla podávána profylaktická antibiotika (n=30) měli prů­
měrný pobyt v nemocnici 24 dní, sepse byla pozorována u 18 pacientů, pneumonie byla diagnostikována u 
20 pacientů a 22 pacientů nepřežilo do 30. dne po utrpění popálení. Ve skupině pacientů s inhalačním trau­
matem, kterým nebyla podávána profylaktická antibiotika (n=38) byl průměrný pobyt v nemocnici 26 dní, 
sepse byla pozorována u 21 pacientů, pneumonie byla diagnostikována u 29 pacientů a 27 pacientů nepře­
žilo do 30. dne po popálení (Muthukumar et al, 2020, upraveno) 
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3 Cíl práce 

Cílem bakalářské práce je zpracovat literární rešerši k problematice mikrobioty (bak­

terií a kvasinek) u pacientů s inhalačním traumatem. 

Dalším cílem je zavedení izolační metody pro následnou sekvenační analýzu mikro-

biomu (bakteriomu, mykobiomu) ve vzorcích od těchto pacientů. 
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4 Praktická část 

4.1 Materiál a metody 

V rámci praktické části této bakalářské práce byly zpracovány vzorky stěrů z bu-

kální sliznice a stěrů z nosohltanu 3 popálených pacientů, kteří utrpěli inhalační trauma. 

V rámci projektu Molekulárně genetická analýza dynamických změn mikrob iomu dýcha­

cích cest u pacientů s inhalačním traumatem - Startup Fakultní nemocnice Brno, byly 

vzorky získány od hospitalizovaných pacientů na Klinice popálenin a plastické chirurgie 

Fakultní nemocnice Brno pod vedením doc. M U D r . Břetislava Lipového, PhD., M B A . 

Vzorky byly odebrány pomocí tamponu FLOQSwabs (COPAN, Itálie) z levé a pravé 

strany bukální sliznice a z nosohltanu, a to 1., 3., 5., 7., 14. a 28. den hospitalizace pacienta. 

Vzorky byly do 1 hodiny od odběru uskladněny při teplotě -70 °C. Pro testování bylo po­

užito 8 vzorků od jednoho pacienta, a to odběry z pravé bukální sliznice (BP) a z pravého 

nosohltanu (OP) odebraných ve dnech 1, 3, 7 a 14. 

Jednotlivé kroky následujícího postupu práce vychází ze standardních operačních 

postupů (SOP), které byly zavedeny v laboratoři pro analýzu mikrob iomu RECETOX, PřF 

M U v Brně, kde byla praktická část bakalářské práce provedena. Knihovna a následné sek-

venování nové generace bylo připraveno dle standardního Il lumina 16S metagenomic-

kého protokolu s drobnými modifikacemi. Na obrázku č. 5 je schéma odběru a zpracování 

vzorků a jednotlivé kroky jsou podrobně popsány níže. Světle modré podbarvení předsta­

vuje práci v laboratoři, na které jsem se podílela. Zpracování vzorků po prvním poolování 

bylo provedeno RNDr. Petrou Šplíchalovou, Ph.D. 
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Obrázek č. 5: Work-flow graf znázorňující odběr a zpracování vzorků. Vytvořeno pomocí BioRen-
der.com. 

4.1.1 Izolace DNA a kontrola kvality gDNA 

D N A byla ze vzorků izolována pomocí komerční soupravy QIAamp D N A M i n i Kit 

(Qiagen, Německo). Ke vzorkům bylo po rozmražení přidáno 400 Lil A T L pufru a 20 Lil 

proteinázy K. Následně byly v z o r k y zvortexovány a stočeny na centrifuze a inkubovány 

na třepačce po dobu 1 hodiny a 20 minut při 800 r p m a teplotě 56 °C. Dále byly v z o r k y 

krátce stočeny a bylo k n i m přidáno 5 Lil ribonukleázy (RNáza, 25 Lig/ml), následně byly 

vortexovány po dobu 15 sekund a inkubovány po dobu 2 minut při pokojové teplotě. 

Po krátkém stočení na centrifuze bylo přidáno 200 Lil pufru A L . V z o r k y byly zvor­

texovány a inkubovány při 70 °C po dobu 10 minut při 800 rpm. Ke vzorkům bylo přidáno 

200 Lil absolutního ethanolu, následně byly vzorky zvortexovány po dobu 15 sekund 

a krátce stočeny. 

Odběrové tampóny byly přeneseny do nových zkumavek a byly centrifugovány cca 

3,5 minuty při 16 000 g. Získaný pelet byl přidán do první izolační zkumavky a na Spin 

Column bylo naneseno 675 Lil supernatantu. V z o r k y byly centrifugovány po dobu 1 m i ­

nuty při 6 000 g. Tekutina, která protekla, byla odstraněna. Nanesení supernatantu na 

Spin Column a centrifugování bylo stejným způsobem ještě jednou zopakováno, aby došlo 

k nanesení veškerého supernatantu. 
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Na pro mytí kolonky bylo využito 500 ul pufru A W 1 a izolační zkumavky byly cen-

trifugovány po dobu 1 minuty při 6 000 g. Spin Column byla přenesena do nové Collection 

tube a bylo přidáno 500 ul pufru A W 2 , následně byly v z o r k y centrifugo vány po dobu 1 

minuty při 16 000 g. Spin Column byla znovu přenesena do nové zkumavky, vzorky byly 

centrifugovány po dobu 3 minut při 16 000 g a roztok, který protekl , byl odstraněn. 

Pro eluci D N A byla Spin Column přenesena do nové zkumavky a do středu f i l tru 

bylo naneseno 32,5 ul elučního roztoku A E nahřátého na 65 °C. V z o r k y byly inkubovány 

při pokojové teplotě 5 minut a centrifugovány 1 minutu při 6 000 g. Získaný roztok s elu-

ovanou DNA, byl znovu nanesen na filtr, inkubován a centrifugován za stejných podmínek. 

Spin Column byla odstraněna a zkumavky se získanou genomovou D N A (gDNA) byly skla­

dovány při 4 °C a pro provedení kontroly kvality byly zamraženy na -20 °C. Všechny výše 

uvedené postupy jsou znázorněny na obrázku č. 6. 

V z o r e k 

1 

^ Lyzát 

1 

13 Nanesení lyzátu a navázání 
! § D N A n a k o l o n k u 

M Promývání pomocí pufru AW1 

Promývání pomocí pufru AW2 

1 Eluce z kolonky 

T 

Čistá g e n o m o v á D N A 

Zamrazení g D N A n a -20 °C 

Obrázek č. 6: Schéma znázorňující izolaci DNA (QIAGEN 2016, upraveno). 
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V průběhu izolace D N A by l využit A L pufr, který obsahuje chaotropní sůl a vytváří 

vazbu zároveň se záporně nabitým sklem v kolonce i se záporně nabitou DNA. Molekuly 

D N A v přítomnosti chaotropních solí adherují na SiCh a dochází k jejich zachycení na ko­

lonce, v případě, že by molekuly D N A neadherovaly na SiCh, nedošlo by k jejich zachycení. 

Vl ivem solí a p H lyzátu nedochází k zadržování bílkovin a dalších kontaminujících látek, 

které by mohly inhibovat PCR reakci a další enzymatické reakce (QIAGEN, 2016). 

V praktické části bakalářské práce byly ke změření koncentrace využity přístroje 

Nanodrop a Qubit HS. Nanodrop funguje na spektrofotometrickém principu, zatímco 

Qubit HS funguje na fluorimetrickém principu. Spektrofotometr měří vše, co absorbuje 

světlo při 260 n m (jedno/dvouvláknové DNA, RNA, proteiny nebo kontaminující látky] 

a často výsledné koncentrace dosahují vyšších hodnot právě kvůli kontaminaci (0 'Nei l l et 

al, 2011). Měření vyžaduje menší objem v z o r k u (Khanna etal, 2016; 0 'Nei l l etal, 2011). 

Fluorimetr je založen na pr inc ipu fluorescence barviv a tím pádem obsahuje citlivá bar­

viva, která fluoreskují v poměru množství proteinu, R N A nebo D N A (0 'Nei l l et al, 2011). 

Na rozdíl od spektrofotometru rozlišuje dvouvláknovou D N A (Khanna etal, 2016). Nevý­

hodu představuje nemožnost změřit přesnou čistotu v z o r k u (0 'Nei l l etal, 2011). 

Pro kontrolu kvality gDNA byla využita spektrofotometrická metoda měření kon­

centrace D N A pomocí Nanodropu: microplate reader (Synergy Mx, BioTek, USA). Na des­

tičku bylo napipetováno 2 ul standardu (tzv. blanku) a po 2 ul každého v z o r k u na destičku. 

Jako blank byl použit eluční roztok A E . Uzavřená destička byla vložena do Synergy HTX 

f luorimetru a pomocí zařízení byla vyhodnocena kalibrační křivka a poměry hodnot 

A260/A230 a A 2 6 0 / A 2 8 0 pro posouzení čistoty vzorků. 

Kromě spektrofotometrického ověření byla provedena i gelová elektroforéza. Při 

přípravě 1 % agarózového gelu bylo použito interkalační činidlo - RED gel (Biotium), pro 

zviditelnění D N A v UV záření. Objemy agarózového roztoku potřebného pro přípravu 1 % 

a 1,5 % agarózového gelu závisející na vel ikosti tácu jsou uvedeny v tabulce II. Po smí­

chání agarózového prášku a roztoku TAE bylo nutné směs zahřát v mikrovlnné troubě 

až do doby, než došlo k rozpuštění všech krystalů. Do zchladlého roztoku bylo následně 

přidáno dané množství RED gelu podle tabulky II. Před naléváním byl roztok zchlazen na 

teplotu v rozmezí 50 °C až 60 °C. Takto zchlazený gel bylo možné přelít do tácu a následně 
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vložit hřebeny do jamek. Po ztuhnutí gelu byly hřebeny odstraněny a gel vložen do elek-

troforetické vany. Do jamek byly napipetovány v z o r k y o objemu 5 ul, které byly smíchány 

s nanášecím pufrem. Do jedné z jamek byl napipetován 1 kb D N A Ladder (New England 

BioLabs), který slouží pro odhad velikosti separovaných fragmentů nukleových kyselin. 

Zařízení bylo připojeno ke zdroj i napájení na 100 V po dobu 35 minut. Pro vyfocení vý­

sledků na gelu bylo použito UV zobrazovací zařízení Azure c200 (Azure Biosystems). 

Tabulka II: Navážky a objemy chemikálií potřebných pro přípravu agarózových gelů 

Velikost tácu Objem TAE (ml) Váha aragózy (g) 
Objem RED gelu 

(ul) 
% 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 První kolo amplifikace 16S rRNA 

První kolo amplifikace cílí na hypervariabilní oblast 16S genu, čímž dojde k ampli -

fikaci mikrobiální DNA. Pro první kolo amplifikace 16S r R N A byla použita polymeráza Q5 

High-Fideli ty 2x Master Mix (BioLabs) (polymeráza je součástí mastermixu). Reakční 

směs na PCR měla celkový objem 30 ul a reagencie, které byly použity v PCR reakci, jsou 

shrnuty v tabulce III. Dané parametry jednotlivých kroků a počet cyklů jsou shrnuty v ta­

bulce IV. Amplif ikace 16S r R N A probíhala na přístroji Mastercycler GSX1 (Eppendorf). Pro 

pozitivní kontrolu byla použita lidská D N A a pro negativní kontrolu byla použita deioni-

zovaná voda. V případě, že by vyšla pozitivní kontrola negativně, znamená to, že byla pro­

vedena chyba v průběhu elektroforézy nebo při přípravě gelu, například kdybychom za­

pomněli přidat RED gel (Biotium). V případě, že by vyšla negativní kontrola pozitivně, jed­

nalo by se o kontaminaci reagencí, například mastermixu nebo primerů a naše vzorky by 

se nedaly považovat za průkazné. 
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Reagencie 
Objem 

Q5 High-Fidel i ty 2x Master mix 
15 

(BioLabs, New England] 
15 

H 2 0 9 

E M P forward pr imer 1,5 

E M P reverse primer 1,5 

D N A 3 

Tabulka IV: Program polymerázové řetězové reakce 
Jednotlivé kroky Parametry Počet cyklů 

Počáteční denaturace 98 °C 30 sec 1 

Denaturace 98 °C 10 sec 

Dosednutí primerů 55 °C 15 sec 30 

Extenze 72 °C 30 sec 

Syntéza D N A 72 °C 2 min 1 

Chlazení 4 ° C 00 1 

Pro amplif ikaci genu 16S r R N A b y l y použity pr imery 16S Earth microbiome Project 

(EMP) (Walters et al, 2016), jejichž oligonukleotidové sekvence jsou uvedeny v tabulce 

V. 

Pr imery se skládají z několika částí: 

• Overhang (extenze) - oblast potřebná pro následné nasedání indexů 

• Značka -sekvence odlišující od sebe jednotlivé v z o r k y 

• Spacer - odděluje značku od oblasti komplementární k oblasti zájmu 

• Vlastní pr imer - komplementární k oblasti zájmu 
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Byly využity značené pr imery (barcode), které jsou PCR reakcí včleněny do naa-

mplifikovaných úseků. Kvůli odlišným barcodům mohou být v z o r k y zpoolovány před in-

dexační PCR reakcí a tyto značky umožňují sekvenovat více vzorků najednout a na jejich 

základě je odlišit. 

Tabulka V: Primery s oligonukleotidovými sekvencemi 

Primer Extenze Sekvence vlastního pr imeru 

16S 

EMP 

forward 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CCTACGGGNGGCWGCAG 

16S 

EMP 

reverse 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG GACTACHVGGGTATCTAATCC 

4.1.3 Kontrola kvality po amplifikaci 

Kontrola kvali ty PCR produktů po amplif ikaci proběhla pomocí gelové elektrofo-

rézy. Provedení bylo stejné jako při výše popsaném postupu v kapitole 4.1.1. s tím rozdí­

lem, že by l využit 1,5 % agarózový gel s RED gelem podle tabulky II a 2 ul v z o r k u a 2 ul 

loading bufferu. Do jedné z jamek by l napipetován 100 bp D N A Ladder (New England B i -

oLabs). Elektroforetická vana byla připojena ke zdroji napájení po dobu 35 minut na 100 

V. Pro zachycení výsledků na gelu bylo využito UV zobrazovací zařízení Azure c200 (Azure 

Biosystems). 

4.1.4 PCRCleanup 

Přečištění PCR produktů od zbylých primerů, polymerázy a neinkorporovaných 

nukleotidů bylo následně provedeno pomocí paramagnetických kuliček SPRIselect beads 

(Beckman Coulter Genomics). Do stripů bylo přeneseno 25 ul amplikonů a do každé jamky 

bylo přidáno 20 ul zvortexovaných SPRIselect beads (Beckman Coulter Genomics). Des­

tičku bylo nutné zalepit a dát na 2 minuty na třepačku na 1800 rpm. Po stočení byly v z o r k y 

inkubovány při pokojové teplotě po dobu 5 minut. Destička byla položena na magnetický 

stojánek do doby než se projasnil supernatant, který byl následně odstraněn. Poté pro­

běhlo první promytí. Do každé jamky bylo napipetováno 180 ul 80 % ethanolu, vzorky se 
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nechaly inkubovat na stojánku po dobu 30 s a následně byl odstraněn supernatant. Druhé 

promývání proběhlo stejným způsobem. Každá jamka byla opět promyta 180 ul 80 % 

ethanolem a inkubována po dobu 30 s. Vzniklý supernatant byl opatrně odpipetován 

a zkumavky byly inkubovány při laboratorní teplotě až do odpaření veškerého ethanolu. 

Poté byla destička sundána ze stojánku a do jamek bylo přidáno 32.5 ul TE pufru. Destička 

byla zalepena a dána na 2 minuty na třepačku na 1800 rpm. Následně byla destička inku­

bována při pokojové teplotě po dobu 5 minut a poté byla vrácena na magnetický stojánek 

a znovu inkubována až do doby, než se supernatant projasnil . Do nového str ipu bylo od-

pipetováno 30 ul supernatantu, ve kterém se nachází přečištěné amplikony. 

4.1.5 Kontrola kvality PCR produktů po přečištění 

Po přečištění pomocí SPRIselect paramagnetických kuliček následovala kontrola 

kvality D N A pomocí gelové elektroforézy, která probíhala stejným způsobem jako kon­

trola kvality amplikonů po prvním kole PCR, v iz kapitola 4.1.3. 

4.1.6 Měření koncentrace přečištěných PCR produktů 

K měření koncentrace přečištěných PCR produktů by l použit Quant-iT dsDNA 

Assay Kit (Invitrogen™, USA). Ve sterilní plastové zkumavce bylo smícháno Quant-it 

dsDNA reagent a Quant-it pufru v poměru 1:199 ul. Jedná se o množství pro jeden vzorek, 

který by l vynásoben počtem vzorků s připočítáním 10 % navíc. Dále tento roztok rozpi -

petováváme po 198 ul do jednotlivých jamek mikrotitrační destičky. V z o r k y byly pipeto-

vány ob jeden sloupec. Do jamek určených pro standardy bylo pipetováno 190 ul. 

Do každé jamky byly k roztoku postupně pipetovány 2 ul v z o r k u nebo 10 ul standardu, 

které byly před pipetováním lehce zcentrifugovány. Celá směs v jamkách byla promíchána 

pipetou a byly vytvořeny duplikáty do zbývajících volných sloupců. Výsledný objem 

v jamkách byl tedy 100 ul . Destička byla přelepena folií, stočena a následně došlo ke změ­

ření koncentrace D N A fluorimetricky pomocí přístroje Qubit HS. Získané hodnoty se 

mohly mezi duplikáty lišit maximálně o 10 %, j inak bylo nutné měření zopakovat. 
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4.1.7 Poolování vzorků p ř e d indexací 

V z o r k y s označenými pr imery byly ekvimolárně smíchány (tzv. poolování) do 

jedné zkumavky, a to díky použití E M P 1 - E M P 8 primerů při amplif ikaci 16S r R N A . Pro 

tento pool byla zvolena koncentrace 15 ng. Vzniklé pooly posloužily jako templát pro i n -

dexační PCR reakci. Takto připravené pooly byly předány k dalšímu zpracování RNDr. 

Petře Šplíchalové, Ph.D. 

4.1.8 Následující zpracování vzorků 

V dalších krocích byla provedena indexační PCR reakce s použitím Nextera XT i n ­

dexů (Illumina, USA). Indexační PCR reakce probíhala s menším množstvím cyklů, než 

bylo použito u klasické PCR reakce. Kontrola kvality byla uskutečněna pomocí gelové 

elektroforézy s využitím 1,5 % agarózového gelu s RED gelem. Jako velikostní marker byl 

použit 100 bp D N A Ladder (New England BioLabs). Přečišťování produktů probíhalo ve 

stripech pomocí magnetických kuliček totožně jako v kroku 4.1.4. Dále se využilo f luori -

metrické stanovení koncentrace přečištěných PCR produktů. Oindexované pooly byly 

kvantifikovány pomocí qPCR K A P A Library Quantification Complete Kit (Roche, USA) 

a přístroje LightCycler 480 Instrument (Roche, USA), kde došlo ke kontrole vel ikosti frag­

mentů. Na základě výsledků qPCR byly pooly ekvimolárně smíchány do finální knihovny. 

Vzniklá knihovna byla zkontrolována na přístroji 2100 Bioanalyzer Instrument za použití 

k i tu High Sensitivity D1000 Screen Tape (Agilent Technologies, USA), změřila se u ní kon­

centrace pomocí microplate reader dsDNA HS Assay Kit a stanovila se koncentrace k n i ­

hovny pomocí K A P A Library Quantification Kit. Samotná sekvenace probíhala na přístroji 

MiSeq sekvenátoru (Illumina, USA) dle zvoleného návodu. Finální knihovna byla naře-

děna na koncentraci 8 p M a bylo k ní přidáno 20 % PhiX (Illumina, USA), který sloužil jako 

kontrola. Následně byly vzorky byly předány k bioinformačnímu zpracování a ke statis­

tické analýze. 
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4.2 Výsledky 

Byla zoptimalizovaná metodika pro zpracování vzorků stěrů z bukální sliznice 

a stěrů z nosohltanu a zavedena izolační metodika pro následnou sekvenační analýzu 

bakteriomu. 

4.2.1 Izolace DNA a kontrola kvality gDNA 

Z 8 vzorků bylo získáno celkem 32,5 Lil gDNA. Koncentrace izolované gDNA spo­

lečně s její čistotou jsou uvedeny v tabulce VI, kontrola D N A po izolaci v iz obrázek č. 7. 

Koncentrace gDNA se pohybovala v rozmezí 10-44 n g / u l . 

Tabulka VI: Tabulka shrnující naměřené koncentrace izolované gDNA ze stěrů bukální sliznice a ze 

stěrů z nosohltanu po dobu hospitalizace pacienta s inhalačním traumatem. 

Název A260/A280 A260/A230 Koncentrace (ng/ul) 

1/1 BP 2,16 0,71 10,38 

1/1 OP 2,50 0,61 9,78 

1/3 BP 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 - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

X/Y - pacient/den odběru 
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10,0 

Obrázek č 7: Vyfocená gelová elektroforéza sloužící ke kontrole kvality gDNA po izolaci ze vzorků 

stěrů bukální sliznice a ze stěrů z nosohltanu. 

BP - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

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

PCR cílenou na hypervariabilní oblasti 16S genu byly namnoženy amplikony. 

Na obrázku č. 8 je vyfocena gelová elektroforéza na 1,5 % agarózovém gelu s využitím 

RED gelu (Biotium). 

Obrázek č 8: Výsledek gelové elektroforézy po amplifikaci vzorku stěrů bukální sliznice a stěrů z no­

sohltanu. Jako velikostní marker byl použit Ladder 100 bp (New England BioLabs). Na fotografii gelu 

je zachycena pozitivní i negativní kontrola. 

BP - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

X/Y - pacient/den odběru 
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4.2.3 PCRCleanup 

Přečištění bylo úspěšné, v iz obrázek č. 9. 

Obrázek č. 9: Výsledek gelové elektroforézy po přečištění amplikonů. Na pravé straně je umístěn 

100 bp velikostní marker (New England BioLabs). 

BP - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

X / Y - pacient/den odběru 

4.2.4 Měření koncentrace přečištěných PCR produktů 

Výsledné koncentrace jsou uvedeny v tabulce VII. 
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Tabulka VII: Výsledné koncentrace přečištěných PCR produktů. Pokud je rozdíl menší než 10 % 

z průměru, tak se měření nemusí opakovat. 

Název Průměr 10 % z prů­ Rozdíl Koncentrace 

(ng/nl) měru (ng/^l) po přečištění 

fng/nl) 
1/1 BP 3551,5 355,15 17 1,62 

1/1 OP 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 22133,5 2213,35 35 10,11 

1/14 BP 9413,5 941,35 295 4,3 

1/14 OP 17450 1745 582 7,97 
BP - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

X/Y - pacient/den odběru 

4.2.5 Poolování vzorků p ř e d indexací 

V tabulce VIII. jsou uvedeny výsledné koncentrace, podle kterých byl vytvořen 

pool. Výsledný objem byl 29,74 ul. 

Tabulka VIII: Souhrnná tabulka s výslednými koncentracemi gDNA po izolaci, přečištění a daty 

k poolování. 

Název Koncentrace 
gDNA, Na-

nodrop 
fng/nl) 

Ředění DNA EMP primery Koncentrace, 
fluorimetr 

(ng/nl) 

Poolování 
vzorků na 
15ng(nl) 

1/1BP 10,38 EMP1 1,62 9,30 

1 / l O P 9,78 EMP2 6,62 2,27 

1/3BP 44,38 lOx 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 - EMP8 7,97 1,88 
BP - bukální sliznice pravá 

OP - nosohltan pravý 

X/Y - pacient/den odběru 
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4.3 Diskuse 

Z teoretické části této bakalářské práce vyplývá, že mikrobiota (bakteriom a my-

kobiom) je významným hráčem v patogenezi komplikací spojených s inhalačním trauma­

tem. Podle uvedených studií bylo zjištěno, že nejčastější mikroorganismy asociované 

s inhalačním traumatem jsou: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacterbaumannii, Staphy­

lococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia a zástupce 

rodu Candida. Studie se ovšem lišily v charakterizované populaci, a to z hlediska vel ikosti 

zkoumané populace, věku, celkové popálené plochy těla, počtu dní na mechanické venti­

laci, celkové doby hospitalizace a pohlaví pacientů. Dalším zkoumaným parametrem byla 

multirezistence daných organismů a způsob odběru mikrobiologického materiálu pro 

kultivaci (BAL, ETA, sputum, krevní kultura). Vhodná frekvence odběrů by měla být pro 

prokazatelné výsledky prováděna alespoň dvakrát týdně (Brusselaers et al, 2012). 

Nejčastěji jsou uvedené mikroorganismy asociovány s rozvojem ventilátorové 

pneumonie (VAP), která patří mezi nozokomiální infekce získané na jednotce intenzivní 

péče během mechanické ventilace (Brusselaers et al., 2012; Spalding et al, 2020). Mezi 

další sekundární komplikace spojené s uvedenými mikroorganismy bylo r iz iko v z n i k u 

pneumonie, sepse a infekčních komplikací spojených s respiračním traktem. 

Bylo prokázáno, že grampozitivní organismy (S. aureus, S. pneumoniae) jsou izolo­

vány z dýchacích cest popálených pacientů dříve, zatímco gramnegativní organismy (P. 

aeruginosa, A. baumannii, H. influenzae, K. pneumonieaé) později během hospitalizace 

těchto pacientů. Důkladné pochopení bakteriální flóry může přispět ke kontrole mikrob i -

omu a v blízké budoucnosti přispět k léčbě plicních nemocí (Yatera et al, 2018). 

Vývoj plísňových infekcí v posledních letech vzrost l a tyto infekce představují r i ­

ziko na jednotkách intenzivní péče. Rozvoj plísňové infekce je spojován s bakteriální in ­

fekcí a užíváním antibiotik. Popáleniny představují důležitý a nezávislý rizikový faktor 

pro invazivní houbovou infekci. Je třeba vzít v úvahu možnost, že u pacientů s popáleni­

nami může dojít k nástupu infekce po delší době hospitalizace. U popálených pacientů do­

chází k agresivní a invazivní infekci plísněmi rodu Candida, Aspergillus a Zygomycetes 

(Wei-hua et. al., 2012). 
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V praktické části byla průměrná koncentrace izolovaných D N A 20,02 ± 10,16 

n g / u l , v iz tabulka VI. Rozdíly mezi výslednými koncentracemi mohly být způsobeny pipe-

tovací chybou nebo při odběru vzorků tampónem, tzn. nemuselo být odebráno dostatečné 

množství vstupního materiálu. Naproti tomu jsme nepozorovali rozdíly mezi koncentrací 

D N A izolované z oblasti bukální sliznice a nosohltanu. Když porovnáme koncentrace z Na-

nodropu s intenzitou bandu na fotografii agarózového gelu (obrázek č. 7), jde vidět, že 

koncentrovanější vzorky jsou vidět lépe než ty s koncentrací nižší. 

V tabulce VI jsou uvedeny poměry absorbancí vlnových délek A260/A230 

aA26o/A28o, které mohou značit čistotu či kontaminaci vzorků. Výsledný poměr absor­

bancí při vlnových délkách A 2 6 0 / A 2 8 0 by měl být vyšší než 1,8, neboť v případě nižších 

hodnot se jedná o kontaminaci proteiny. Naše vzorky dosahují hodnot 1,9 - 2,5, jsou tedy 

vyšší než 1,8, což znamená, že nejsou kontaminované proteiny. Výsledný poměr absor­

bancí vlnových délek A260/A230 by měl být průměrně vyšší než 1,8. Naše vzorky dosahují 

hodnot 0,6 - 1,5. Znamená to tedy, že jsou kontaminované organickými látkami. V dalším 

krocích dochází k přečištění kontaminovaných vzorků. 

Izolace byla úspěšná, jelikož jsme získali D N A ze všech vzorků a mohla být nadále 

použita. Následná kontrola kvality po amplif ikaci byla též úspěšná, protože všechny 

bandy jsou na fotografii agarózového gelu dostatečně viditelné (obrázek č. 8). Pozitivní 

kontrola zachycena na fotografii vyšla pozitivně, tzn. amplikony obsahovaly požadované 

množství DNA. Negativní kontrola není na agarózovém gelu vidět, tzn, amplikony nebyly 

kontaminované. Výsledné amplikony se mohly použít k dalším krokům. 

Přečištění PCR produktů bylo úspěšné, protože na fotografii agarózového gelu (ob­

rázek č. 9) jsou vidět všechny bandy, i ty s nižší koncentrací. Nejvyšší naměřená koncen­

trace u přečištěných PCR produktů byla 10,11 n g / u l a nej nižší byla 1,61 n g / u l . Měření 

probíhalo v duplikátech, mezi kterými nesměl být rozdíl větší než 10 %. V případě našich 

vzorků se duplikáty více jak o 10 % nelišily, tudíž nebylo nutné opakovat měření f lu­

orescence. Podle tabulky VIII. Pool vzorků by l předán k dalším krokům a bioinformatické 

analýze. 
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5 Závěr 

Z rešerše publikovaných vědeckých článků vyplývá, že mezi nejčastěji izolované 

bakteriální a kvasinkové druhy z dýchacích cest u pacientů s inhalačním traumatem patří 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Klebsiella pne­

umoniae a zástupce rodu Candida. 

Byla zavedena izolační metodika pro následnou sekvenační analýzu mikrob iomu 

(bakteriomu) z 8 vzorků od 3 popálených pacientů trpících inhalačním traumatem. Po­

mocí izolace bylo získáno 32,5 Lil gDNA. Která byla následně naamplifikována, zpoolována 

a připravena na sekvenační analýzu. 

Cíle této práce byly splněny. Plánem do budoucna je pokračovat ve studiu dyna­

mických změn mikrobioty dýchacích cest u pacientů s inhalačním traumatem. 
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