Potenciální využití fekální bakterioterapie u pacientů s generalizovaným nádorovým onemocněním léčených anti-PD-L1 protilátkami.

Přímá interindividuální transplantace stolice bude prováděna ambulantně. Aplikace dárcovské stolice bude provedeno na Onkologickém oddělení, kde bude zavedena nasojejunální sonda zaplaváním, event. ve spolupráci se IV. Interní klinikou 1. LF UK a VFN po gastroskopickou kontrolou. Příprava dárcovské stolice bude prováděna na Klinice infekčních, parazitárních a tropických nemocí 3. LF UK a NNB, kde již standardně prováděna v indikaci klostridiových infekcí zažívacího traktu.

1. Výběr dárce

Dárcem bude pacient s dlouhodobou odpovědí na imunoterapii (délka podávání příslušné terapie překračuje medián času do progrese dle registračních studií). V případě souhlasu pacienta bude ověřena vhodnost na základě anamnézy, klinického vyšetření a laboratorního vyšetření, které by nemělo předcházet darování stolice o více než 4 týdny. 
Mezi vylučující kritéria patří: 
· onemocnění gastrointestinálního traktu (idiopatické střevní záněty; syndrom dráždivého tračníku; stavy po operaci; malignity; polypózy a jiná onemocnění);

· riziko přenosu infekčních nemocí (akutní infekce a očkování v posledních měsících; aplikace krevních derivátů v minulosti; možnost nákazy sexuálně přenosnými nemocemi a nemocemi přenosnými krevní cestou; cestování do oblastí s nízkým hygienickým standardem);

· faktory a další onemocnění ovlivňující střevní mikroflóru (obezita, čili BMI >30 kg/m2; užívání antibiotik v poslední době; chronické užívání inhibitorů protonové pumpy; autoimunitní, metabolická, neurologická a psychiatrická onemocnění; alergie včetně potravinových alergií; chemoterapie, kortikoterapie, radioterapie atp.)

Při následujícím lékařském vyšetření musí lékař v rozhovoru s dárcem zhodnotit potenciální závažnost jednotlivých údajů uvedených v dotazníku. Poté následuje standardní fyzikální vyšetření, se zvláštním zaměřením na stav dutiny ústní, výskyt hmatných lymfatických uzlin, nález na břiše a vyšetření per rectum. Případný nález neobvyklého nebo i patologického údaje zjištěného na základě dotazníku, klinického vyšetření nebo laboratorního vyšetření nemusí nutně znamenat vyloučení vyšetřované osoby z dárcovství. 
Laboratorní vyšetření předcházející dárcovství:
· a) základní krevní vyšetření
· krevní obraz + diferenciál (strojový)

· sedimentace erytrocytů (FW) a CRP

· ALT, AST, ALP, GMT, bilirubin, kreatinin, glykémie, albumin

· b) vyšetření stolice
· vyšetření na přítomnost Clostridium difficile (GDH + toxiny A, B)

· kultivační vyšetření na běžné střevní patogeny (Salmonella, Campylobacter, Shigella, Yersinia)

· standardní parazitologické vyšetření stolice

· c) sérologická vyšetření
· vyhledávací testy HIV (p24, protilátky proti HIV 1,2) a syfilidy (RRR nebo TPPA)

· screening virových hepatitid B a C (HBsAg, IgM anti-HBc, anti-HCV)

2. Příjem stolice a Příprava bakteriálního eluátu

Pro lepší načasování defekace může dárce použít glycerinové čípky. Stolice nesmí být průjmovitá a nesmí být kontaminována krví nebo močí. Stolici po defekaci je nutno uložit do čistého kontejneru a co nejrychleji dopravit na místo zpracování. Dárce při odevzdání stolice musí potvrdit, že údaje uvedené v dotazníku stále platí (tj. že nebyl v mezidobí v cizině, neužíval antibiotika atd.).

Vzorek čerstvé stolice dárce k přípravě extraktu bude zpracován do 6 hodin po defekaci. Pro jednu aplikaci bude použito 50-100 g stolice. K homogenizaci stolice se použije sterilní fyziologický roztok o objemu 200-500 ml, kterým se stolice zředí přibližně v poměru 1:4 až 1:5 (pro aplikaci sondou výhodnější nižší hustota výsledného roztoku). Homogenizace směsi se provede pomocí tyčového nebo stolního mixéru, vyhrazeného k těmto účelům. Následně se směs filtruje přes 2-3 vrstvy gázy nebo filtr o podobné velikosti pórů, k odstranění nestrávených zbytků potravy a dalších nežádoucích příměsí. Následně se vzniklý extrakt stolice nasaje do sterilních stříkaček.

Jestliže není možné podat extrakt stolice pacientovi rovnou, je možné ho zamrazit. Zamrazení části extraktu je možné provést i v případech, kdy existuje obava ze selhání FMT a počítáme s možností, že přenos stolice bude potřeba opakovat. Použití zamrazené stolice nesnižuje účinnost FMT: léčebné výsledky jsou při použití čerstvé stolce a zamražené stolice shodné. 
Před zamražením se extrakt stolice promísí s roztokem glycerolu tak, aby koncentrace glycerolu ve výsledném produktu činila cca 10 %. Glycerol zabraňuje tvorbě velkých ledových krystalů a chrání tak bakterie před účinkem mrazu. Extrakt s obsahem glycerolu se zamrazuje na teplotu -80 °C a při této teplotě může být uchováván po dobu 6 měsíců. Uchovávání stolice při vyšší teplotě (např. -20 °C) není postačující, protože sice zastaví růst mikrobů, ale nestačí k inhibici některých bakteriálních enzymů, které mohou mít destruktivní účinky. 
Rozmrazování se provádí ponořením kontejneru s extraktem stolice do vody o teplotě 37 °C na 2 hodiny; bezprostředně poté je nutné extrakt aplikovat. Opětovné zamražení rozmrazeného nebo částečně rozmrazeného extraktu není přípustné.

3. Aplikace příjemci

Zavedení NJS proběhne zaplaváním s následným ověřením polohy podáním kontrastní látky nebo za gastroskopické kontroly. Před podáním pacient lační minimálně 6-8 hodin před. Medikamentózní příprava spočívá v užití inhibitoru protonové pumpy (omeprazol 20-40 mg) večer a ráno před FMT. Vlastní aplikaci extraktu předchází podání prokinetika (metoklopramid 1 amp. i.m. nebo i.v., 30 minut před výkonem, nebo 1 tbl. 2-3 hodiny před výkonem). Obvykle se podává 200-300 ml extraktu, ve dvou dílčích dávkách po 100-150 ml. Doporučená doba aplikace každé dávky je 10-15 minut, po aplikaci následuje proplach sondy čajem 20-30 ml. Mezi oběma porcemi má být zachován klidový interval 30 minut. Kvůli prevenci aspirace by měl pacient během aplikace a ještě 2 hodiny po ní sedět nebo zůstávat v polovzpřímené poloze (45° od horizontály). Během výkonu a po jeho ukončení smí pacient pít, ne však nápoje sycené oxidem uhličitým. Sonda se vytahuje do 30 minut po výkonu. Pacient zůstává po dobu 2 hodin po výkonu pod dohledem zdravotnického personálu; jíst smí až po uplynutí této doby. 


4. Rizika výkonu pro příjemce

Hlavními riziky při aplikaci extraktu stolice do horního úseku GIT jsou regurgitace duodenálního obsahu do žaludku a/nebo aspirace žaludečního či duodenálního obsahu a vznik aspirační pneumonie. Dalším nežádoucím důsledkem této metody může být nadměrná kolonizace tenkého střeva fekální mikroflórou, což se označuje akronymem SIBO (small intestine bacterial overgrowth). Syndrom SIBO se zpravidla rozvíjí během několika desítek hodin po podání extraktu stolice a projevuje se nadýmáním, nauzeou, nechutenstvím a střevním dyskomfortem. Jde o přechodný stav, který by měl spontánně ustoupit během několika dnů; symptomaticky lze podávat prokinetika (metoklopramid 3-4x 1 tbl).

