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Major statement: Upper urinary tract seems to
harbour microbial communities, similar to the
lower urinary tract

SOUHRN

Hrbéacek J, Hanacek V, Tlaskal V, Saldkova M, Cer-
mak P, Tachezy R, Zachoval R. Detekce mikrobiomu
hornich mocovych cest u pacientd s urolitidzou:
studie proveditelnosti.

Cil: Zjistit, zda existuje mikrobidIni osidleni hor-
nich mocovych cest (HMC) a pokud ano, tak lisf-li
se od mikrobiomu dolnich mocovych cest (DMC).

Material a metoda: Soubor tvofi pacienti pod-
stupujici endoskopicky operacni zakrok v anestezii
pro litidzu HMC. Mo¢ z mocového méchyre byla
odebrana aseptickou katetrizaci, z HMC cystosko-
picky zavedenym ureteralnim katétrem. Po izolaci
DNA byla bakteridlni 16S rDNA sekvenovéna na
platformé lllumina MiSeq a ziskana data zpraco-
véna pfislusnymi bioinformatickymi nastroji. Cast
izolované DNA byla vyuZita k detekci virovych nuk-
leovych kyselin pomoci kvantitativni polymerazové



fetézové reakce (QPCR). Parové vzorky vzdy z HMC
a DMC byly porovnany z hlediska struktury bak-
teridiniho spolecenstva a pfitomnosti vybranych
DNA vird.

Vysledky: Zafazeno bylo devét pacientd (8
muzl a 1 Zena) primérného véku 49,7 let, z nichz
u osmi byla provedena sekvenace bakteridlnich
nukleovych kyselin a u sedmi gPCR na pfitomnost
sedmi béZnych DNA vir(l. Bohatost a diverzita mi-
krobiomu (alfa diverzita) HMC a DMC nebyla stati-
sticky vyznamné odlisnd. Struktura mikrobidlnich
komunit zHMC a DMC (beta diverzita) vykazala vét-
$f podobnost v ramci jednoho pacienta, nez byla
podobnost viech vzorkd HMC, resp. viech vzorkd
DMC. Virova DNA byla detekovana jak v HMC, tak
v DMC.

Zavér: Vysledky nasf pilotni studie poukazuijf
na pfitomnost bakteridlniho a virového osidlent
hornich mocovych cest u pacientd s urolitidazou.

KLICOVA SLOVA
Lidsky mikrobiom, horni mocovy trakt, virom, led-
vina, mocovy méchyr.

ABSTRACT

Hrbacek J, Handcek V, Tlaskal V, Saldkova M,
Cermék P, Tachezy R, Zachoval R. Profiling up-
per urinary tract microbiota: a feasibility study
in patients with urinary stone disease.

Aim: To investigate the putative existence of
upper urinary tract microbiota and if present, to
compare the microbial coommunities from the kid-
ney with those in the urinary bladder.

Patients and Methods: Patients were under-
going endoscopic procedures under anesthesia
for upper urinary tract stones. Bladder urine was
obtained by aseptic catheterisation, renal urine
samples were collected via ureteric catheter in-
serted into the renal pelvis under cystoscopic and
radiographic guidance. Pairwise comparison of
urine samples from the same individual were made
with regard to their bacteriome and virome.

Results: A total of nine patients (8 males, 1
female) provided both samples for analysis. Next-
generation sequencing of the V4 hypervariable
region of the 16S rDNA using primers 515F and
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806R was performed on eight of them and quan-
titative polymerase chain reaction for the presence
of viral nucleic acids of seven common DNA viruses
was performed on seven of them. There were no
significant differences in alpha diversity measures
(number of OTUs, iChaol, ACE, Shannon and Simp-
son indices) of samples from the kidney and blad-
der from the same individual. Likewise, microbial
communities from the upper and lower urinary
tract within the same individual were more similar
to each other than samples within the respective
group (e.g. all kidney samples). Viral nucleic acids
were detected in the upper as well as lower urinary
tract.

Conclusion: Upper urinary tracts seem to be
inhabited by microbial communities whose com-
position resembles that of the lower urinary tract.

KEY WORDS
Human microbiome, upper urinary tract, virome,
kidney, urinary bladder.

UvoD

Vyzkum lidského mikrobiomu — mikrobidlnich po-
pulacf Zijicich v rdznych anatomickych lokalitach
naseho téla, tzv. nikach — dosahl v poslednich dvou
dekadach vyznamného pokroku. Na rozdil od mi-
krobiomu napt. gastrointestinalniho traktu, jehoz
znalost jiz vyznamné pokrocila, jsou ostatn{ niky
probadané daleko méné. Ze mo¢ zdravych asym-
ptomatickych Zen nenf sterilnf, nybrz obsahuje kul-
tivovatelné mikroorganismy a k tomu DNA desitek
¢i stovek dalsich, jejichz kultivace je problematic-
kd az nemozna, vime od roku 2011 (1), respektive
2016 (2). Nasleduijici prace prokézaly odlisnosti ve
slozeni mikrobiomu u rznych klinickych situaci,
napfr. u zen s urgentni inkontinenci ve srovnani se
zdravymi kontrolami (3) nebo u Zen s intersticial-
nf cystitidou ve srovnani se zdravou populaci (4).
Muzsky mocovy mikrobiom zacal byt zkouman
s ur¢itym zpozdénim. Dosud byly popsany mj. od-
lisnosti ve sloZzeni mikrobialnich komunit u muzd
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s rliznou zévaznosti symptomU dolnich mocovych
cest (DMCQ) pfi benigni hyperplazii prostaty (5) nebo
u pacientl s karcinomem mocového méchyre
a zdravymi kontrolami (6).

Zatimco bakteriom mocového traktu postup-
né odkryvame, virom mocovych cest je takfka
neznamy. Vétsina informaci o mocovém viromu je
znama diky studiim na pacientech po transplantaci
ledviny, u kterych BK polyomavirus (BKV) zplsobuje
nefropatii Stépu asociovanou s polyomavirovou
infekci (7). Vétsina virl obsazenych v modi jsou
bakteriofagy - viry infikujici bakterie (8), avsak po-
dafilo se detekovat i viry napadajici eukaryotni
bunky. Z klinického hlediska byla pfitomnost po-
lyomavird spojena s rejekci $tépu po transplantaci
ledviny (9), v ojedinélych studiich také s interstici-
alni cystitidou (8) nebo hyperaktivnim mocovym
méchyrem (10).

Cilem prezentované pilotni studie bylo zjistit, zda
jsou mikrobialni spolecenstvi — bakteriom a virom —
detekovatelna nejen v dolnich, ale i v hornich moco-
vych cestach (HMC) a pokud ano, tak zda se mikro-
biomy hornich a dolnich mocovych cest lisi.

SOUBOR PACIENTU A METODA

Prezentovany soubor tvofi ¢ast pacientl zafaze-
nych do nasf studie mocového mikrobiomu, jejiz
vysledky byly publikovany dfive (11-13). Pacienti
podstupovali endoskopicky operacni zakrok na
mocovych cestach, jehoZ standardni soucasti byla
katetrizace HMC. Studie byla schvalena nemocni¢ni
etickou komisi a vsichni pacienti podepsali pfed
odbérem modi informovany souhlas.

Pfedoperacni kultivace moci byla (s jednou
vyjimkou pacienta ¢. 6) negativni. Antibioticka pro-
fylaxe byla (opét s jednou vyjimkou pacienta ¢. 2)
podavana az po odbéru obou vzorkd moci. Zadny
ze subjektl studie nemél v mocovych cestach
zavedeno cizi téleso, napt. stent nebo mocovou
cévku.

Vzorek moci z mocového méchyrte, resp. dol-
nich mocovych cest (DMC) byl odebran po zarous-
kovani, dezinfekci genitalu a zavedeni cystoskopu
s pouzitim lubrikacniho gelu bez mikrobicidni
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pfimési. Poté byl méchyf naplnén fyziologickym
roztokem a do predpoklddané oblasti renalni pan-
vicky zavedena 7 F ureterdIni cévka; pozdéji jsme
pouzivali 70 cm mono-J stenty. Moc byla odebrana
samospadem odkapanim do pfipravené sterilni
zkumavky v mnozstvi 5-50 ml. Z provoznich dd-
vodU netrval Zadny odbér déle nez 10 minut. Oba
vzorky byly ulozeny pfi 4 °C a tyz den zmrazeny
a poté uchovany pfi -20 °C a7 do extrakce DNA.

Kizolaci DNA byl pouZit Eligene Urine Isolation
Kit (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR) dle instrukcf
vyrobce. Hypervariabilni region V4 genu pro bak-
teridlni 16S rRNA byl amplifikovan polymerazovou
fetézovou reakci s primery 515 F a 806R v krocich
popsanych dfive (11). Po vytvoreni sekvenacnich
knihoven pomoci nastroje TruSeq DNA PCR-Free
LP Kit byla DNA sekvenovana na platformé lllumina
MiSeq 2x250 bazi (lllumina Inc.,, San Diego, USA).

Sekvencni data byla analyzovéna postupem
popsanym dfive (12). Po vypusténi dat s nizkou
kvalitou byly sekvence seskupeny do operacnich
taxonomickych jednotek (OTU) na drovni 97% po-
dobnosti, coz odpovida bakteridlnimu druhu. Ana-
Iyza alfa a beta diverzity byla provedena v prostredf
R 4. 2.0 (14) pomoci balicku vegan 2.6-2 (15). Byl
spocitan pocet OTU reprezentujicich 95 % celko-
vé bakterialni komunity v kazdém vzorku, iChaof
(16), ACE (abundance-based coverage estimator)
(17), Shannondv a SimpsonQv index. Primérna
hodnota rozdilnosti pro jednotlivé skupiny byla
spocitana na zékladé Bray-Curtis distancni matice.
Statistické rozdily byly povazovany za signifikantnf
na urovni p < 0,05.

Integrita izolované DNA a pfitomnost inhibitord
byla ovéfena amplifikaci kontrolniho genu pro lid-
sky beta globin (18). Poté byla provedena detekce
BKV, JC polyomaviru (JCV), torque-teno viru (TTV),
viru Epsteina-Barrové (EBV), lidského cytomega-
loviru (HCMV) a adenovird pomoci kvantitativni
PCR (gPCR), HPV byly identifikovany pomoci PCR
s naslednou reverznf hybridizaci na membrané. Pro
jednotlivé gPCR byly pouzity jiz publikované pri-
mery a hydrolyzacni proby znacené fluorescencni
barvou FAM na 5’ konci a zhase¢em BHO-1 na 3’
konci. Seznam viech primert a préb je k dispozi-
i u korespondujiciho autora na vyzadani. Reakce



o celkovém objemu 10 ml se sklddala z 1x PCR pu-
fru, 5mM MgCl2, 200M dNTPs, 0,5 uM koncentrace
kazdého piimého a zpétného primeru a 0,25 uM
sondy, 0,25 U HotStart Tag Polymerase (Qiagen,
Némecko) a DNA templatu. Amplifika¢ni reakce
probihala v cycleru Biorad CFX96 Real-Time PCR
(Biorad Laboratories, Kalifornie, USA) za nasledu-
jicich podminek: aktivace polymerazy 15 min. pfi
95 °C, nasledovana 45 cykly po 15 s pfi 94°Ca 1 min.
pii 60 °C. gPCR byly validovany pomoci klinickych
vzorkl a plazmidd s virovymi cilovymi sekvencemi.
DNA lidského papillomaviru (HPV) byla detekovana
kombinaci dvou PCR s primery specifickymi pro
oblast L1. Ur¢eni typu HPV bylo provedena pomoci
hybridizace amplikonC PCR se sondami specifickymi
pro 37 typl HPV na membrané (18).

VYSLEDKY

Prezentovany soubor ¢itd 9 pacient (8 muzd a 1
Zenu) prdmeérného veéku 49,7 let (mezikvartilové
rozpéti 39-57) operovanych na nasem pracovisti
mezi fijnem 2019 a fijnem 2020 pro litidzu HMC.
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Nefrolitidazu mélo pét pacientd, ureterolitidzu osm
a u dvou byl vyskyt konkrement0 bilateralni. Z hle-
diska komorbidit trpéli tfi pacienti hypertenzi, jeden
diabetem, zatimco chronickou rendini insuficienci
stupné 3 a vice nemél nikdo. Primérny body mass
index byl 28,6 (+ 8,3), Ctyfi pacienti se oznacili za
kuraky. Median doby mezi pfedoperacni kultivaci
moci a odbérem vzorku byl jeden den.

K dispozici jsme méli osm parovych vzorkd pro
porovnani bakterialniho mikrobiomu dolnich a hor-
nich mocoych cest. Pocet individudlnich taxonomic-
kych jednotek na udrovni druhl ve vzorcich z HMC
a DMC a jejich relativni zastoupeni (abundance) se
statisticky vyznamneé nelidily v zadném z méfitek di-
verzity (pocet taxond pokryvajicich 95 % relativni
abundance, indexy iChaol a ACE, aniindexy Shanno-
nQv a SimpsonQv) (Obr. 1). Obrézek 2 ilustruje viech
8 pacientl a jejich indexy alfa diverzity individualné.

Parové vzorky z HMC a DMC z jednoho pacienta
si byly podobnéjsi nez vzorky z HMC a DMC v rdmdi
své skupiny navzajem. Rozdilnost vzorkd od rliznych
pacientd byla signifikantni (p = 0,008). Obrazek 3 do-
klada podobnost moci z HMC a DMC formou Usecek
spojujicich vzdy dva parové vzorky od kazdého paci-
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Obr. 1. Porovndni hodnot indext alfa diverzity pro vzorky moci z hornich a dolnich mocovych cest; v zddném
z nich neni rozdll statisticky vyznamny; blizsi vysvétleni vyznamu jednotlivych indexd v textu

Fig. 1. Alpha diversity indices of samples from the upper and lower urinary tract, respectively; o statistically
significant differences were detected; see text for details
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Obr. 2. Porovndnibohatosti (indexy ACE, iChaol a pocet taxond reprezentuijicich 95 % komunity v kazdém vzorku)
a diverzity (indexy Shannondv a Simpsondv) jednotlivych pdrd vzorkd moci z hornich a dolnich mocovych cest
Fig. 2. Individual pairwise comparisons of alpha diversity indices (number of operational taxonomic units,
iChaol, abundance-based coverage estimator, Shannon and Simpson indices) from kidney and bladder samples
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Obr. 3. Graf NMDS — nemetrického vicerozmeérného skdlovdni zndzorriuje dvojice vzorkd mociz hornich a dol-
nich mocovych cest pro pacienty 1-8. Vzddlenosti mezi pdrovymivzorky (Usecky spojujici trojuhelniky a krouzky)
Jjsou v souctu kratsi neZ vzddlenosti mezi krouzky nebo trojuhelniky navzdjem. To doklddd vyssi miru podobnosti
mezi pdry moci z méchyre a ledviny nez v rdmci skupiny moci z méchyre resp. ledvin. Koncentrace trojuhelnikd
v centru grafu a rozptylenost krouzk( na okrajich naznacuje vyssi miru vzdjemné podobnosti taxonomického
sloZeni vzorkt z mocového méchyre neZ z ledvin.

Fig. 3. Non-metric multidimensional scaling (NMDS) plot — shows the (dis)similarity of samples from the bladder
and the kidney, respectively, from the same individual (circle=kidney urine, triangle=bladder urine). The longer
the connecting line between a circle and a triangle, the more the samples are dissimilar. The cumulative distance
between circles and their corresponding triangles is shorter than the distance between all triangles or all circles
which suggests the samples from the same individual are relatively similar.

Ces Urol 2022; 26(4): 242-249
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Tab. 1. Detekce nukleovych kyselin vybranych DNA vir( ve vzorcich moci z hornich a dolnich mocovych cest.
HMC horni mocové cesty DMC doini mocové cesty, EBV virus Epsteina a Barrové, HCMV lidsky cytomegalovirus,
BKV BK polyomavirus, JCV JC polyomavirus, TTV torque teno virus, HPV lidsky papillomavirus, HAdVs adenovirus,

NT netestovdno.

Tab. 1. The detection of viral nucleic acids in the upper and lower urinary tract. EBV Epstein-Barr virus, HCMV
human cytomegalovirus, BKV BK polyomavirus, JCV JC polyomavirus, TTV torque teno virus, HPV human pa-

pillomavirus, HAdVs human adenovirus, NT not tested.

Pacient EBV HCMV BKV Jcv TTV HAdVs HPV

1 HMC — — — — — —

DMC — — — — — —

HMC — — + — — —
2

DMC — — — — — — —

HMC — — — — — — —
3

DMC — — — — — — —

HMC — — — — — — —
4

DMC — — — — — — —
] HMC NT — — — — — NT

DMC — — — — — — —

HMC — — — — — —
8

DMC — — — — — —

HMC — — — — — —
9

DMC — — — — — — —

enta. Taxonomické sloZeni vzorkd z mocového mé-
chyfe vykazovalo nizsf rozdilnost (préimérna rozdilnost
0,775) nez slozeni vzorkl z ledvin (rozdilnost 0,849).

Detekci viromu zéroven dolnich i hornich mo-
Covych cest jsme provedli u sedmi pacientd. U péti
z nich byl ndlez v HMC i DMC shodny, ve dvou
pfipadech byly v HMC nalezeny virové DNA, které
se nepodarilo detekovat v DMC (Tab. 1).

DISKUZE

V dobé, kdy jsme vytvafeli design projektu detekce
a popisu mocového mikrobiomu nebylo jasné, zda
vlbec u muzl existuje mikrobidlni osidleni DMC,
natoZ pak HMC. Predkladané vysledky jsou dil¢f
analyzou z rozséhlého objemu dat, kterd se ndm po-
dafilo shromdzdit. Z téchto dilcich vysledkd vyplyva,
Ze mikrobidIni spolecenstvi jsou detekovatelna nejen
v mocovém méchyfi, ale také v HMC. Kromé toho
Ize usuzovat, ze bakteridlni komunity Zijici v HMC
a DMCjsou si u daného jedince pomérné podobné.

Nase vysledky Ize zasadit do kontextu jediné
prace testujici stejnou hypotézu. Dornbier et al.
zkoumali pfitomnost mikroorganismd v kalciové
urolitidze, pficemz od Sesti pacientd ziskali vzorky
mocdi jak z HMC, tak z DMC. Ani v jejich pfipadé ne-
byly rozdily ve sloZeni mikrobidlnich komunit HMC
a DMC statisticky vyznamné (19). Mikrobiomem kal-
ciovych konkrementd se zabyvali také Xie et al. (20).
Jejich statistické zpracovani vsak nezahrnuje parové
porovnani vzorkl, nybrz pouze srovnani na Urovni
skupin, coz je pro dany typ analyzy neadekvatni.

Neékteré viry se vyskytujf i v moci zdravych jedin-
cU. Prikladem jsou polyomaviry BKV a JCV, se kterymi
se vétsina lidi setka v détském véku, a které dokazi
dlouhodobé pfezivat v ledvinach a epitelidlni vy-
stelce HMC (21). Dalsim v populaci rozsifenym virem
prokazatelnym v séru 90 % dospélych jedincd, jenz
ale nenf spojovan s zadnym onemocnénim, a ktery
se podafilo detekovat zmoci, je TTV. TTV se v hosti-
teli dlouhodobé replikuje; jeho aktudini virova naloz
odpovida pomeéru mezi rychlosti replikace a schop-
nosti hostitelského organismu se viriond zbavovat

Ces Urol 2022; 26(4): 242-249
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(22) a je vy3si u imunokompromitovanych osob
(23) a pacientl s nadorovymi onemocnénimi (24).

V' nasi studii byly u dvou pacientt vzorky z HMC
pozitivni na BKV a TTV (pac. ¢. 2), resp. JCV (pac. €. 9),
zatimco moc z méchyfe DNA téchto virll neobsa-
hovala. K pfitomnosti vir(l v jednotlivych oblastech
mocového traktu neexistuji v literature prakticky 7ad-
né informace. Rozdilné vysledky jsou patrné zpUso-
beny metodickym omezenim pfi izolaci DNA z moci
a gPCR. Zajimavé by do budoucna bylo vyuziti jesté
citlivéjsich metod, jako je masivni paralelni sekvenova-
nf nebo digitalni PCR (ddPCR). Metoda ddPCR predci
svou citlivosti gPCR: témér 7x snizuje detekéni limit
pro DNA JCV v mozkomidnim moku (25).

Za hlavni limitaci v metodice nasi pilotni stu-
die povazujeme odbér moci z HMC ureteralnim
katétrem zavedenym cystoskopicky pfes moco-
vy méchyft. Zde nelze vyloucit kontaminaci vzorku
7 HMC moci z méchyre, kterou mUZe vysoce citliva
polymerazova fetézova reakce a nasledné sekve-
novanf interpretovat jako pfftomnost bakteridlniho
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