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Mikrobiota pacienti s perkutanni endoskopickou

gastrostomii

Souhrn

Perkutanni endoskopicka gastrostomie (neboli PEG) je metoda, pii které je do zaludku
zavedena sonda pres sténu biisni. Je urCena pacientim odkédzanym dlouhodobé na enteralni
vyzivu. Tato sonda slouzi k zajisténi optimalni vyzivy, ptfedchazi vzniku malnutrice ¢i jinym

dopadim na lidské zdravi. Indikuje se na dobu delsi nez 6 tydnu.

Bakalarska prace se sklada ze dvou Casti. Prvni ¢ast je teoreticka, kde je popsano slozeni a
funkce mikrobioty, jeji vyvoj v pribchu zZivota, poruchy rovnovdhy — dysbidzy, nemoci
souvisejici s dysbidozami, enterdlni vyZziva, perkutanni endoskopicka gastrostomie (co to je
zametodu, jeji techniky zavedeni, komplikace samotného vykonu, kontraindikace) a

mikrobiota téchto pacientll. V praktické ¢asti jsou popsany metody a analyza vysledk.

Hlavnim cilem prace bylo porovnat mikrobiotu pacientli s PEG z dostupnych studii s nasi
analyzovanou skupinou pacienti z FN v Motole. Témto pacientim byla indikovédna enteralni
vyziva. Pro analyzu jejich mikrobioty byly odebrany vzorky stolice, z nichz byla izolovana
DNA a ta nasledné analyzovana pomoci metody sekvenovani nové generace (NGS — next

generation sequencing).

Provedenou studii jsme zjistili, Ze mikrobiota nasSich zkoumanych pacientd se mirné lisi,
avSak 7adné znatné vykyvy ¢i vyskyt potencidlné patogennich skupin bakterii, coz je
popisovano v literatufe jsme nezaznamenali. Dominantnim kmenem mikrobioty pacientl
SPEG byl kmen Firmicutes, dale pak Bacteroides, Actinobacteria a v mensi mife
Proteobacteria, coz odpovida béZnému kmenovému slozeni mikrobioty b&ézné populace.
Nicméné¢, mezi testovanymi pacienty byla zna¢na individudlni variabilita. U tfech pacient
byl napiiklad detekovan kmen Tenericutes, ktery je charakterizovana nedostatkem bakterialni
bunécéné stény, velmi malym genomem a obsahem Siroké Skaly rostlinnych 1 Zivocisnych
patogenti a mohl by slouzit pro dalsi vyzkumné tcely. Zaznamenali jsme také zvySeny pocet
bifidobakterii u péti pacientil a u jednoho z pacientt byl detekovano vysoké zastoupeni rodu
Faecalibacterium. Pfi¢ina této nadlimitni koncentrace nam neni znama a bylo by vhodné

danou analyzu zopakovat u opakovaného odbéru a zaméfit se na kultivaci uvedenych rodi a



charakterizaci izolatl, jelikoZz jsou fazeny mezi piiznivé pulsobici bakterie ve stfevni

mikrobioté.

Kli¢ova slova: mikrobiota, PEG, dieta, sekvenovani.



The microbiota of patients with percutaneous endoscopic

gastrostomy

Summary

Percutaneous endoscopic gastrostomy (or PEG) is the method by which the probe is
introduced into the stomach through the abdominal wall. It is intended for patients reliant
on long-term diet of enteral nutrition. This probe serves to ensure optimal nutrition, prevent

malnutrition or other impacts on the human health. It is indicated for more than 6 weeks.

This bachelor thesis consists of two parts. The first part is theoretical, where the composition
and function of microbiota is described, its evolution during life, balance disorders -
dysbiosis, diseases related to dysbiosis, enteral nutrition, percutaneous endoscopic
gastrostomy (what is the method, deployment techniques, complications during the
intervention, contraindications) and the microbiota of these patients. In the practical part there

is description of methods and analysis of the results.

The main subject of this work was to compare the microbiota of patients with PEG from
available studies with our analyzed group of patients from the Faculty hospital in Motol. To
these patients, enteral nutrition was indicated. For analysing their microbiota samples
of bowel movement were collected, from which the DNA was isolated and subsequently

analyzed by the next generation sequencing (NGS).

Our study found that microbiota of our examined patients is slightly different but we did not
notice significant fluctuations or presence of potentially pathogenic groups of bacteria which
is described in the literature. The dominant phylum of microbiota of PEG patients was
phylum  Firmicutes, subsequently Bacteroides, Actinobacteria and lower rate
of Proteobacteria which corresponds to the normal composition of the common microbial
population. However, there was considerable individual varialibility among tested patients.
For example, by three patients the phylum Tenericutes was detected, which is characterized
by bacterial cell wall deficiency, a very small genome and wide range of plant and aminal
pathogens, which could be helpful for future research purposes. We also registered increased
number of bifidobacteria by five patients, and one of the patients was detected with high
proportion of bacterial genus Faecalibacterium. The cause of this over-limit concentration is

unknown to us, and it would be advisable to repeat this analysis for repeated samplings and



to focus on the cultivation of these genera and the characterization of the isolates because they
are classified as benefical bacteria in the intestinal microbiota.

Keywords: microbiota, PEG, diet, sequencing.
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1 Uvod

Stfevni mikrobiota hraje pomérné zasadni roli v otdzce zdravi a nemoci jedince. Jeji slozeni
uzce souvisi a ovliviluje fyziologické pochody organismu. Pochopenim vSech funkci
mikrobioty muzeme znacné ovlivnit kvalitu zivota, hledat feseni riznych zdravotnich
problému a v neposledni fad¢ jim predchazet, at’ uz Gpravou naSich stravovacich zvyklosti
¢ivyvojem novych typt potravin. V duisledku jeji nerovnovdhy mize dochazet
K autoimunitnim onemocnénim jako Crohnova choroba ¢i ulcerdzni kolitida. Tyto
nespecifické stievni zanéty jsou doprovazeny prijmy, postizenim jater, inavou, hubnutim,
neprichodnosti stfev. Zmirnénim piiznakii téchto nemoci mtize byt aplikace enterdlni vyzivy,
kterd zajisti pfisun dostatecného mnozstvi zivin do traviciho traktu a piedejde vzniku
malnutrice. Mezi nejpreferovanéjsi zpusob nutri¢ni podpory patii perkutanni endoskopicka
gastrostomie, kdy je do zaludku zavedena sonda pies bfisni sténu v pritbéhu gastroskopického

vySetfeni. Tato sonda se indikuje na dobu delsi nez 6 tydnd, zajiStuje dostate¢nou nutri¢ni

podporu pro tyto pacienty a zlepsuje kvalitu jejich Zivota.



2 Cil prace

Perkutanni endoskopickd gastrostomie (PEG) je metoda vyuzivana kl1écbe pacientl
s nespecifickymi stfevnimi zanéty ¢i jinymi kontraindikacemi neumoziujici normalni piijem
stravy. PEG je tenkd sonda zavedena ptes kiizi stény bfiSni do zaludku zajiSt'ujici ptisun
enteralni vyzivy s predpokladanou dobou podavani déle nez 6 tydni. Hlavnim cilem prace
bylo porovnat mikrobiotu détskych pacientti s PEGem, kterym byla dlouhodobé indikovana
enteralni vyziva oproti pacientim stravujicich se béznym zplsobem. Mikrobiota byla

zkoumana pomoci sekvenovani nové generace.



3 Hypotéza

Vlivem diety podavané ve form¢ enteralni vyzivy v dlouhodobém hledisku bude mit vliv jak

na kvantitativni tak kvalitativni slozeni stfevni mikrobioty pacientd s PEGem.



4 Literarni reSerse

4.1 Strevni mikrobiota a jeji vyznam v lidském organismu

Pod pojmem stievni mikrobiota si miizeme piedstavit riznou intenzitu osidleni travici trubice
s rostlinou i$i a setkdme se s nim ve starSich publikacich. Obdobn¢ miize byt pouzit také

pojem mikrobiom, ktery oznacuje genom mikrobioty (Fri¢, 2010).

Tento mikrobiom zahrnuje tedy mikroorganizmy, pfedevsim bakterie obyvajici stievo. Tyto
bakterie tvofi ekosystém a probihaji v ném interakce mezi jimi samotnymi, mezi jimi a
hostitelskym organismem (tedy clovékem) a jeho imunitnim systémem (Jirkii-Pomajbikova et

Lukes, 2016).

Lidsky mikrobiom je krom¢ bakterii slozen z archei, virti a eukaryotickych mikrobi. Tyto
mikroby maji obrovsky potencial ovliviiovat nase fyziologické pochody ve zdravi i v nemoci.
Podileji se na metabolickych funkcich, chrani nas pied patogeny, moduluji imunitni systém a
prostfednictvim téchto zdkladnich funkci pfimo nebo nepfimo ovliviiuji vétSinu naSich

fyziologickych funkci (Shreiner et al., 2015).

Muzeme se dale setkat s terminem komenzalni mikroflora tedy mikrobiota, coz oznacuje

mikrobidlni spole€enstvi travici trubice bez obsahu choroboplodnych zarodki (Fri¢, 2010).

Stfevni mikrobiota zasadnim zplisobem ovliviiuje normdlni strukturdlni a funkéni vyvoj
imunitniho systému sliznice. Imunitni reakce vyZaduje pfesné fizeni a schopnost rozpoznat
komenzalni bakterie od patogennich. Manipulace s bakteridlnim obsahem stfev tudiz

piedstavuje slibnou terapeutickou strategii pro budoucnost (O'Hara et Shanahan, 2006).

4.1.1 Hlavni vyznam mikrobioty

Mezi hlavni vyznam patii predevSim:

1. Ochrana pied patogeny.
Probihé bakteriocidnim plisobenim mastnych kyselin s kratkym fetézcem, produkci
peroxidu vodiku a sirovodiku. Pak také pomoci neimunologickych obrannych

mechanizmi (T a B lymfocyty, imunoglobulin A).



2. Stépeni komplexnich sacharidii.
Tento proces probihd v tenkém stfevé pomoci enzymu (amyléza, maltaza, sacharaza,
laktaza) — bez nich neschopnost traveni rostlinné stravy.
3. Tvorba mastnych kyselin s kratkym fetézcem (acetat, propionat, butyrat).
Hlavni energeticky substrat pro kolonocyty.
4. Modulace imunitniho systému.
Ovlivnéni schopnosti odpovédi imunitniho systému na nezadouci podnéty.
5. Neutralizace toxickych metabolitti.
Oxalaty, heterocyklické aminy, nitrosaminy, cholesterol a zlucové kyseliny.
6. Modulace nervového systému.
Porucha tvorby serotoninu pii nevyvazené symbidze mikrobiomu.
7. Produkce vitamint.

Tvorba vitamind B a K ptfedevsim (Frithauf, 2017).

4.1.2 SloZeni mikrobioty

Osidleni stfevni mikrofléry zavisi na mnoha faktorech. Jednim z nich mize byt zplsob
porodu (cisafskym fezem nebo vagindln€), zplsob krmeni kojence, mistem pobytu,
stravovacimi navyky, zpisobem stravy, vékem, genetickymi faktory (D’Argenio et Salvatore,

2015).

Nase mikrobiota obsahuje celkové 10 bakterii. Krom toho také viry, plisné a parazity.
Nejveétsi mnozstvi je obsazeno v tlustém stievé. Diverzita je tvotfena z vice nez 1000 druhti
bakterii a pocet jejich genli pfevySuje asi stonasobné pocet gend v lidském genomu. Zhruba

70 % mikrobti neni dosud kultivovatelnych klasickymi metodami (Spi¢ak, 2017).

Mikrobialni spolecenstvi obsahuje zastupce pievazné kmenti Firmicutes a Bacteroidetes.
Kmen Firmicutes ma dominantni postaveni a je zastoupen zhruba 65 %. Tyto bakterie jsou
pfevazné grampozitivni, tvarem koky, nebo tyginky. Radime sem tiidy Bacilli, Clostridia,
Mollicutes. Kmen Bacteroidetes je gramnegativni a zastoupen z 23 %. Do tohoto rodu patii
tfidy Bacteroidetes, Flavobacteria, Sphingobacteria. Pocet rodli bakterii obyvajici
gastrointestinalni trakt se odhaduje na 1800 a pocet druhti az na 15000-36000. Mezi
nejzastoupengjsi patii rody Bacteroidetes, Fusobacterium, Clostridium, Peptococcus a
Bifidobacterium (Fri¢, 2010).



Existuji studie, které potvrzuji, Ze obezita je velmi uzce spojena se stievni mikrobiotou a to
kontrétné s pomérem mezi Firmicutes a Bacteroidetes. Pfi postupném zvySovani bakterii
kmenu Firmicutes a snizovani obsahu Bacteroidetes se zvySuje index té€lesné hmotnosti
(BMI). Tato asociace byla i nadale vyznamna pii zahrnuti dalSich ovliviiyjicich faktort jako

vek, pohlavi ¢i fyzicka aktivita (Koliada et al., 2017).

4.1.3 Vyvoj mikrobioty

Mikrobiota se povazuje za hybnou silu, kterd ovliviluje imunitni, nervovy a metabolicky
systém. Jeji vliv je vyvijen prostiednictvim produkovanych metabolitii, které mohou byt
dalezité pro optimalni vyvoj jedince a jeho zdravi. Po¢atecni kolonizace v travicim traktu je
velmi dulezitd, protoze muze ovlivnit dlouhodobé slozeni a mikrobialni aktivitu. Stievni
mikrobiom miize také hrat klicovou roli v otdzce zdravi a nemoci. Udrzovanim ochrannych
mikrobidlnich latek by mohlo byt rozhodujici pro prevenci onemocnéni souvisejicich
s dysbiozou, jako jsou napiiklad alergie, autoimunitni poruchy ¢i metabolicky syndrom

(Castanys-Muiioz et al., 2016).
4.1.3.1 Porod a vyvoj v détském véku

Gastrointestinalni trakt je do narozeni sterilni a kolonizace zacina bezprostfedné po narozeni
(Mitsou et al., 2008). Podle nov¢jsi studie vyplyva, ze plodova tekutina a placenta jsou
moznymi substraty pro kolonizaci stfev jest¢ v téle matky a proto mohou byt dileZitym

determinantem pfi interakci s potencialnim patogenem (Collado et al., 2016).

Dalsi bakteridlni kolonizace zacind v pribéhu vaginalniho porodu, kde dité pfichazi
do kontaktu s vaginalnim sekretem matky. Ziskané mikroorganismy od matky maji zasadni
vliv na vyvoj mikrobioty a jsou zdkladem jejich imunitniho systému. V piipadé cisatského
fezu je osidlovani stievniho traktu znaéné opozdéné. Prvni bakterie obyvajici sttevo zdravého
jedince jsou fakultativni anaeroby. Ty dominuji pfevazné prvni dva tydny Zivota jedince. Patii
sem rody Staphylococcus, Enterobacteriaceae a Streptococcus. O néco méné pak
bifidobakterie a Clostridium perfringens. Clostridium perfringens se povazuje za prekurzor

osidleni dal$imi bakteriemi (Bacteroides, Clostridium sp.).

Kli¢ovou roli hraje také strava, kterou je dit€ krmeno. U déti krmenych matetskym mlékem je
podporovan rust bifidobakterii, zejména Bifidobacterium bifidum. Je to zpisobeno

pfitomnosti prebiotik v matefském mléce. Oproti tomu u déti krmenych kojeneckou stravou



se setkavame stale s dominantnim vyskytem Clostridium perfringens. Z tohoto divodu je
doporuc¢ovano pridavat jako nahradni prebiotikum inulin do umélé vyzivy, aby doslo
k podobnému slozeni sttevni mikroflory jako u kojenych déti (Bezirtzoglou, 1997). Primarni
kolonizace je velmi diilezita, protoze zména jiz jednou konstituované mikroflory je velice
obtizna. Bifidus faktor (oznaceni oligosacharidi matefského mléka) slouzi jako substrat
pro tyto probiotické bakterie. Probiotické bakterie maji antiadhezivni schopnost vici stievnim

patogentim a diky tomu jsou schopné modulovat imunitni odpovéd’ a snizovat riziko infekce

(Friihauf, 2013).

Krom zptisobu porodu mize mit vliv v pribéhu faze laktace také BMI matky (Cabrera-Rubio
et al., 2012). Jako novou hypotézu pro osidleni stfevni mikrobioty mizeme povazovat
takzvanou ,,aktivni migraci‘‘. Mechanizmus této migrace zatim nebyl zcela objasnén, jelikoz
by bakterie museli projit pfes stfevni epitel, vyhnout se imunitnimu systému a dostat se
do mlécné zlazy. Zda se, Ze tento proces je znaéné selektivni. Imunitnimi bunkami jsou
rozpoznany pouze nékteré kmeny a ty mohou byt preneseny do mlécné zlazy. Respektive
muzeme predpokladat, Ze rozpoznany jsou vSechny bakterie, ale pouze urcité jsou imunitnim
syst¢émem propustény (Musilova et al., 2016). Po pfechodu na pevnou stravu dochazi
ke kolonizaci dal$imi mikroorganismy, zejména rodu Firmicutes. Diky rychlému rozvoji
imunitniho systému se jiz od 2. roku zivota mikrobiota ditéte podoba mikrobioté dospélého

¢loveéka (Bezirtzoglou, 1997).
Nejcastéji izolované bakterie z matetského mléka:

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Streptococcus mitis
Streptococcus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gaserri
Lactobacillus rhamnosus
Bifidobacterium breve
Bifidobcterium bifidum
Streptococcus lactarius
(Martin et al., 2011)



4.1.3.2 Dospélost

Dominantni bakterie v téle zdravého dospélého jedince jsou kmeny Firmicutes a
Bacteroidetes. Ty piedstavuji zhruba 80-90% celkového osidleni. Kromé toho v dusledku
vysoké variability mezi jednotlivei mizeme lidi zafadit mezi tfi enterotypy u nichz dominuje
jiny bakterialni rod. U prvni skupiny pfevlada zastoupeni mikrobti z rodu Bacteroides,
udruhé rod Prevotella. Pro tieti rod je charakteristicky vysoky pocet bakterii rodu
Ruminococcus. Tyto enterotypy se zdaji byt nezavislé na pohlavi, v€ku jedince, narodnosti ¢i
jeho indexu télesné hmotnosti. AvSak co se obecného ustanoveni tyce, konkrétni podoba se
u kazdého jedince lisi v diisledku ovlivnéni velkého mnozstvi faktort, jako je napiiklad stres,
uzivani antibiotik, nasledky rtznych diet a v neposledni fadé zivotni styl (Salazar et al.,

2017).

Struktura mikrobioty dle jednotlivych enterotypli se zda byt zavisla na hlavnich sloZkéach
potravy. Pfi pfevladajicim obsahu bilkovin a zivoc¢iSnych tukli ve stravé prevlada nartst
Bacteroides, kdezto dieta obsahujici pfevazné polysacharidy uptednostiiuje rod Prevotella. Je
zajimavé, Ze zména obsahu diety nevede kZzadnym zménam slozeni mikrobioty,
avsak enterotyp je zna¢né stabilni a védci se domnivaji, Ze jeho zména je moznd pouze

v dlouhodobém trvani diety (Tlaskalova-Hogenova et Méstecky, 2012).
4.1.3.3 Stari

V pozdnim véku dochazi ke zménam a to sice ke zmé€nam bakteridlnich druhtl, snizovéani
diverzity, poklesu prospé€Snych organisml, zvySovani poctu fakultativnich anaerobnich
bakterii a snizovani tvorby mastnych kyselin s kratkym fetézcem. Pfi porovndni mikrobioty
star§iho a mladsiho ¢lovéka dochazi ke snizovani hladiny bakterii rodu Firmicutes a naopak
dochazi ke zvySovani populaci bakterii kmenu Proteobacteria. S rozdilnymi vysledky studii

se setkavame u kmene Bacteriodetes a u laktobacilt (Salazar et al., 2017).

Celkovy pocet anaerobnich bakterii ziistava stabilni u jedincii starSich 65 let, avSak zmenSena
mikrobidlni kompozice se dava do souvislosti s vyskytem obezity, diabetu, aterosklerézy,

zanétlivych stievnich onemocnéni a nekrotizujici enterokolitidy (Marques et al., 2014).

Studie prokazali, Ze zasahy do stievni mikrobioty pfiznivé ovliviiuji zdravi a starnuti jedince.
Zasahy v potravé a mnozstvi probiotik v dieté¢ zvySuje antioxidacni aktivitu, zlepSuje imunitni
homeostazu, potlacuje chronické zanéty, reguluje nadmérné tukové zasoby a slouzi jako

prevence vuci inzulinové rezistenci. Krom¢ toho také vysokou ucinnost vykazuje



transplantace fekalnich mikrobidlnich bunék pfi prevenci nebo 1é¢bé patologickych stavi

souvisejicich s vékem (Vaiserman et al., 2017).
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Obrdzek 1 - zmény mikrobioty v pritbéhu Zivota (Vaiserman et al., 2017).
Na obrazku mizeme vidét, jak se zde rozchazi studie Salazarové (2017) a Vaisermana (2017).
Dle Salazarové dochazi ke snizovani bakterii rodu Firmicutes. Vaiserman toto dle obrazku
vyvraci. Salazarova ve své praci piipousti, Ze je potfeba vice studii u starSich populaci,
aby bylo lépe porozuméno jak je mikrobiota asociovana s dietnimi zménami a komorbiditami.

Pochopenim téchto interakci by mohlo dojit k vyvoji specifickych potravin pro seniorskou

populaci.



4.2 Dysbiozy

S rostoucim zdjmem o stfevni mikrobiotu byly odhaleny urcité souvislosti mezi zménami

jejiho slozeni u pacientl se sttevnimi chorobami. Tyto zmény jsou nazyvany dysbidzy.

Dysbidéza zpusobuje poruchu rovnovahy v travicim traktu a poruchy dil¢ich funkci
mikrobioty. Muzeme ji charakterizovat ztratou diverzity, zvySenim poctu potencidlnich
patogenii a absenci prospéSnych bakterii. Tato ztrata druhové diverzity koreluje v rtiznych

studiich s aktivitou onemocnéni idiopatickych stfevnich zanétti (IBD) (Spicak, 2017).

Navzdory pokrokiim v poslednich letech, patogeneze téchto zanéti nebyla zcela objasnéna.
Zda se ziejmé, ze Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida v geneticky piedisponovanych
subjektech je =zapfi¢inéna nespravnou aktivaci slizni¢ni bariéry, ktera je zpusobena

bakterialnim obsahem ve stievech (Seksik, 2010).

Zména mikrobidlni kompozice a funkce pii zanétlivych onemocnéni sttev ma za nasledek
zvySenou imunitni stimulaci, epitelidlni dysfunkci nebo zvySenou permeabilitu sliznice

(Sartor, 2008).

Mezi IBD fadime Crohnovu chorobu a Ulcer6zni kolitidu. Tato zanétliva stievni onemocnéni
se mohou projevovat bolestmi bficha, krvavymi prijmy a malnutrici. Jelikoz pfesné ptic¢iny
nejsou jasné, je identifikace zevnich faktorti velmi dilezita a v soucasné dob¢ je pfedmétem

intenzivnich vyzkumu (Nevoral, 2007).

K idiopatickym stfevnim zanétim mizeme také pfifadit neurcitou kolitidu, coz je zanét
tlustého stieva, u kterého se vykazuji znamky jak ulcerdzni kolitidy, tak Crohnovy nemoci,
¢ijiné atypické zndmky. Tato nemoc je velmi nespecifickd a je téméf nemozné u ni stanovit

ptesnou a ditvéryhodnou diagnézu (Lukas, 1997).

V soucasné dob¢ jsou dysbidzy nachazeny nejen v travicim traktu, ale také u mnoha dalSich
chorob (metabolickych, psychiatrickych, nadorovych). Zustdva zde vSak nadale
nezodpovézena otazka, jestli je dysbidza sama o sob¢ pfi¢inou, asociaci nebo jako disledek

patologického stavu (Spicak, 2017).

Ptestoze tradi¢ni patogeny pravdépodobné nejsou zodpovédné za tyto poruchy, zvySena
virulence komenzalnich bakteridlnich druht, zv1asté Escherichia coli, zvysuje jejich slizni¢ni
vazbu, invazi a intracelularni perzistenci. Tim je néasledné stimulovéna patogenni imunitni

odpoveéd’ organismu (Sartor, 2008).
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4.2.1 Crohnova choroba

Jedna se o zanét stény traviciho traktu. Mize jim byt postihnuta jakakoliv ¢ast travici trubice.
Nejcastéji byva postiZzena v misté, kde se napojuje tenké stievo na tlusté (ileocekalni 45-65%),
dale tracnik (25-45%), tenké stievo (5-15%) a vyjimecné jina atypicka lokalizace (zaludek,
jicen, nebo dutina ustni do 5%). Muze dochazet k tvorbé pistéli, absceslti a zuzovani stfeva.
Mezi prvni pfiznaky této nemoci patii prijmy, bolesti bficha, hubnuti a teploty (Ehrmann,
2011).

4.2.2 Ulcerozni kolitida

Na rozdil od Crohnovy choroby se ulcerdzni kolitida soustiedi pouze na oblast sliznice

tracniku. Tato nemoc zac¢ina vzdy postizenim rekta. Dle rozsahu ho mizeme rozlisit na tii
typy.

E1- postiZeni rekta a distalni Casti traCniku

E2- postizeni levého traéniku

E3- extenzivni postizeni tlustého stieva- pankolitida
Typické je pro tuto nemoc stéidani fazi klidu a nemoci (remise a relapsy). Faze relapsu je
charakterizovdna prijmy s krvi, anémii, kieCemi v bfiSe. Faze remise se projevuje

bez jakychkoliv obtizi a mize byt i dlouhodoba (Ehrmann, 2011).

-----

Pacienti s touto nemoci maji podstatné snizené mnozstvi protizanétlivé bakterie F. prausnitzii.
Tato bakterie je zodpovédna za produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) a
dalgich protizanétlivych faktort (Spicak, 2017).
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4.3 Enteralni vyziva

Enteralni vyzivu miiZzeme definovat jako zpiisob dodavani zivin do traviciho traktu pomoci
piti bilancovanych roztokli nebo zavedenim sondy. Tento zplsob vyzivy je vhodny
pro pacienty, ktefi nejsou z jakychkoliv diivoda schopni jist a maji pln€ funkéni travici trakt.
Diky tomu muzeme ptfedchazet vzniku malnutrice, snizeni digesce a absorpce slozek vyzivy
¢i poruchdm piijmu potravy, které mohou mit fatdlni dopady na lidské zdravi. Enterdlni
vyziva se povazuje za nejlepsi modalitu nutriéni intervence, kterd zajiStuje dodavku Zzivin

do organismu (Dastych, 2012).

Zejména u kriticky nemocnych pacient ¢asto dochazi k malnutrici. Postihuje zhruba az 40 %
ptipadd. Je to zpisobeno metabolickymi zménami, ke kterym dochazi v reakci na stres,
zvysuji katabolismus bilkovin a dochazi ke znaCnym télesnym ztratdm. Cilem nutri¢ni
podpory tedy je zabranéni komplikacim a modulace stresové reakce pacienti. Toho lze
dosahnout zajisténim odpovidajicich davek mikro a makrozivin, omezenim komplikaci
nutri¢ni podpory, snizeni deficitu dusiku a modulace zanétlivé odpovédi téla pomoci riznych

substratt (Seron-Arbeloa, 2013).

Vyziva pomoci sondy se do Zaludku podavé nasogastrickou sondou nebo gastrostomii.
Gastrostomie je nejCastéji zavadéna endoskopicky (PEG, perkutdnni endoskopicka
gastrostomie), méné Casto chirurgicky. Sondy zavadéné do tenkého stieva k aplikaci enteralni
vyzivy se zavad€ji nasojejunalni sondou nebo vyzivnou jejunostomii. Tyto zakroky se
provadeji endoskopicky (PEJ, perkutanni endoskopicka jejunostomie) nebo chirurgicky
(nutritivni nebo vyZivna jejunostomie). Zptsob podavani Zivin je tudiz velmi zavisly na tom,

do které Casti traviciho traktu je sonda zavedena (Grofova, 2009).
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4.4 Perkutanni endoskopicka gastrostomie

Perkutanni endoskopicka gastrostomie je preferovany zpiisob vyzivy a nutriéni podpory
U pacientl s indikaci dlouhodobé enteralni vyzivy (na delsi dobu nez 4-6 tydnti). Pfipadné se

indikuje u pacientt, kterym hrozi riziko malnutrice (Kohout et al., 2010-2016).

Prvni PEG byl zaveden u ditéte a to v roce 1980. Ro¢né je zaveden ptiblizné u 220 000

pacientd a téméft nahradil chirurgickou gastrostomii (Dastych, 2012).

Tento typ metody provedli poprvé Gauderer a Ponsky ve Spojenych statech u 4leté divky,
ktera trpé&la poruchou polykani a mozkovou obrnou. V Ceské republice byl PEG zaveden
vroce 1992 ve Fakultni nemocnici Brno Kammlerem a Axmannem (Kohout et al., 2010-

2016).

PEG se povazuje za bezpetnou a jednoduchou metodu, s nizkym rizikem mortality a
morbidity pii zavadéni. Mira komplikaci pfi odstranéni PEGu je taktéz minimalni (Kohout et

al., 2010-2016).
441 Technika zavedeni

4.4.1.1 Metoda Pull (dle Gauderera a Ponskyho)

Tato metoda patii mezi nejCastéji vyuzivané. Pii této metodé¢ je zaveden do zaludku
gastroskop, kterym je vysetien jicen, Zaludek, duodenum a zjistuje se prachodnost travici
trubice. Pak se hleda nejvhodnéjsi misto pro zavedeni PEGu. Pies prosvétlenou bfisni sténu je
zavedené vlakno, které je uvnitt Zaludku uchopeno gastroskopem. Gastroskop toto vldkno
vytahne vnittkem pfed usta a pak se na vlakno navaze gastrostomicky katétr a je protazen
zpétné zaludkem a bfisni sténou navenek. Fixace je zajisténa silikonovym ter¢ikem,

ktery znemoziuje vytazeni katétru (Urbanek et Urbankova, 2012).

4.4.1.2 Metoda Push over wire (dle Sackse a Wina)

Meéné Casto vyuzivana metoda. Sonda zde neni taZena za vodiC ven, ale je na ném ponechana
a tlacena pres bfiSni sténu. Po proniknuti je tahem umisténa v konkrétni Casti zaludku

(Kianicka et al., 2012).
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4.4.1.3 Metoda Push through (dle Russela)

PEG je zaveden pitimo do Zaludku po dilataci kanalu. Doporucuje se pii tomto typu zavedeni
zaludek zafixovat k biisni sténé. Sonda se pak nejéastéji fixuje pomoci vodou naplnénym

balonkem (Kohout et al., 2010-2016).
4.4.2 Komplikace s PEG

Vétsina komplikaci je drobnd, Zivot ohrozujici komplikace se vyskytuji velmi vzacné.
Miuizeme je rozdélit podle doby vzniku nebo podle druhu komplikace. StarSi pacienti jsou
aspira¢ni pneumonie, krvaceni, poranéni vnitinich organd, nekrotizujici fasciitida, implantace
tumoru do vyvodu PEG. Mezi ty méné zavazné patii infekce vyvodu kanyly, obstrukce
zaludku, poskozeni sondy nebo jeji pfesun do tenkého stfeva, ptipadné jeji ucpani. Tyto méné

zavazné komplikace neovlivni morbiditu ani mortalitu pacienti (Hucl et Spicak, 2016).
4.4.3 Kontraindikace

Kontraindikace PEG mtliZeme rozdélit na kontraindikace gastroskopie, nebo kontraindikace
vlastniho provedeni PEG. Mezi kontraindikace gastroskopie fadime srdec¢ni nestabilitu,
nesouhlas pacienta s provedenim vykonu ¢i piipad, kdy neni mozné pacientovi zavést
endoskop do zaludku. Do kontraindikaci vlastniho provedeni PEG patii nepfitomnost
diafanoskopického vySetfeni, zanét pobfisnice, ascites, karcinom zaludku, karcinomatéza
peritonea, poruchy srazlivosti krve, obezita piipadné t€Zkd malnutrice, peritonedlni dialyza,

zalude¢ni varixy, portalni hypertenze ptipadné riizné pooperacni stavy (Kianicka et al., 2012).
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4.5 Mikrobiota pacienti s PEG

U vétSiny pacientli byva ¢asto izolovdna patogenni mikrobiota. Pfesto vSak nebyl dosud
nalezen vztah mezi typem mikroorganismu a klinickymi ptiznaky. Zajimavé je, ze v zadné
studii dosud nebyla zjisténa piitomnost streptokokti skupiny A, ktera byla davana

do souvislosti s bolestmi biicha a nepohodli pti noSeni PEG (De Vries et al., 2015).

Mezi nejcastéji izolované bakterie ze studie De Vriese (2015) patii: Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas,
Streptococcus a Enterococcus. Uvedena studie byla provedena na sto pacientech pomoci

kultiva¢n¢ zavislé metody. Bakterie byly kultivovany na agarovych deskach.

Studie provadéna Rolstonem a kol. (2011) zkoumala mikrobiotu pacientii s PEG, ktefi méli
rakovinu. U 53 pacientll ze 78 byla zjisténa infekce (monomikrobidlni i polymikrobialni).

Vétsina izolovanych mikroorganismii byla nachylnd na bézné pouzivané antimikrobialni

Proteus mirabilis
Pseudomonas fluorescens
Serratia species
Stenotrophomonas maltophilia 1

latky.
Monomikrobialniinfekce % Polymikrobialniinfekce %
Candida spp. 26 Pseudomonas aeruginosa 18
Staphylococcus aureus MN 23 Staphylococcus aureus MN 10
staphylococci (koagulazné-negativni) 19 Klebsiella species 9
Pseudomonas aeruginosa 16 Enterococcus species 8
Streptococcus species 10 Enterobacter cloacae 8
Staphylococcus aureus MR 3 Candida species 8
Serratia marcescens 3 Streptococcus species 6
Tabulka 1 - procentudlni vyskyt bakterii monomikrobidlni infekce staphylococci (koaguldzné-negativni) 6
u pacientit s PEGem (Rolston et al., 2011) L. i
Escherichia coli 6
Corynebacterium jeikeium 4
Anaerobni bakterie 4
Staphylococcus aureus MR 3
Achromobacter species 3
Acinetobacter species 1
3
1
1

Tabulka 2 - procentudlni vyskyt polymikrobidlni infekce u
pacientii s PEGem (Rolston et al., 2011)

vysvétlivky: MN-meticilin nerezistentni MR-methicilin rezistentni
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Z této studie vyplyva, ze opét silné dominuje kmen Firmicutes. U mono mikrobialni infekce
dominuje s55 % (Staphylococcus aureus MN+MR, staphylococci, Streptococcus spp.).
Nasleduji Ascomycota (Candida spp.) a Proteobacteria (Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens).

U polymikrobialni infekce opét dominuje Proteobacteria (34%), Firmicutes (33%),
Klebsiella (9%). Dale Enterobacter (8%), Ascomycota (8%), Actinobacteria (4%).

Je zajimavé, Ze vobou studiich se stejné cCetné vyskytuji jak Candida albicans,
tak Staphylococcus aureus a a¢ se skupiny pacientti v obou studiich zna¢n¢ lisili, tak jejich

mikrobiota je srovnatelna (De Vries et al., 2015).
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5 Materialy a metody

Bakterie obsazené ve stolici jsou vzorkem osidleni traviciho traktu. Pro jejich identifikaci
muzeme pouzit dva typy identifikaénich metod, a to metody kultivacné zavislé a kultivacné
nezavislé. Cilem téchto procesi je zjiSténi pfitomnosti nebo mnozstvi mikroorganismi

ve vzorku.

Pro analyzu mikrobioty vzorki pacienti s PEG, jejichz fekalni vzorky byly pouzity pro studii
provadénou ve spolupraci Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky CZU v Praze a Détskym
oddélenim gastroenterologie FN Motol v Praze, byla pouzita metoda sekvenovani nové
generace (NGS — next generation sequencing). Vlastni analyza NGS byla provedena

ve spolupraci s Ustavem Zivo¢isné fyziologie a genetiky, Akademii véd Ceské republiky.

Seznam pacientd obsahujici informaci k pohlavi a véku je uveden v tabulce ¢. 3. VSichni
z uvedenych pacientd pfijimali dlouhodob¢ a vyhradné stravu prostfednictvim PEG. Blizsi
informace k pacientim a jejich diagndze v praci uvedeny nejsou a nebudou ani nijak
diskutovéany. Zastupci pacientii udélili souhlas se zpracovanim vzorkl k vyzkumnym ucelim

a vysledky analyz budou pouzity pro budouci publikaci.

Vzorek | Pohlavi Rok ’ Rok prym’ho Vékkprvvnimu
narozeni odbéru odbéru
PEG1 |chlapec 2001 2017 16
PEG2 |chlapec 2013 2017 4
PEG3 | chlapec 2015 2017 2
PEG4 | chlapec 2011 2017 6
PEG5 |divka 2011 2017 6
PEG6 |chlapec 2007 2017 10
PEG7 |divka 2006 2017 11
PEG8 |divka 2006 2017 11
PEG9 | chlapec 2004 2017 13
PEG10 | chlapec 2006 2017 11
PEG11 | divka 2011 2017 6
PEG12 | chlapec 2012 2017 5
PEG13 | chlapec 2004 2017 13
PEG14 | divka 2012 2017 5

Tabulka 3 - Seznam pacientii s PEG

Mym tkolem byla izolace bakteridlni DNA ze vzorki stolice pacientli a poté vyhodnoceni

dat, ktera mi byla poskytnuta.
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5.1 Izolace bakterialni DNA ze vzorku stolice

Pti detekci bakterii pomoci metody PCR je zapotiebi izolovat bakterialni DNA ze vzorku

stolice. Pro postup izolace se pouzivali kity Fast Prep (modifikace protokolu pro ptdu).
Postup izolace byl nasledujici:

Bylo navazeno 250 mg vzorku stolice do zkumavky Lysing Matrix E, pfidano 978 ul fosfatu
sodného (Sodium Phosphate Buffer) a 122 ul MT Buffer. Nasledné¢ byla smés
zhomogenizovéna v pfistroji FastPrep po dobu 40 sekund pfi rychlosti 5. Tento proces byl

provadén dvakrat. Poté smés byla centrifugovana po dobu deseti minut pii 14 000 otackach.

Nasledné byl pfelit supernatant do 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky, ptidano 250 ul PPS
(Protein Precipitation Solution) a smés protiepana. Poté opét centrifugovana 10 minut pfi 14
000 otackach. Po ukonceni procesu byl ptepipetovan vznikly supernatant do 15 ml zkumavek.

Zbyla peleta po centrifugaci obsahovala smés nezadoucich proteind.

Do 15 ml zkumavek se supernatantem byl ptidan 1 ml Binding Matrixu. Po dobu dvou minut
obsah zkumavky byl ru¢né promichavan pieklapénim. Nasledné byl nechan obsah
sedimentovat po dobu 10 minut a odstranéno 800 pl z vrchni ¢asti supernatantu. Ve zbylé

smé&si byla rozmichana peleta a ptepipetovano 650 ul do zkumavek s filtrem (SPIN).

Po dobu jedné minuty smés centrifugovala pti 14 000 otackach. Supernatant vznikly pod
filtrem byl vylit. Nasledné bylo piidano 500 pl roztoku SEWS-M, sto¢eno po dobu jedné
minuty pii 14 000 otackach a odstranény zbytky. Nasledné opét byla smés centrifugovana po
dobu dvou minut pfi stejnych otackach. Smés byla pielita do nové zkumavky a nechana 5
minut odstat na vzduchu, aby doSlo k odpafeni ethanolu. Poté rozmélnéna ve 100 pl

apyrogenni vody a sto¢ena po dobu jedné minuty pii 14 000 otackach.

Po odstranéni SPIN filtru byla ve zkumavce vyizolovana DNA. Tato DNA byla posléze

méfena na pristroji Spektrometr (ND-1000, NanoDrop) a nafedéna na koncentraci 25 ng/ pl.
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5.2 Analyza mikrobioty metodou NGS

Cilem metody NGS byl odhad mikrobidlni diverzity v gastrointestindlnim traktu (GIT)

détskych pacientti s PEG. Z né€kolika existujicich platforem NGS, byla vybrana platforma Ion

Torrent™ neboli polovodi¢ové sekvenovani. Platforma lon Torrent™ sestava ze Sesti

zékladnich kroki, a to; izolace DNA, ptipravy amplikonti PCR, ptipravy knihovny, ptipravy

templatu, sekvenovani a analyzy dat.

Jak je jiz uvedeno vySe mym ukolem byla izolace DNA pod vedenim vedouci mé préce.

Dalsi kroky analyzy byly provedeny Ing. Nikol Modrac¢kovou, doc. Vérou Neuzil BuneSovou,
Ph.D. a Ing. Jakubem Mrazkem, Ph.D.

6 Vysledky

Celkem bylo k analyze pouzito 14 vzorkit DNA. Nicméné, pouze u 13 vzorkd byla analyza

NGS utspésna. U pacienta Cislo 8 se analyza nepodafila. Tudiz je dale hodnoceno pouze 13

pacienttl.

6.1 Vyhodnoceni vysledkii na arovni kmenového zastoupeni

Pti zprimérovani vysledkti kmenového zastoupeni v mikrobioté vSech 13 pacientl je ziejmé,

Kmen [%]
Actinobacteria 13,6
Bacteroidetes 16,2
Cyanobacteria 0,0
Firmicutes 63,7
Fusobacteria 0,0
Lentisphaerae 0,0
Planctomycetes 0,0
Proteobacteria 3,4
™7 0,0
Tenericutes 0,1
Verrucomicrobia 0,0
ostatni 2,9

Tabulka 4 - Priimérna mikrobiota
analyzovanych paientii s PEGem

ze kmen Firmicutes ma dominantni postaveni. Bakterie z tohoto
kmene maji vétsi jak polovicni zastoupeni (63,7%). Druhym
dominantnim kmenem je kmen Bacteroidetes, ktery uz vSak oproti
Firmicutes méa pouze 16,2% z celkového poctu. Poslednim

dominujicim kmenem jsou Actinobacteria s 13,6%.

Zbylé kmeny se vyskytuji v minoritnim zastoupeni, nebo vibec.
Z minoritnich kment byl detekovan kmen Proteobacteria — 3,4%
a Tenericutes — 0,1%. Kmeny Cyanobacteria, Fusobacteria,
Lentisphaerae, Planctomycetes, TM7- Saccharibaceria a

Verrucomicrobia nebyly ve vzorcich viibec detekovany.
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Tenericutes ostatni . .
Proteobacteria 2,9% Actinobacteria

3,4% 13,6%

Graf 1 — Priimérné zastoupeni bakterialnich kmenii analyzovanych pacientii s PEGem

6.2 Vyhodnoceni vysledki na urovni kmenového zastoupeni u jednotlivych

pacientii

Pokud se podivame na kmenové slozeni mikrobioty jednotlivych sledovanych jedinci,
zjistime, Ze se mezi nimi nachazi zna¢nd mikrobidlni variabilita. U vétSiny pacientl prevlada
kmen Firmicutes, ale mizeme najit i vyjimky (pacient ¢. 1 a 14). Oproti tomu u pacienti ¢. 3
a 12 jsou Firmicutes v dominantnim postaveni, kdy jejich mikrobiota obsahuje nad 90 %
bakterii tohoto kmenu. Podrobné informace jsou uvedeny v tabulce ¢. 5 a grafu ¢. 2. Pacienti

¢. 1, 2,5 7,9, 11 méli velké mnozstvi aktinobakterii, ostatni pacienti je méli takeé,

ale ve velmi nepatrném mnozstvi. Oproti tomu kmen Bacteroidetes u pacientt ¢. 2 a 12 nebyl
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vibec zjistén. Kmeny Cyanobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Planctomycetes,
Verrucomicrobia nebyly viibec detekovany.

Jednotlivy pacienti
Kmen P1[%] | P21%] | P31%l | Pa[%] | p51%] | Pei%l | P7i%l | Po[%] | Pio%] | p11i%] | p12[%] | P13[%] | P14[%]
Actinobacteria | 398 254 18 01 25,6 05 20,5 10,9 03 43,7 0,7 0,4 17
Bacteroidetes | 24,6 0,0 0,0 2,8 12,5 195 188 306 486 8,2 0,0 06 551
Cyanobacteria 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Firmicutes 74 03 977 751 592 752 5,1 385 458 404 921 532 407
Fusobacteria 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Lentisphaerae 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Planctomycetes | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria | 0,4 16 03 05 02 02 2,9 16,7 04 58 59 1,0 0,9
™7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tenericutes 03 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 21 0,0 0,0 03 0,0
Verrucomicrobia 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
ostatni 7,5 2,7 02 16 2,4 47 6,6 33 28 1,9 1,2 2,5 16

Tabulka 5- Kmenové zastoupeni v mikrobioté jednotlivych analyzovanych pacientii s PEGem

Kmenové zastoupeni bakterii u jednotlivych pacient(
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Graf 2 - Jednotlivy pacienti

Pokud budeme rozebirat jednotlivé pacienty, tak je kmenové zastoupeni variabilni. Podle
pomeéru a zastoupeni jednotlivych kment méli nejrozmanitéj$i mikrobiotu pacienti €. 1, 7, 9 a
11, u kterych se vyskytuje nejvice jednotlivych bakterialnich kmenii. Naopak pacienti €. 3 a

12 maji pievladajici mnozstvi kmenu Firmicutes a muzeme fici, ze jejich mikrobiota
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na arovni zastoupeni kmenti je zna¢né jednotnd. Pacienti ¢. 1, 10 a 13 jsou jedini, kde byl

detekovan kmen Tenericutes.

Co se tyc¢e pohlavi, tak u vSech pacienti byly detekovan bakteridlni kmen Firmicutes, pouze
S jinym procentem zastoupeni. Zastoupeni ostatnich kmenu se lisilo. Nutno ale poznamenat,
ze mnozstvi pacienti muzského pohlavi témét jednou tolik prevysSuje. Celkové bylo
analyzovano vice vzorkti chlapct, jednalo se o 9 vzork oproti 4 vzorkim divek. Tudiz nelze

variabilitu vztahovat k pohlavi pacienta.

V neposledni fadé je tfeba brat v potaz vékové rozlozeni pacientli, které ma také znacny vliv
na mikrobiotu, jak jiz bylo popsano vySe. Primérny vék skupiny byl 8,5 roku. Nejstarsim
pacientem je pacient ¢. 1, ktery byl ve véku 16 let a ma mikrobiotu nejrozmanitéjsi a ma
z celé skupiny nejmensi zastoupeni kmenu Firmicutes a prevladaji u né& kmeny
Actinobacteria a Bacteroidetes. Naopak nejmlads$i pacient ¢.3 ve véku 2 let je pfesnym
opakem. Kmen Firmicutes je u n¢j zastoupen téméf z 98% a ostatni kmeny byly detekovany
ve velmi malém mnozstvi nebo vibec. Zajimavym ukazem je pacientka ¢. 11, kde bylo
detekovano zdaleka nejvétsi mnozstvi aktinobakterii, a pacientka ¢. 14, kde vice jak polovina
bakterialniho obsahu patfila do kmenu Bacteroidetes. VEk obou pacientek je velmi nizky.
U pacienta ¢. 10 bylo detekovano nejvétsi mnozstvi kmenu Tenericutes, ktery byl detekovan

pouze u dvou dalSich pacientil a ve velmi malém mnozstvi.
6.3 Vyhodnoceni zastoupeni vybranych skupin bakterii s PEG

Na zaklad¢ vyse uvedenych informaci o bakteriich detekovanych u pacientd s PEG jsem
z NGS dat ziskala zastoupeni vybranych skupin bakterii. Jednalo se rody bakterii, nejcastéji
izolované u pacienti s PEG a bakterialni rody, které mohou pusobit infekce. Bylo tedy
analyzovano zastoupeni rodu Pseudomonas. Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus,
Klebsiela a Escherichia. Na druhou stranu bylo zhodnoceno zastoupeni prospésnych bakterit,
jako jsou rody Bifidobacterium, Lactobacillus, Eubacterium a Faecalibacterium. Zastoupeni

analyzovanych bakterii je uvedeno v tabulce €. 6.
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Zastoupenirodu| @ |PEG1|PEG2|PEG3|PEG4|PEG5|PEG6|PEG7|PEGY|PEG10|PEG11|PEG12|PEG13|PEG14

Streptococcus | 0,3% | 0.0% | 0.0% | 0.9% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.0% | 1.9% | 0.0% | 0.1% | 0.0% | 0.0% | 0.2%

Staphylococcus | 0,0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%

Enterococcus 0,5% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.0% {19.8%| 0.0% | 0.2% | 0.1% | 1.6% | 1.4% | 0.0% | 0.0%

Pseudomonas | 0,0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%

Klebsiella 0,0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.0% | 0.0%

Escherichia 0,0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%

Bifidobacterium |12,0%|39.2%|25.0%| 1.2% | 0.1% | 0.2% | 0.0% |18.5%|10.2%| 0.0% |43.4% | 0.0% | 0.1% | 0.2%

Lactobacillus 0,3% | 0.1% | 0.0% | 0.0% | 0.1% | 0.2% | 0.6% | 0.1% | 0.3% | 0.3% | 3.2% | 0.4% | 0.1% | 0.0%

Eubacterium 0,2% | 2.0% | 0.0% | 0.4% | 0.0% | 0.6% | 0.2% | 0.0% | 0.0% | 0.2% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.1%

Faecalibacterium | 2,8% | 0.2% | 0.1% |18.6%| 0.0% | 0.3% | 0.3% | 0.2% | 0.3% | 1.1% | 0.0% | 0.0% | 1.9% | 0.6%

Tabulka 6 - Zastoupeni vybranych bakteridlnich kmenii u jednotlivych pacientii
Rody jako je Staphylococcus, Pseudomonas a Escherichia se v pomoci analyzy NGS
nepodafilo detekovat. Nicméné¢ zde muze byt vliv metody ziskdvani vzorkl, pouzité
technologie NGS a typu analyzy dat. Vyskyt rodu Klebsiella byl téz skoro nulovy,
jen u pacientti ¢. 9 a 12 bylo detekovano 0,1 %. V pfipadé rodu Enterococcus byl pramérny
vyskyt 0,5 %, coz bylo zptisobeno zvySenym vyskytem u pacienta €. 6, jinak byl vyskyt nizky
nebo nulovy. Rod Streptococcus se vyskytl celkem u péti pacientt, takze u méné

nez poloviny.

Pomérné zajimavy byl vSak vyskyt prospé€$nych bakterii, jako jsou rody Bifidobacterium,
Lactobacillus, Eubacterium a Faecalibacterium. Bakterie rodu Bifidobacterium byly
detekovany ve vysokych hodnotach u péti pacientd (1, 2, 7, 9 a 11). Nejvice u pacienta ¢. 11
V hodnot¢ zastoupeni detekovaného rodu 43,4 %. Také rod Faecalibacterium byl u jednoho
pacienta detekovan v hodnoté 18,6 % a nicméné druha nejvyssi hodnota byla 1,9 %. Ostatni
hodnoty byly velmi nizké a u né€kterych pacientd nulové. V piipadé rodu Eubacterium se

hodnoty u nékterych pacienti pohybovaly v desetinach procent, podobné to bylo s rodem
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Lactobacillus, jen u pacienta ¢. 11 byla detekovana hodnota nejvyssi 3,2 %. Podrobné

informace jsou v tabulce ¢. 6.
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7 Diskuze

Stfevni mikrobiota je ¢asto posledni dobou zmiflovana jako ,,zapomenuty organ® a jeji funkci
Vv lidském organismu se prikladd ¢im dal vétsi vyznam. Na jejim slozeni maji vyznam jak
vnéjsi, tak vnitini faktory, méni se a moduluje v pribéhu Zivota. Pii nevyvazeném pomeéru
bakterialniho obsahu mohou vznikat rizné dysbiozy, jejichz pfi¢ina vzniku neni zcela
obeznamena (Spicak, 2017). Dysbiézy zptsobuji riizné dysfunkce organismu, nejéast&ji stiev.
Mezi tyto dysfunkce fadime napiiklad Crohnovu chorobu nebo ulcer6zni kolitidu. Pfi téchto
onemocnénich pacienti ¢asto nejsou schopni jist a hrozi jim rtuzné kontraindikace, proto je
vhodné dodavat Ziviny do organismu pomoci piti bilancovanych roztokt ptipadné zavedeni
sondy. Pti dlouhodobé indikaci enterdlni vyzivy, kdy je vhodné pacienta vyzivovat pomoci
sondy se vyuziva lékaiska metoda zvané perkutanni endoskopicka gastrostomie. Pii této
metod¢ je zavedena sonda do Zaludku ptes bfisni sténu a zajiStuje dostatecny piijem zivin
(Kohout et al., 2010-2016). A¢ je tato metoda malo invazivni a jeji vysledky se setkavaji
s tispéchem, presto néktefi pacienti Casto maji pfevazné patogenni mikrobiotu (De Vries et al.,
2015). Proto tématem mé bakalaiské prace byla mikrobiota pacientti s PEG, kde jsme pomoci
dostupnych publikaci porovnavali vyslednou mikrobiotu snasi analyzovanou skupinou
pacientli z FN Motol. Pacientim v Motole byla dlouhodobé indikovana enterdlni vyziva a

predpokladali jsme, ze bude mit vliv na jejich bakterialni slozeni.

Vysledky né€kterych studii dokazuji, ze mikrobiota pacienti s PEGem na kmenové urovni je
podobna jako u zdravého jedince. Pievazné dominuji zastupci kmene Firmicutes, avsak
s rozdilnymi vysledky se setkavame u bakterii kmene Proteobacteria, ktery je u pacienti
s PEG obsazen ve vét§Sim mnozZstvi. Déle také pacienti s PEGem maji vyraznéjsi podil kmene
Ascomycota (Rolston et al.,2011; De Vries et al.,2015). Tento kmen nebyl v nasi studii
detekovan pravdépodobné typem pouzitého kitu na izolaci DNA. AvSak o tom, jak pfesnou
podobu méa mikrobiota pacienti s PEG mizeme pouze odhadovat, protoze existuje velmi
malo studii, které se touto problematikou zabyvaji. Co se tyce jiz zminénych studii, byly
pouzity kultivaén€ zavislé metody oproti nasemu sekvenovani nové generace, které je

kultivaéné nezavislé.

Pokud budeme porovnavat primérnou nami detekovanou mikrobiotu, dominuje kmen
Firmicutes (63,8 %) a poté kmen Bacteroidetes (16,2 %), coz odpovida béznému zastoupeni

bez PEG (Fri¢, 2011). Také kmeny Proteobacteria a Actinobacteria se vyskytovaly

26



Vv podobném mnozstvi jako u zdravych jedincl. AvSak co se jednotlivel tyce, zastoupeni

téchto tii kmeni, tak se na urovni jedince velmi lisilo.

Kromé toho byl detekovan zajimavy kmen Tenericutes, pod ktery spada tfidu Mollicutes.
Tato tfida je charakterizovana nedostatkem bakteridlni bunécné stény, velmi malym genomem
a obsahem Siroké Skaly rostlinnych i zivociSnych patogent. Proto by mohla byt idedlnim
genetickym modelovym organismem, ktery by slouzil pro porozuméni urcitych genovych
funkci (Browning et Citti, 2014). Pokud se ponoifime hloubé&ji a zaméfime se na rodové
zastoupeni bakterii, zjistime, ze u naSich pacienti bylo detekovano pomérné velké mnozstvi
fady prospéSnych bakterii, zejména bifidobakterii. Bifidobakterie patii mezi prvni
mikroorganismy, které kolonizuji gastrointestindlni trakt a pfifazuje se jim pozitivni vliv
na zdravi c¢lovéka (O'Callaghan et Van Sinderen, 2016). Tento rod spadd pod kmen
Actinobacteria, jsou soucasti komenzalni mikrobioty, chrani proti patogenim, zlepSuji stievni
syntetizuji vitaminy rozpustné v tucich, travi rostlinné oligosacharidy a polysacharidy a
vV neposledni fad€ potlacuji produkci potencidlné toxickych a karcinogennich metabolitl
(Floch et al., 2017). Otazkou zustava, zda-li se vyskytuji pfirozeng, nebo doslo k intervenci
probiotik. Avsak v nasich vysledcich bifidobakterie nékolika ndsobné pievysuji nad rodem
Lactobacillus. Rod Lactobacillus je rozmanita skupina bakterii, ktera zahrnuje mnoho druhti
vyuzivanych pii vyrob€ a uchovani potravin. V disledku jejich fermentativni ¢innosti dochéazi
ke zvySeni konzistence, okyseleni, zlepSeni chuti, struktury a vyZzivy dané potraviny. Nékteré
z nich se povaZzuji za probiotické, a tudiz v pfiméfeném mnoZstvi maji pozitivni vliv na zdravi
svého hostitele (Claesson et al., 2007). VétSina probiotickych preparati obsahuje pravé
kombinaci bifidobakterii a laktobacili. Takze pokud pacienti skute¢né dostavali probiotika,
tak bifidobakterie mohly lépe piezivat a kolonizovat travici trakt danych pacienti. Rody
Eubacterium a Faecalibacterium se sice vysktuji, ale v mnohem mens$im mnozstvi. Rod
Eubacterium zahrnuje Siroké spektrum fenotypu. VSechny druhy spadaji do kmene
Firmicutes. Eubakterie jsou striktné anaerobni a jejich kultivace je velmi obtizna, nékteré
kmeny mohou rust pouze ve specialnim médiu (Zhou et Li, 2015). Velmi zajimavy byl vyskyt
druhu Faecalibacterium u pacienta ¢. 3 v hodnoté 18,6 %. Jediny znamy druh tohoto rodu je
Faecalibacterium prausnitzii. Tato komenzalni bakterie vysoce funkéné dulezita a jeji
pfitomnost v travicim traktu naznacuje piitomnost zdravé mikrobioty. Ukézalo se, ze zmény
Vv mnozstvi obsahu této bakterie ve stfevech jsou spojeny s dysbiézami u nékterych lidskych

poruch (Miquel et al., 2013).
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Rody jako je Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Klebsilla a Escherichia, které se
u pacientti s PEG fadi mezi nejcastéji izolované (De Vries et al., 2015) byly detekovany

ve velmi malych mnozstvich nebo pouzitou metodikou detekovany nebyly.
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8 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo porovnat mikrobiotu détskych pacientli s perkutanni
endoskopickou gastrostomii, kterym byla indikovana enterdlni vyziva oproti pacientim
stravujicich se béznym zplisobem. Predpokladali jsme, ze enterdlni vyziva bude mit vliv
na kvalitativni i kvantitativni slozeni mikrobioty jedince. Zjistili jsme, Ze mikrobiota téchto
pacienti po indikaci je podobna mikrobiot¢ zdravého jedince, co se tyce zakladniho
kmenového slozeni. Bylo detekovano zna¢né mmnozstvi zajimavych vysledkli na tdrovni
jednotlived. Jako napiiklad kmen Tenericutes, ktery ma potencial pro genetické vyuziti, nebo
rod Faecalibacterium, ktery je znakem komenzalni mikrobioty. Do budoucna by bylo velmi
pfinosné tyto bakterie stanovit kultivaéné. Zajimava byla taktéz detekce bifidobakterii,
které pacienti méli ve velkém mnozstvi, otdzkou vSak zlstava, zda-li to nebylo diky
probiotické intervenci. Pro budouci studii by bylo velmi pfinosné mit vétsi pocet pacientii a

taktéz veétsi mnozstvi vzorkl od kazdého pacienta.
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