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Celosvetovy vyskyt pandémie SARS-CoV-2 urychlil vyskum vo viacerych oblastiach vedy, ktorého cenné vystupy
a zistenia pom6zu v budicnosti riesit zdravotné vyzvy v pripade vyskytu novych virusov. Spravili sme metatran-
skriptomovu analyzu z nazofaryngalnych vyterov pacientov s roznou zavaznostou ochorenia COVID-19 a nega-
tivneho kontrolného suboru na porovnanie rozdielov v bakteridlnom spektre a pritomnosti virusov sekvenova-
nim RNA nezavislého od kultivacie. Pozorovali sme vyrazné zvysSenie diverzity mikrobialnych druhov u pacientov
s COVID-19 bez ohladu na zavaznost ochorenia. Bakterialny kmen Actinobacteria je vyrazne viac zastipeny
u zdravych ludi ako u infikovanych, zatial ¢o kmen Bacteroides je zastupeny vyrazne menej. Infikovani ludia
bez ohladu na zavaznost a priznaky maju v rovhakom pomere zastipené kmene Firmicutes, Proteobacteria, Ac-
tinobacteria, Bacteroidetes a Fusobacteriales. Okrem SARS-CoV-2 a poc¢etnych skupin fagov sme v niekolkych
vzorkach identifikovali sekvencie klinicky vyznamnych virusov, ako je Human Herpes Virus 1, Human Mastade-
novirus D, Molluscum Contagiosum Virus a Rhinovirus A. Analyzy boli realizované retrospektivne, preto su v pri-
pade SARS-CoV-2 zastipené rozne varianty (WHO klasifikacia) ako je alpha (B.1.1.7), delta (B.1.617.2), omicron
(B.1.1.529) a 20C.
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Microbial biodiversity from nasopharyngeal swabs based on metatranscriptome analysis: a pilot study

The global emergence of the SARS-CoV-2 pandemic has accelerated research in several areas of science, the
valuable outputs and findings of which will help to address future health challenges in the case of emerging
viruses. We performed metatranscriptome analysis of nasopharyngeal swabs from patients with varying severity
of COVID-19 disease and a negative control cohort to compare differences in the bacterial spectrum and viral
presence via culture-independent RNA sequencing. We observed a significant increase in microbial species
diversity in COVID-19 patients regardless of disease severity. Some bacterial phyla, such as Actinobacteria, are
significantly more abundant in healthy subjects than in infected subjects, whereas the Bacteroides phyla are less
abundant. Infected people, regardless of severity and symptoms, have Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, and Fusobacteriales represented in equal proportions. In addition to SARS-CoV-2 and numerous
phage groups, we identified sequences of clinically significant viruses such as Human Herpes Virus 1, Human
Mastadenovirus D, Molluscum Contagiosum Virus, and Rhinovirus A in several samples. The analyses were
performed retrospectively; therefore, different variants (WHO classification) are represented in SARS-CoV-2, such
as Alpha (B.1.1.7), Delta (B.1.617.2), Omicron (B.1.1.529) and 20CKey words: metatranscriptome, microbiome,
SARS-CoV-2, virome.
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Uvod

Denne do seba vdychneme asi milion mikrobialnych
Castic. Horné dychacie cesty su hlavnou vstupnou branou
pre velké mnozstvo virusov, a to nielen respiracnych. Slizni-
canosovej dutiny je zaroven kolonizovana Sirokym spektrom
mikroorganizmov, ktorych Specificky vyznam nie je dobre
objasneny. Pod vplyvom neddvnej pandémie COVID-19 sa
do popredia dostal zaujem o to, ako virusova infekcia ovplyv-
nuje celkovy mikrobiém dychacich ciest. V sucasnosti sa
intenzivne Studuje mikrobialna diverzita v kontexte zdvaz-

nosti ochorenia COVID-19, zial, ¢asto s kontroverznymi vy-
sledkami(-9,

Spomedzi baktérii prevladaju vo vacsine skimanych ana-
tomickych oblasti vratane hornych dychacich ciest (HDC)
kmene Bacteroidetes a Firmicutes, ktoré su najviac skiima-
nymi zlozkami fudského mikrobiomu®.

Mikrobiém nosovej dutiny zdravého Cloveka je zlozeny
predovsetkym z kmenov Actinobacteria, Bacteroidetes, Fir-
micutes a Proteobacteria s prevahou zdstupcov rodov Bifido-
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Tabulka 1. A. Studovana kohorta, charakteristika vek a pohlavie; B. Ct (len taZki, mierni, asymptomaticki pacienti)

A pocet M z vek (median) SD M SD z SD
negatine kontroly 72 26 46 37 (25-75) 10,59 42 (25-58) 9,05 35 (25-75) 11,45
tazki 30 16 14 68 (32-90) 13 69.5(3290) | 136 64 (41-77) 11,7
mierni 25 13 12 37 (17-57) 11,83 38 (17-57) 12,77 32.5(19-57) 10,54
asymptomaticki 24 14 10 42 (20-49) 7,86 39 (21-49) 9,35 43 (36-48) 3,72

151 69 82 39,5 40,5 39

45,70 % 54,30 %

B Ct hodnoty E gén (median) SD
tazki 28.06 (13.9-37.3) 7,34
mierni 24.89 (15-38.77) 3,32 M - muzi, Z - Zeny, SD - §tandardné odchylka (standard
asymptomaticki 28.56 (19.24-33.59) 472 deviation), Ct - threshold cyklus v RT-PCR

bacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus,
Dolosigranulum a Moraxella>®).

0 nie¢o menej znamym faktom je, Ze ludia su tiez kolonizo-
vani pozoruhodnym mnozstvom DNA a RNA virusov, ktoré moz-
no oznacit ako virom. Mnohé z nich st schopné spésobovat
akutnu, perzistentnu alebo latentnu infekciu hostitela. Ludsky
virom pozostava hlavne z bakteriofagov (fagov), ktoré infikuju
baktérie, archealnych virusov, eukaryotickych virusov, ktoré in-
fikuju ludské bunky, a virusov prechodne sa vyskytujicich v po-
travinach®. Spomedzi identifikovanych virusovych genémov
sa v hornych dychacich cestach najviac vyskytuju pikornaviru-
sy, anellovirusy a bakteriofagy z celade Siphoviridae®.

Vo vSeobecnosti existuju na identifikaciu mikroorganiz-
mov dva hlavné sekvencné pristupy: amplikonové sekveno-
vanie 16S rRNA a metagenomické shotgun sekvenovanie.
Prvé z nich je atraktivne niz8§imi nakladmi, uprednostiuje sa
v prostredi s nizSou mikrobidlnou diverzitou, a identifikuje
najméa dominantné mikroorganizmy(%. Druha metoda sa vy-
znacuje robustnejsim rozliSenim a pokryva metagendémovu
komunitu vratane l'udského gendmu, virusov a hub, ktord nie
je mozné zachytit amplikonovym sekvenovanim(. V nasej
studii sme nahradili analyzu metagenému metatranskripto-
mom, aby sme pokryli RNA virusy, medzi ktoré patri aj SARS-
CoV-2. Nesekvenovali sme celkovi RNA, ale v pociato¢nych
krokoch pripravy kniznice sme odstranili dominantnd ludsku
18S rRNA, aby sme zvysili relativne mnozstvo rezidudlnej
ludskej a mikrobidlnej, resp. virusovej RNA. Vo vSeobecnosti
sa odhaduje, Ze 18S rRNA tvori priblizne 80 — 90 % celkovej
RNA v typickej bunke cicavcov(?.

Material a metédy

Pacienti a vzorky

Studia sa uskutognila so stihlasom Etickej komisie Brati-
slavského samospravneho kraja pod identifikatnym cislom
03228/2021/HF zo dna 12. januara 2021. VSetci pacienti
podpisali informovany suhlas a dostali dotazniky s relevant-
nymi otdzkami tykajicimi sa ich anamnézy a zdravotného
stavu vo vztahu ku COVID-19. VSetkych 151 pacientov bolo
zo Slovenska a boli rozdeleni do Styroch skupin: asymptoma-
ticki (n = 24), pacienti s miernym/so stredne tazkym (n = 25),
s tazkym/so zavaznym COVID-19 (n = 30) a negativna kon-
trolna skupina (n =72). Skupina pacientov so zavaznou for-
mou COVID-19 pochadzala z dvoch univerzitnych nemocnic
v Bratislave: Ruzinov a Kramaére (Slovensko). Charakteristika

kohorty ohladom veku a pohlavia t¢astnikov Studie je zhrnu-
ta v tabulke 1A. Vytery z nosohltana boli odoberané od mar-
ca 2021 do oktobra 2022 do transportného média viRNAtrap
(GeneSpector, Ceska republika) a do spracovania boli ucho-
vavané pri teplote 4 °C v chladnicke.

Izolacia RNA, RT-PCR a priprava knizZnice

RNA bola izolovana retrospektivne zo zberného média
(z nosohltanového vyteru) pomocou stpravy Sera-XtractaTM
virus/Pathogen Kit (Cytiva, UK) na stolnom automatizovanom
zariadeni KingFisher Flex (ThermoFisher Scientific, UK). Mnoz-
stvo RNA sa meralo fluorometricky pomocou QubitTM RNA
High sensitivity (Invitrogen, USA). Izolaty RNA sa az do spraco-
vania skladovali pri teplote —80 °C. Genomické kniznice sa pri-
pravili pomocou supravy Kapa HyperPrep s RiboErase Kit (Ro-
che, USA) s depléciou eukaryotickej RNA pre 18S rRNA podla
odporucani vyrobcu. Sucastou pripravy kniznice je reverzny
prepis RNA do cDNA v dvoch krokoch: 1. syntéza prvého vldk-
na cDNA pomocou nahodnych primeroy, 2. syntéza komple-
mentarneho vlakna na ds cDNA pomocou dUDP. Na indexova-
nie vzoriek sa pouzili dualne adaptéry TruSeq CD spoloc¢nosti
lllumina. Vysledné kniznice sa kvantifikovali fluorometrickou
analyzou pomocou supravy QubitTM dsDNA HS Assay (Invit-
rogen, USA) a fragmentovou analyzou pomocou stpravy Cini-
diel High Sensitivity DNA (Agilent Technologies, Litva).

VSetky RNA sa podrobili RT-PCR na potvrdenie alebo vylu-
Cenie pozitivity SARS-CoV-2 pomocou suipravy COVID-19 Re-
al-Time Multiplex RT-PCR Kit (Labsystems Diagnostics, Fin-
sko) a platformy ABI QuantStudio 6 Real-Time PCR System
RT-gPCR (ThermoFisher, USA) s pouzitim originalnych proto-
kolov vyrobcu. Na vyhodnotenie vzorky ako pozitivnej sa vy-
zadovala hodnota Ct < 40.

Sekvenovanie a bioinformaticka analyza

Parové sekvenovanie — 2x 75 a 2x 100) sa realizovalo
na platformach NextSeq500/550 a NextSeq2000 (lllumi-
na, USA). Vysledné ¢itania sa mapovali na ludsku referen-
ciu hg38 (GRCh38) pomocou algoritmu BWA-MEM(3), Nena-
mapované citania dlhsie ako 50 bp boli dalej analyzované
s cielom identifikacie mikrobiému. Na identifikaciu a kvanti-
fikaciu bakteriadlnych druhov sme pouZzili Kraken 2 v2.1.204.

Na skladanie virusu SARS-CoV-2 sme pouzili nastroj de
novo assembly coronaspades.py zo Spades v3.15.5(9, Prira-
d'ovanie linii SARS-CoV-2 sa uskutocnilo podla Maier a Ba-
tut, 202309,
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Obrazok 1. Kolacové grafy relativnej pocetnosti baktérii vo vsetkych 4 skupindch A. Zastdpenie hlavnych bakteridlnych taxénov naprie¢

vSetkymi 4 skupinami B.
A.

B Asymtomaticki

B. Asymtomaticki

H Firmicutes M Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Mierni

B Firmicutes B Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Statistickd analyza

Pocty Citani sa normalizovali delenim celkovym poctom
Citani v danej analyze a ndsledne sa vynasobili priemernym
poctom Citani. Rozdiel v pocte zistenych bakteridlnych tran-
skriptov medzi skupinami sa Statisticky analyzoval pomo-
cou nastroja LefSE (Galaxy verzia 1.0)). Na porovnanie
distribucie bakteridlnych rodov a druhov medzi jednotlivy-
mi skupinami sme pouzili Statisticky ndstroj PERMANOVA.
Mannov-Whitneyho U test (Wilcoxonov test) sa pouzil na po-
rovnanie poctov Citani zhodujucich sa so sekvenciami z da-
tabdzy Kraken2 medzi jednotlivymi dvojicami skupin. Tento
test sa pouzil aj na porovnanie hodnét Ct medzi kazdou dvo-
jicou pozitivhych skupin.

Vysledky

Prokaryoticky mikrobiom

Metatranskriptomovym sekvenovanim sme analyzovali
151 vzoriek rozdelenych do 4 hlavnych skupin: asymptoma-
ticki (24, A), mierni (25, M), tazki (30, T) a kontrolna skupina

B Negativne kontroly ~ ® Mierni

—<

azki

Tazki

M Firmicutes MW Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

Negativne kontroly

M Firmicutes MW Proteobacteria M Actinobacteria

Bacteroidetes M Fusobacteriales

(72, NK). Priemerny pocet ¢itani na vzorku bol 45,3 M (27,7
- 133 M). Podiel mikrobiému, distriblcia a zasttupenie bak-
teridlnych taxénov boli vo vSetkych 4 skupinach odlisné. Re-
lativna pocéetnost baktérii podla mapovanych sekvenénych
Citani bola vyrazne vys$sSia u asymptomatickych a miernych
pacientov, zatial ¢o v tazkych a negativnych skupinéch bola
len 1,1 %, resp. 0,1 % (obrazok 1A). Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria a Fusobacteriales boli najpo-
CetnejSie kmene medzi COVID pozitivhymi vzorkami. Nao-
pak, v kontrolnej skupine boli najpocetnejSou skupinou Acti-
nobacteria, Proteobacteria a Firmicutes, zatial' Co Bacteroides
a Fusobacteriales mali len zanedbatelny podiel (obrazok 1B).
V tejto suvislosti je dblezité spomendt, Ze u znacnej Casti pa-
cientov so zavaznym COVID-19 z nemochnic uz bola podava-
nd antibioticka liecba (ATB), ¢o malo za nasledok znizenie
celkového mnozstva baktérii, ale pomer jednotlivych bakte-
ridlnych taxénov sa napriek tomu zachoval.

Identifikovali sme celkovo 944 druhov, 531 rodov, 218 Ce-
I'adi, 110 radov, 28 tried a 25 kmenov. Najvyssi pocet dru-
hov bol v skupine s tazkym (725), asymptomatickym (692)
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Obrézok 2. Stipcové grafy znazorriujiice relativnu poéetnost vo vsetkych 4 skupindch A. bakteridlnych rodov B. bakterialnych druhov

A.
Streptococcus Veillonella 100%
Stenotrophomonas i Prevotella
B Mycobacterium B Pseudomonas 90% -
M Corynebacterium o Gemella
M Staphylococcus M Cutibacterium
= Halomonas i Pasteurella 80% 4
Moraxella Haemophilus
Clostridium  Paracoccus 70% -
B Schaalia H Klebsiella
M Porphyromonas W Campylobacter .
B Fusobacterium B Actinomyces 60% - _
Neisseria Megasphaera —
Lactobacillus Rothia 50% - —
Granulicatella W Candidatus Nanosynbacter
B Micrococcus M Brevundimonas
u Acinetobacter o Leptotrichia 40% -
M Pseudoprevotella M Selenomonas
W Porphyrobacter u Lancefieldella 30% |
Bacteroides Sphingomonas
[ Phocaeicola B Hathewaya
M Burkholderia M Bacillus 20% A
B Anaerococcus H Bulleidia
® Hymenobacter M Lawsonella 10% |
u Nocardioides H Brevibacterium
Liberibacter W Bradyrhizobium
M Spirosoma M Other 0% -
Control
B.
100%

Stenotrophomonas maltophilia
Prevotella melaninogenica

M Gemella haemolysans

m Halomonas sp. JS92-SW72

M Porphyromonas sp. oral taxon 275

i Pasteurella multocida
Granulicatella adiacens
Moraxella osloensis

M Lancefieldella parvula

M Haemophilus parainfluenzae

M Rothia mucilaginosa
Streptococcus parasanguinis
Campylobacter concisus
Streptococcus sp. LPB0220

M Actinomyces pacaensis

i Prevotella sp. oral taxon 299

m Bulleidia sp. zg-1006

[ Streptococcus pneumoniae

Neisseria mucosa Prevotella nigrescens 30% 1
m Streptococcus oralis m Veillonella rodentium
M Lachnoanaerobaculum umeaense M Schaalia meyeri 20% -
M Porphyromonas endodontalis M Leptotrichia sp. oral taxon 212
® Fusobacterium nucleatum o Veillonella nakazawae
W Streptococcus salivarius M Staphylococcus aureus 10% 1
Streptococcus sp. oral taxon 431 W Prevotella herbatica
m Veillonella sp. $12025-13 m Other 0%

Veillonella atypica

i Cutibacterium acnes

B Mycobacterium canettii

m Schaalia odontolytica

o Veillonella parvula

1 Pseudoprevotella muciniphila
Megasphaera stantonii

m Prevotella jejuni

W Streptococcus mitis

M Klebsiella pneumoniae

M Porphyrobacter sp. GA68
Prevotella intermedia
Prevotella oris

i Prevotella histicola

M Gemella sanguinis

M Prevotella sp. oral taxon 475

m Veillonella dispar

i Clostridium tetani

90% -

80% -

70% -

60% -

50% -

40% -

FI\I | I

Asymtomatic Mild Severe

Control

a miernym (574) ochorenim COVID-19 a viac ako desatna-
sobne niz§im po&tom v skupine negativnych kontrol (58). Da-
lej sme profilovali mikrobialne zloZenie na Urovni rodov a dru-
hov v zdravych kontroldch a réznych skupinach COVID-19.
Najpocetnejsimi rodmi vo vzorkdch nazofaryngalnych vyte-
rov v miernej a asymptomatickej skupine je Streptococcus,
Prevotella a Veillonella, (obrazok 2A). V skupine s tazkym CO-
VID-19 (TP) dominuji rody Stenotrophomonas, Staphylococ-
cus a Corynebacterium. V COVID negativnej skupine je opat
prekvapivo najpocetnejsi rod Stenotrophomonas, d'alej Myco-
bacterium a Pseudomonas. Na urovni druhov boli pri tazkych
najviac zastupené druhy Stenotrophomonas maltophilia, Cu-
tibacterium acnes a Halomonas sp. JS92-SW72. Veillonella
atypica a Prevotella melaninogenica boli najviac zastipené
pri miernych a asymptomatickych a celkové zastipenie os-

Asymtomatic Mild Severe

tatnych druhov rodu Prevotella (P. jejuni, P. histicola, P. inter-
media, P. oris) a Streptococcus (S. parasanguinis, S. mitis, S.
sp. LPB0220) bolo u oboch velmi podobné (obrazok 2B).
V kontrolnej skupine zdravych, ako aj v skupine s tazkym
priebehom boli najviac zastlipené Stenotrophomonas malto-
philia, Halomonas sp. JS92-SW72 a Mycobacterium canettii.
Z klinicky relevantnych oportinnych bakterialnych druhov
boli vo vSetkych Styroch skupindch pritomné napr. baktérie
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococ-
cus pneumoniae a Haemophilus parainfluenzae, hoci v Ziad-
nej zo skupin vyrazne nedominovali a rozdiely medzi skupina-
mi neboli Statisticky vyznamné; ich vyskyt bol skor podobny
v dvojiciach tazki a negativni verzus mierni a asymptomatic-
ki. Mimoriadne zaujimava bola pritomnost bakterialnych dru-
hov vo v§etkych skupinach, ktoré nie su Gplne typické pre mik-
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robiém hornych dychacich ciest ¢loveka. Moraxella osloensis
sa z klinickych vzoriek izoluju len velmi zriedkavo a Pasteu-
rella multocida je suc¢astou normalnej fléry nosohltana mno-
hych divych a domdcich zvierat vratane maciek a psov.

Analyza viromu

Zo 79 RT-PCR pozitivnych vzoriek bolo metatranskripto-
movym sekvenovanim zostavenych 41 kompletnych a 19
Ciastocne kompletnych genémov SARS-CoV-2, o predsta-
vuje 62 % (51/79) zo vsetkych. Okrem toho sme neidentifi-
kovali sekvencie SARS-CoV-2 v Ziadnej zo vzoriek kontrolnej
skupiny (SARS-CoV-2 RT-PCR negativny). V asymptoma-
tickej, miernej a tazkej skupine sme identifikovali varianty
SARS-CoV-2: alpha (B.1.1.7) — 20I, delta (AY.4; AY.43; AY.43.9;
AY.122; AY.9.2;) — 211 a 21 J, omicron (BA.1.1; BA.2.9; BA.2;
BA.2.67;BA.5) — 21L a 22 B av jednej vzorke variant 20C. Va-
rianty alpha a delta prevladali v skupine s tazkym ochorenim,
avs$ak v 30 % analyz sa nepodarilo zostavit geném z dévodu
nedostatocného poctu ¢itani mapovanych na referen¢ny ge-
ném SARS-CoV-2. V skupine s miernym priebehom domino-
val variant alpha, zatial' o v asymptomatickej skupine SARS-
CoV varianty omicron a delta.

Okrem SARS-CoV-2 sme identifikovali sekvencie dalSich
ludskych RNA virusov, napr. z ¢elade Picornaviridae (Rhino-
virus A). Podla o¢akavania to boli hlavne DNA fagy z Cela-
di Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae. V niekolkych
jednotlivych vzorkach sme identifikovali sekvencie ludského
herpesvirusu 1, HSV-1 (Alphaherpesviridae), ludského masta-
denovirusu D (Adenoviridae) a virusu Molluscum Contagio-
sum (Poxviridae).

Z hladiska distribucie veku boli rozdiely najma medzi pa-
cientmi s tazkym COVID-19 z nemocnice (median 68 rokov)
a ostatnymi skupinami (M-37, A-42, N-37) (tabulka 1).

Diskusia

V nasej studii sme porovndvali mikrobidm vratane viré-
mu nosohltana medzi Styrmi skupinami na zdklade zavaz-
nosti virusového ochorenia dychacich ciest a pozitivity na
SARS-CoV-2: negativna (bez priznakov ochorenia, RT-PCR ne-
gativny), mierna (nevyrazné priznaky, nevyZzadujuce hospita-
lizaciu), asymptomatickd (bez priznakov ochorenia, RT-PCR
pozitivny) a skupina tazko chorych pacientov s COVID-19
(dychacie tazkosti, pneumodnia, hospitalizovani) pomocou
metatranskriptémového sekvenovania. V texte na zjednodu-
Senie pouzivame pocetnost baktérii alebo virusov, hoci v sku-
tocnosti stale hovorime o transkriptoch, ktoré vSak vyjadru-
ju zastupenie aktivnej ¢asti mikrobiému. Relativna pocetnost
baktérii je vyrazne vys$Sia v miernej a asymptomatickej sku-
pine, zatial ¢o v tazkej a negativnej kontrole je pritomna len
mala Cast (obrazok 1A). Nizka pocetnost baktérii u tazkych
pacientov je l'ahko vysvetlitelna uzivanim antibiotik. Pouziva-
nie antibiotik bez jasnej indikacie bakteridlnej superinfekcie
je kontroverzné, zda sa vsak, Ze v niektorych zdravotnickych
centrach bolo beznou praxou bez ohladu na rizika vzniku re-
zistencie. Podl'a zdvaznosti ochorenia su Firmicutes najcas-
tejsie u asymptomatickych, miernych a tazkych pacientoyv,
zatial ¢o u zdravych kontrol su vyrazne menej pocetné a pro-
porcne zastupené. U tazkych pacientov sme pozorovali vy-
razny pokles pocetnosti, nie vSak diverzity bakterialnych ta-
xénov a ich zastuipenia.

Rozdelenie na dve skupiny COVID pozitivhych miernych
a asymptomatickych bolo motivované cielom zistit, Ci exis-
tuje nejaky rozdiel medzi mikrobiomom ludi s priznakmi
respiracnych ochoreni, ako je nadcha, horicka, kasel, a u-
di, ktori st sice infikovani (RT-PCR pozitivni), ale nevyka-
zuju ziadne priznaky. Nase vysledky naznacuju, ze pocet-
nost baktérii aj pomerné zastipenie jednotlivych taxénov
sU v oboch skupinach vel'mi podobné. Hoci sa mediano-
vé hodnoty Ct v miernej (24,89) a asymptomatickej skupi-
ne (28,56) zdali dost odli§né, neboli Statisticky vyznamné
(Wilcoxonov test, p = 0,017) (tabulka 1B). Velkost oboch
skupin (25 vs 24) a vekové rozlozenie (37 vs 42) boli inak
podobné (tabulka 1A). Na urovni rodov a druhov sme neza-
znamenali Ziadne vyznamné rozdiely, ¢o potvrdila aj Statis-
ticka analyza (PERMANOVA; p = 0,053 a 0,024, vypocitana
hrani¢na hodnota p bola 0,0023). Najviac zastipenymi rod-
mi v oboch skupindach boli Streptococcus, Veillonella (oba
kmen Firmicutes) a Prevotella (kmen Bacteroidetes), pricom
najpocetnejsimi druhmi boli Veillonella atypica a Prevotella
melaninogenica (bakterialne druhy a rody, obrazky 2A,B).
Toto pozorovanie je v sulade so zisteniami inych stadii mik-
robiomu hornych dychacich ciest('®-29. P melaninogenica je
gramnegativny obligatne anaerdbny kokobacil, ktory méze
pbsobit ako oportinny patogén, pricom existuju protichod-
né hypotézy o jeho vplyve na dychacie cesty. Napriklad sa
zistilo, ze P melaninogenica je ,prospesnym” ¢lenom mikro-
biému dychacich ciest, pretoze zvySuje ochranu pred bak-
teridlnou pneumoniou spdsobenou najma Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae). Dalej bola P melaninogeni-
ca zaradena medzi najvyraznejSie odliSujuce bakteridlne
druhy u pacientov s pneuméniou spésobenou S. pneumo-
niae (s mensim mnozstvom P. melaninogenica) a zdravymi
kontrolami (s vd¢$im mnozZstvom P. melaninogenica)®V. Za-
ujimavé je, ze zdvazna skupina so ziskanou pneuméniou ne-
zndmeho bakteridlneho pévodu v nasom subore mala vy-
znamne menej P melaninogenica (obrazok 2B).

Analyzovali sme 72 negativnych zdravych kontrol, vSetky
boli dodato¢ne overené/testované pomocou RT-PCR (gény E,
ORF1ab, N) a vyhodnotené ako negativne. Relativna pocet-
nost baktérii na zaklade po¢tu namapovanych ¢itani a tran-
skriptov predstavovala u nich najnizsi podiel (0,1 %) zo vset-
kych skupin (asymptomaticka 68,8 %; mierna 30 % a tazka
1,1 %) (obrazok 1A). Nie je to az také prekvapujuce, kedZe
kazda virusova infekcia vratane infekcie SARS-CoV-2 zvy-
Suje pravdepodobnost sekundarnej bakterialnej superinfek-
cie. U zdravych dospelych ludi su v nosovej dutine zvycaj-
ne baktérie bezne pritomné na kozi, prevazne zastupcovia
rodu Actinobacterium (napr. Corynebacterium spp., Propioni-
bacterium spp.), dalej Firmicutes (napr. Staphylococcus spp.)
a Proteobacteria®. V negativnych kontrolach sme identifiko-
vali 58 druhov z viac ako 900 druhov, ¢o zodpoveda na urov-
ni mikrobialnej diverzity len priblizne 6 %.

Zastupenie roznych variantov SARS-CoV-2 z nazofaryn-
galnych vyterov u asymptomatickych, miernych a tazkych
pacientov korelovalo s obdobim vyskytu jednotlivych kme-
nov na Slovensku. Senzitivita detekcie SARS-CoV-2 prostred-
nictvom sekvenovania metatranskriptému bola len priblizne
60 %, na druhej strane subor SARS-CoV-2 pozitivnych vzo-
riek pozostaval z réznych hodnét Ct zodpovedajicich réz-
nym drovniam virusovej naloze. Na individualnej arovni sme

14

1/2023
newsla




Povodné prace

zo vSetkych vzoriek, ktoré mali Ct 20 alebo menej, o zodpo-
veda vyssej virusovej nalozi, dokazali zostavit cely genom vi-
rusu SARS-CoV-2. Vzorky od tazkych pacientov v nemocnici
boli odobrané ¢asto 3 az 7 dni po zaradeni do Studie a tito
pacienti boli lieceni Sirokou skalou liekov (antibiotika, korti-
koterapia, imunomodulacna liecba, antivirotika), ktoré mohli
medzitym ovplyvnit virusovu néloz. Jednoznacnou vyhodou
transkriptomového pristupu je jeho schopnost zachytit nie-
len RNA, ale aj DNA virusy (ich transkripty). Okrem SARS-
CoV-2 boli neprekvapivo najCastejSie identifikované sekven-
cie pochdadzajlice z DNA virusov baktérii, t. j. fagov z ¢eladi
Pedoviridae, Rountreeviridae a Siphoviridae.

Sekvencie mapované na ludsky transkriptdm tvorili neza-
nedbatelnu cast analyzy, ale nie st predmetom tohto ¢lanku
a zasluhuju si osobitn pozornost.

Zaver

Identifikovali sme rozdiely v mikrobiome medzi r6znymi
skupinami COVID pozitivnych a negativnou skupinou. Na-
priek rozdielom v pocetnosti bola relativna pocetnost jed-
notlivych taxénov v skupinach pozitivnych na COVID-19 po-
dobna bez ohladu na zavaznost a pouzitu liecbu. Skupinu
zdravych negativnych kontrol definoval najmensi pocet mik-
roorganizmov. Sekvenovanie metatranskriptému je ndstroj
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