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UVODNIK

Uvodnik

VéZené kolegyné, véZeni kolegové, mili Ctenéfi Casopisu KMIL,

za delich podzimnich vecerti se miZete zacist do tietiho
leto$niho ¢isla naseho spole¢ného mezioborového ¢asopisu.
Pestra paleta ¢lank vypovidd o trvajicim zdjmu Ceskych
a slovenskych mikrobiologt, infektologt a dalSich odborni-
kd publikovat své prace v recenzovaném casopise KMIL,
ktery je indexovan v nékolika vyznamnych mezindrodnich
databazich.

Zavaznym problémem soucasnosti je Sifeni multirezi-
stentnich kment bakterii, v&etné bakterii rezistentnich na
karbapenemy. V ptuivodn{ préci kolegyné Schréterova se spo-
lupracovniky z Kosic popsala pritomnost New Delhi meta-
lo-beta-laktamazy u Klebsiella pneumonie u prvnich 5 pa-
cientii na Slovensku, soucasné poukdzala na to, Ze izolace
pacientt a zvySeny hygienicko-epidemicky rezim jsou nej-
dilezitéjsimi opatfenimi pro prevenci dalstho $ifeni multire-
zistentnich kmend.

Prehledny ¢lanek olomouckych autort pod vedenim kole-
prehled soucasné uZzivanych, ale i novych metod pro rychlé
urcovani bakterif a rychlé testovani jejich citlivosti na anti-
biotika. Pfitom citlivost bakterii na antibiotika je mnohdy
znama diive nez presné ureni bakterie vyvoldvajici one-
mocnéni, coz muze zkritit obdobi empirické 1é¢by a zlepsit
prognézu pacienta.

V druhém piehledném sdéleni rozsahly kolektiv détskych
onkologli pod vedenim prof. Sedlacka z Motola poukazuje
na vyznam mykotickych infekci v détské hemato-onkologii,
veetné jejich diagnostiky, profylaxe a 1é¢by. Mykotické in-
fekce u imunosuprimovanych osob predstavuji specializova-
nou problematiku, kterou vétSinou v soucasné dobé zvlada-

ji nejlépe 1€kati prislusnych obort vetné hemato-onkologa.
Presto je zadouci, aby i infektologové méli dostate¢né zna-
losti o diagnostice a 1é¢bé mykotickych infekei, a to nejen
u HIV pozitivnich pacientd, ale i dal$ich imunosuprimova-
nych osob, k ¢emuz muze pfispét i zminéné pékné napsané
prehledné sdéleni.

V druhé ptivodni préci se kolegyné Orsagova z Ostravy ve
vétsim souboru pacientli zaméfila na sledovani ¢etnosti po-
ruch §titné 7ldzy u pacientti s chronickou hepatitidou B a C,
ktef{ byli léCeni interferonem alfa.

V prvni kazuistice kolega JeZek z Ptibrami se spolupra-
covniky informuje o prvni izolaci vzacné bakterie Coryne-
bacterium imitans z hemokultury pacienta v nasi republice,
¢lanek je doplnén o literarni prehled s dal§imi informacemi
o uvedené bakterii s dosud neobjasnénym patogennim po-
tencidlem. V ndsledujici kazuistice kolega Sagan z Ostravy
upozoriiuje na moZznost ¢asné piimé diagnostiky leptospiré-
zy s prikazem plivodce v moci pomoci polymerazové feté-
zové reakce.

V poslednim sdéleni doc. Sedlacek informuje o aktudl-
nich trendech a problémech v oblasti HIV infekci, které by-
ly diskutovdny v leto$nim roce na kongresu o AIDS v aus-
tralském Melbourne.

Pieji Vam poklidny zbytek roku bez zdvaznych importo-

vanych nédkaz.

Ludék Roznovsky
Clen redakéni rady

Vazeni Ctenari,

Pfedplatné pro rok 2014:
« ostatni predplatitelé v Ceské republice

e odbératelé na Slovvensku
¢ odbératelé mimo CR

Dékujeme

* ¢lenové odbornych spolec¢nosti v rdmci CLS JEP (SIL, SLM, SKM)

Upozornéni redakce

v leto$nim roce jiZz neni pfedplatné ¢asopisu Klinick4d mikrobiologie a infek&ni 1€kafstvi hrazeno z Clenskych piis-
pévki spolecnosti SIL a SLM. Proto je tieba si predplatné ¢asopisu hradit samostatné.

Je stile velké mnozstvi 1ékaii, ktefi predplatné neuhradili, a ¢asopis je jim zasildn. Zaddme o thradu predplatného,
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PREHLEDOVY CLANEK

Nové technolégie na testovanie citlivosti baktérii na antibiotika

P. MLYNARCIK, M. KOLAR, M. RODEROVA

Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

SUHRN

Mlynar¢ik P., Kolar M., Roderova M.: Nové technologie na testovanie citlivosti baktérii na antibiotika

Za posledné dve desatrocia pozorujeme rychly narast infekcii spdsobenych mikroorganizmami s mnohonasobnou rezistenciou. Nage
moznosti antibiotickej terapie st vystavené obrovskému nebezpecenstvu v dosledku Sirenia rezistentnych patogénov. Mnoho studii do-
kazuje, Zze vEasné poskytnutie primeranej antibiotickej liecby je nesmierne délezité pri zachrane Zivota. Momentalne sa lekari spolie-
haju na klinické, epidemiologické a demografické tidaje, ktoré im napomahaju pri vybere empirickej terapie, nakolko vysledky kulti-
vacie a testovania citlivosti na antibiotika mozu trvat az 48 hod. a dlhsie. A preto je nevyhnutny zaujem o skoru a citlivejsiu detekciu
rezistentnych baktérii. V tomto prehlade poskytujeme zhrnutie najpokrocilejsich metod (techniky zalozené na PCR, prietokova cyto-
metria, hmotnostna spektrometria, mikro¢ipy a iné) uréenych na rychlu detekciu antibiotickej rezistencie u baktérii, ktoré by sa moh-
li stat vo velmi blizkej buduicnosti cennymi alternativami k uz existujucim metédam (fenotypové metody).

Kliicové slova: testovanie citlivosti, antibiotikd, rezistencia, technolégie

SUMMARY

Mlynar¢ik P., Kolar M., Réderova M.: New technologies for antibiotic susceptibility testing of bacteria

The past two decades have witnessed increasing infections due to multidrug-resistant bacteria. Therefore, transmission of these pa-
thogens could limit the antibiotic therapy options. Many reports suggest that initiation of appropriate antimicrobial therapy can be
lifesaving. Physicians rely on combination of clinical, epidemiological and demographic data to guide empirical therapy because
results of culture and antimicrobial susceptibility testing may require 48 hours or longer. Therefore, an ongoing effort for the deve-
lopment of earlier and more sensitive detection of resistant bacteria is inevitable. This review presents a summary of the most advan-
ced methods (e.g. PCR-based techniques, flow cytometry, mass spectrometry, microarrays and others) that are able to rapidly detect
antibiotic resistance in bacterial pathogens which have the potential to become valuable alternatives to the existing methods (standard
phenotypic resistance testing) in the very near future.

Keywords: susceptibility testing, antibiotics, resistance, technology
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Uvod

Vyber vhodnej antibiotickej liecby pre rozne typy bakte-
ridlnej infekcie si vyZzaduje identifikdciu etiologického
agens, vratane urcenia antibiogramu — t. j. stanovenie citli-
vosti baktérie k antibiotikdm. V rutinnej klinickej praxi ten-
to proces zaberie najmenej 24 hod., pricom empirickd tera-
pia je zahdjend na zdklade predpokladaného pdvodcu
ochorenia a podla miestnych epidemiologickych poznatkov.
Metddy testovania citlivosti na antibiotikd (TCA) u bakte-
ridlnych izoldtov sa snaZia zniZif trvanie empirickej terapie
a ulahcif skoré zahdjenie cielenej antibiotickej liecby proti
povodcovi infekcie. Mnohé Stidie potvrdili, Ze rychla do-
stupnost vysledkov testov citlivosti na antibiotikd moze
zlepsif pacientove vyhliadky a moéZze prispiet k zniZeniu vy-
davkov pri starostlivosti o zdravie, pricom oneskorené zaha-
jenie adekvétnej antibiotickej lieCby je spojené s vysSSou

umrtnosfou pacientov pri urcitych bakteridlnych infekciach
[1,2]. V tomto duchu rychle zahdjenie primeranej liecby vo-
¢i infekcii sposobenej baktériami moze hraf kIicovi dlohu
i vo vyskyte a $ireni rezistentnych kmeinov. V tomto prehla-
de venujeme hlavni pozornost technikdm, ktoré boli vyvi-
nuté na rychle odhalenie antibiotickej rezistencie u baktérii
a uvadzame priklady ich vyuzitia.

Aktudlne pouZivané met6dy

NajpouZzivanejSie metddy skimajice rezistenciu baktérii
na antibiotika v klinickych vzorkéch zistuji fenotypovii re-
zistenciu meranim bakteridlneho rastu za pritomnosti testo-
vaného antibiotika (fenotypové metddy). Patri sem diftizna
diskova metdda, agarova diluénd metéda, mikrodiluéna me-
toda, antimikrobidlne gradientové metédy (napr. Etest),
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a rozne komeréne dostupné automatizované systémy (napr.
Phoenix Automated Microbiology systém od BD Diagnos-
tics a Vitek systémy od bioMérieux). Okrem vysoke;j citli-
vosti na detekciu antibiotickej rezistencie hlavnou vyhodou
tychto technik je ich jednoduché prevedenie a dostupnost.
V pripade pouZzivania dilu¢nych, mikrodilu¢nych a antimi-
krobidlnych gradientovych metdd je mozné stanovif hodno-
tu MIC (minimdlnej inhibi¢nej koncentrécie), ktord ukazuje
na mieru citlivosti baktérie k danému antibiotiku a umoZziu-
je cielenejSie nasadenie antibiotickej liecby. Nevyhodou
tychto metdd je, Ze vSeobecne vyZzaduju ¢isté kultiry na vy-
konanie testov citlivosti a si ¢asovo naro¢né [3].

Medzi nefenotypové TCA metddy, zaloZené na analyze
nukleovych kyselin, patria PCR testy (identifikicia rezi-
stentnych génov), multiplex PCR a digitdlna PCR. Hlavnou
vyhodou tychto PCR metdd je to, Ze mdzu byt vykonané
v kratkom ¢asovom tseku, v niektorych pripadoch pouZzitim
klinickych vzoriek bez ich predchddzajiicej upravy. PCR ma
preto ocividne potencidl znacne zniZif detekéni dobu
a rychlo poskytniif informdciu o antibiotickej rezistencii.
vSetky markery rezistencie, je drahy, nie je v§ade zavedeny,
neposkytuje MIC hodnoty, a pritomnosf rezistentnych gé-
nov nemusi byt stdle vo vzdjomnom vzfahu s fenotypovou
rezistenciou, ako je tomu napriklad u karbapeneméiz
u gramnegativnych baktérii. Dal§im pristupom je kvantita-
tivna real-time PCR. Tento pristup monitoruje pocet kopif
bakteridlneho genému pritomnych pocas rastu izolovanej
baktérie za pritomnosti testovaného antibiotika, ¢o umoznu-
je rozliSenie citlivych kmetiov od rezistentnych. Vyhodou
metddy je rychla detekcia rezistentného kmena v pritom-
nosti antibiotik a na rozdiel od PCR pristupov nepriamo me-
ria fenotypovi rezistenciu zistenim rastu za pritomnosti an-
tibiotika, ¢ize nezdvisi pri nej od mechanizmu rezistencie.
Jej hlavnou nevyhodou je, Ze si vyZaduje predosli kultiva-
ciu a nemdzZe byt pouZitd priamo na klinické vzorky [3].

Alternativy blizkej budiicnosti na rutinné TCA

MALDI. Matricou asistovand laserovd desorbcia/ioniza-
cia s detekciou casu letu (MALDI-TOF) predstavuje pro-
striedok na rychlu identifikaciu organizmov s medicinskym
vyznamom a mdZze byt tiez pouZitd ako TCA metéda. Pou-
zitie MALDI-TOF na detekciu rezistencie najcastejsie rozli-
Suje spektra rezistentnych a citlivych izoldtov pouzitim ce-
Iych buniek alebo pdvodnych extraktov. Pomocou MALDI
boli identifikované meticilin-rezistentné Staphylococcus au-
reus (MRSA) [4], AmpC B-laktamdza u Escherichia coli
ATCC 700926 [5] a pritomnost vanB génu (zodpovedny za
rezistenciu na vankomycin) u izoldtov Enterococcus fae-
cium [6]. Dalgia publikdcia ukédzala rozdiely v spektre
u karbapenemdzy produkujicich a neprodukujicich Bacte-
roides fragilis [7].

MALDI-TOF bola tiez pouzitd na detekciu hydrolyzy an-
tibiotik pocas ich inkubdcie s bakteridlnym izolatom za tce-
lom detekcie degradacnych produktov. Prikladom toho je
detekcia karbapenemdazovej aktivity (IMP-1, IMP-2, VIM-1,
VIM-2, KPC-2, KPC-3, NDM-1, OXA-48 a OXA-162)
u réznych gramnegativnych organizmov (Klebsiella pneu-
moniae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter

baumannii a Citrobacter freundii). Hydrolyza antibiotika sa
v hmotnostnom spektre prejavila pritomnostou réznych pi-
kov (neaktivna hydrolyzovand forma antibiotika) oproti po-
vodnym pikom pozorovanym vo vychodiskovom hmotnost-
nom spektre [3,8—10].

V dalsej studii bola MALDI technika pouZitd na analyzu
jednonukleotidového polymorfizmu (z anglického Single
Nucleotide Polymorfism) za icelom epidemiologickej typi-
zacie 147 kmeniov MRSA na 16 r6znych miestach. Genoty-
pizdcia bola vykonand pomocou techniky ,,Sequenom
MassARRAY iPLEX platform®, ktord kombinuje multiple-
xovl jednu bazu predlZzujicu PCR (z anglického Multi-
plexed Single-Base Extension PCR) s hmotnostnou spektro-
metriou MALDI-TOF, pri¢om amplikény sliZia na detekciu
jednonukleotidového polymorfizmu. MecA PCR amplikén
bol tuspeSne identifikovany pomocou MALDI-TOF MS
u vSetkych 147 kmeriov [11].

V dalSej praci bola popisand minisekvenovacia metdda
zalozend na MALDI-TOF, ktord bola vyvinutd na rychlu
identifikaciu jednonukleotidovych polymorfizmov na kodoé-
noch 104, 164 a 238 génu blargy. Metdda bola potvrdend
testovanim kmetiov E. coli a K. pneumoniae nestcich zné-
me blargy génové sekvencie [12].

Kombinécia predlZovania primeru (z anglického Primer
Extension, PEX) s MALDI-TOF viedla k detekcii ganciklo-
vir rezistentnej mutdcie v cytomegalovirusoch. Tito metéda
odhalila muticie veduce k rezistencii skor a bez straty Spe-
cifickosti v porovnani s pouZzitim real-time PCR a Sanger
sekvenovania. Podobné analyzy amplikénov generovanych
pomocou PCR st zdkladom pre detekciu rezistencie pouzi-
tim pokrocilejSej elektrosprejovej ioniza¢nej hmotnostne;j
spektrometrie (z anglického Electrospray Ionization Mass
Spectrometry, PCR/ESI-MS) [8]. Tato pokrocilejSia metdéda
bola pouzita pri identifikdcii izoldtov Acinetobacter sp. re-
zistentnych na chinolén pomocou mutécii v regiénoch refe-
renénych génov gyrA a parC, ktoré urcuju rezistenciu na
chinolén. Metéda PCR/ESI-MS identifikovala spravny fe-
notyp v takmer 99% izolatoch. Hoci je mozné, Ze zvySend
aktivita efluxnych pimp (z anglického Efflux Pumps), ako
si AdeABC alebo AbeM, mdZu tieZ prispievat v tychto izo-
latoch k rezistencii na chinolén. Existuji dve dolezité ob-
medzenia PCR/ESI-MS. Po prvé, zostava nejasné, ¢i detek-
cia rezistentného génu stile naznacuje, Ze bude pritomna
fenotypova rezistencia. Po druhé, vysvetlenie vyskytu muta-
cif v rezistentnych génoch, ktoré existuju vo viacndsobnych
képidch, je potencidlne problematické. Urovne klinickej
presnosti a predvidatelnosti zostdvaji doleZitou vyzvou,
pretoZe ddvka génov, Uroveil transkripcie a expresie zatial
nie st meratelné tymito metédami. Toto dalSie zlepSenie si
bude vyzadovat vykonanie dalSich Stadii. AvSak urcenie re-
zistencie na chinolén rychlou molekulovou metédou
(v tomto pripade menej ako 6 hod.) m6Ze mat dolezity vplyv
na klinicky vysledok poskytnutim pomoci pri vybere anti-
biotik uréenych na lie¢bu infekcii [13].

Dalej je tu mnoZstvo prikladov, ked bola hmotnostnd
spektrometria MALDI-TOF pouZitd na sledovanie t¢inkov
antimikrobidlnych latok na proteinovy profil antibiotikum
citlivych mikroorganizmov. Rozdiely v profiloch u Candida
albicans narastali v zdvislosti na zvySujicej sa koncentrécii
flukonazolu, ¢o viedlo k formulovaniu minimalneho profilu
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zmeny koncentricie (z anglického Minimal Profile Change
Concentration, MPCC), ktory bol definovany ako najnizsia
koncentricia lieku, pri ktorej moZe byt preukdzand zmena
v profile. Autori nasli velmi velkd zhodu medzi MPCC
a hodnotami minimalnej inhibi¢nej koncentricie. Podobne
bola hmotnostna spektrometria MALDI-TOF pouzita na ur-
Cenie rezistencie na kaspofungin sekunddrne na zaklade fks
mutécii u Candida sp. a Aspergillus sp. Kmene boli vysta-
vené zvySujucim sa koncentracidm kaspofunginu pouZi-
tim mikrodilu¢ného formatu a nédsledne boli analyzované na
MALDI-TOF. Pre kazdud koncentriciu lieku bol vypocitany
MPCC pre vSetky kmene. Toto usporiadanie zistilo 100%
zhodu pre vSetky izoldty pouZitim CLSI (Institit pre klinic-
ké a laboratérne Standardy) odporicanych hrani¢nych
hodnét MIC alebo minimélnej efektivnej koncentricie
(z anglického Minimal Effective Concentration). Len dva
Candida sp. boli nespravne interpretované ako necitlivé, ¢o
predstavuje zhodu 94,1 % [8].

MALDI-TOF technika bola tieZ pouZitd na detekciu pori-
nov u Klebsiella sp., nakolko strata porinov zohrava dolezi-
td dlohu pri rezistencii baktérii na karbapenémy. Tito Stidia
dalej rozsirila vyuzitie MALDI-TOF v laboratériach klinic-
kej mikrobiolégie zameranych na $tidium mechanizmov re-
zistencie [14].

Hlavnymi vyhodami pouZivania hmotnostnej spektromet-
rie MALDI-TOF na identifikéciu rezistentnych kmeniov na
zéklade rozdielov v spektrach st extrémna rychlost a vyso-
k4 automatizdcia. Dalej je to detekcia enzymovej aktivity
bez zvaZenia prislusnych typov enzymov. Tak, ako je to aj
v pripade PCR technik, vysledky ziskané touto metédou ne-
musia stdle priamo stvisief s fenotypovou rezistenciou
a rozdiely medzi kmenimi, ktoré nesuvisia s rezistenciou,
mdzu komplikovaf interpretaciu vysledkov [3].

Prietokova cytometria (PC) je zaloZzend na rozliSeni Zi-
vych a mftvych buniek prostrednictvom farbiva po vysta-
veni G¢inku antibiotik. Pripuista morfologické zmeny, fyzio-
logickid a metabolickd aktivitu buniek. Prostrednictvom
procesu farbenia s farbivami nukleovych kyselin (napr. pro-
pidium jodid), ktoré neprenikaji cez bunkové membriny
zdravych organizmov, mdZe byt podiel buniek v umieraji-
com alebo mftvom stave rychlo stanoveny pomocou skiima-
nia emisného spektra hned po tom, o bunky prejdd indivi-
dudlne cez prietokovy kandl a ked je farbivo excitované
laserom. PC ako metéda TCA bola tiez popisand pre C. al-
bicans, E. coli, Mycobacterium tuberculosis a Yersinia sp.
TCA pomocou PC bolo najmenej o 20 % rychlejsie ako
u klasickych metéd urcenych pre E. coli, P. aeruginosa
a S. aureus, priCom Sirokospektralne p-laktamazy mozu byt
spolahlivo detegované pomocou PC do 1-2 hod. Samotna
technoldgia sa zatial neukdzala ako najdoleZitejsi hra¢ na
trhu s TCA, hoci uz boli spustené komeréné testovania.
Niektoré z vnimanych prekdZok samotnej metodolégie sa
tykajui schopnosti rozliSovaf bunkové poskodenie spdsobené
antibiotikami, autofluorescencie urcitych bakteridlnych dru-
hov a obrovského mnoZstva prace potrebnej na overova-
nie/potvrdenie klinickej databdzy a samotnej met6dy [8].

Mikro€ipy (z anglického Microarrays). Mikrocipové tech-
noldgie identifikuju Specifické sekvencie nukleovych kyse-
lin pouZitim komplementdrnych oligonukleotidov. Tieto
oligonukleotidy-sondy potom v pozitivnom pripade hybridi-

zujd so znaCenou DNA z analyzovanej vzorky. Pocetné Sti-
die pouZili mikro¢ipy na detekciu B-laktamdzovych génov
u gramnegativnych baktérif, z ktorych niektoré mdzu po-
skytnuf vysledky v priebehu jedného dia. V jednej Stadii
bola real-time PCR kombinovand s mikro¢ipom za tcelom
identifikacie respiracnych patogénov spdsobujicich zapal
plic a detegujica pritomnost 24 génov spojenych s rezi-
stenciou na B-laktdmové antibiotikd priamo z klinickych
vzoriek. Tato technika ukdzala vysoku citlivost a Specific-
kost na detekciu rezistentnych génov s detekénym limitom
10-100 DNA kopii [3].

Mikrocipova technoldgia poskytuje schopnost detegovat
Siroké mnoZstvo rozdielnych génov rezistencie v jednej
skuske v porovnani s pristupom zaloZenym na PCR, ktory
mdZze detegovaf len histku génov. Z toho dévodu su mikro-
¢ipy v zdsade vhodné pre baktérie, v ktorych je mnoZstvo
rozdielnych mechanizmov rezistencie alebo variant jedného
mechanizmu, ako napriklad pripad B-laktamdz u gramnega-
tivnych baktérii. Data ziskané z mikroCipov pouzitim vyssie
uvedeného pristupu sa nemusia stidle zhodovaf s feno-
typovou rezistenciou a tento pristup neposkytuje MIC hod-
noty. NavySe tdto metéda mdze matf obmedzenti schopnost
detegovat rezistenciu v izoldtoch poskytujicich nové a ne-
charakterizované mechanizmy rezistencie [3].

Mikrofluidika (z anglického Microfluidics). Bolo ukdza-
né, Ze pristroj pozostdvajici z mikrofluidnych agarézovych
kandlov mdZe sledovaf rast jednotlivych buniek pouZitim
mikroskopie za pritomnosti antibiotik. PouZitim tohto pri-
stupu mozu byt ziskané priblizné MIC hodnoty v priebehu
3—4 hod. [15]. V inej $tddii bola pouzita elektrochemicka
kvantifikdcia hladin 16S rRNA na meranie bakteridlneho ra-
stu za pritomnosti antibiotika. Tato metéda bola potvrdena
priamo na vzorkdch mocu pacientov a bola schopna poskyt-
nit vysledky citlivosti baktérii na antibiotikd do 3,5 hod.
S 94% zhodou so Standardnymi TCA metédami. Bol vyvi-
nuty aj mikrofluidny pH senzor, ktory mdZe byt pouZity na
detekciu pH zmien, ktoré sa vyskytuji pocas bakteridlneho
rastu za pritomnosti antibiotik, kvoli akumulacii metabolic-
kych produktov. S tymto pristupom moZu byt generované
krivky bakteridlneho rastu za kritky ¢as (2 hod.) pouZitim
nanolitrovych objemov kultir. Tato nova metdda poskytuje
spolahlivii metédu na rychle uréenie MIC hodnét jednotli-
vych antibiotik [3].

Okrem vel'mi malych objemov analytu, ktoré st potrebné
na vykonanie tejto skusky, tento pristup ma vyhodu aj
v tom, Ze moZe byt velmi automatizovany a s potencidlom
poskytniif vysledky extrémne rychlo. Cipy pouZité v tychto
skuaskach mdzu byt vloZené do prenosnych pristrojov a vda-
ka ich malej velkosti m&Zu ulahcif testovanie citlivosti na
antibiotikd v mieste lie¢by. V mnohych pripadoch mikroflu-
idné pristroje nepriamo meraji bakteridlny rast za pritom-
nosti antibiotika, a preto budd dosiahnuté vysledky dobre
korespondovat s fenotypovou rezistenciou. Toto hladisko ro-
bi tito metdédu tiez vhodnou na pouZitie pri detekcii rezi-
stencie u baktérii, pre ktoré nie si mechanizmy rezistencie
dobre zname [3].

Pristupy zaloZené na lyze buniek po inkubaécii s antibioti-
kom (z anglického Cell Lysis-Based Approaches). Bakte-
ridlna kultira je najprv inkubovand so Zelanymi koncentra-
ciami antibiotika a potom imobilizovand v agarézovom
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mikrogéli. Imobilizované baktérie si potom ponorené do ly-
zacného roztoku, ¢o ma za nasledok rozklad nukleoidu
v baktéridch, ktoré boli ovplyvnené pocas inkub4cie s anti-
biotikom. Nésledne su baktérie inkubované s DNA-$pecific-
kym fluorescenénym farbivom a neporusenost nukleoidu je
zviditeInend mikroskopiou (fragmentacia nukleoidu je vidi-
telnd u citlivého kmeia, zatial ¢o rezistentny kmer si udr-
Zuje neporuseny nukleoid). Tento pristup bol potvrdeny na
detekciu chinolénovej a ampicilinovej rezistencie u E. coli
a taktieZ na detekciu rezistencie na karbapenémy u A. bau-
mannii. Postup mozZe byt vykonany za 100 min. a ukdzal
dobru koreldciu s mikrodiluénymi a Etest datami. Tento pri-
stup by mohol poskytnif priblizné MIC hodnoty, pretoZze
fragmentécia nukleoidu je zviditelnend po inkubdcii s ro6z-
nymi koncentrdciami testovanych antibiotik. Doposial popi-
sané Stddie overili techniku len pouZitim purifikovanych
bakteridlnych kultir a ostava este overif, ¢i moZe byf tito
technika pouzita priamo na klinické vzorky. Vyhodou tejto
metddy je, Ze vysledky su ziskané bez ohladu na mechaniz-
mus, ktory produkuje rezistenciu [3].

RNA znaky (z anglického RNA Signatures). Na rozdiel
od DNA, RNA transkriptom navySe poskytuje aj velmi
dodlezité dynamické fenotypové informacie. V skratke, ex-
pozicia antibiotikdm moze spustif transkripéné reakcie u cit-
livych, ale nie u rezistentnych mikrébov v priebehu niekol-
kych mintt [16,17]. Jednd sa vlastne o identifikdciu SOS
protefnov (Sokové proteiny), ked’Ze vyvoj antibiotickej rezi-
stencie bol prepojeny aj s bakteridlnou SOS odpovedou na
stres. Transkripcné reakcie u citlivych baktérii mdZu maf za
nasledok vznik rezistencie na antibiotikum. Po¢as normal-
neho rastu baktérie (bez pritomnosti antibiotika) su tieto
SOS gény potlacené. SOS odpoved bola doposial’ popisana
u mnohych bakteridlnych druhov, avS§ak nie je znamy pres-
ny pocet indukovanych proteinov tvoriacich sucast celkovej
SOS odpovede u jednotlivych patogénov. VicSina SOS gé-
nov kdduje proteiny, ktoré sui zapojené do ochrany, opravy,
replikdcie, mutagenézy a metabolizmu DNA. Bolo popisa-
né, Ze niektoré antibiotikd pouZivané v klinickej praxi, ako
napriklad chinolény a streptomycin, st dobrymi induktormi
SOS odpovede a nasledne zvysuji mutacnu frekvenciu [18].
Chinolény, DNA poskodzujiice antibiotikd, mdzu tiez sti-
mulovat vznik rezistencie na liek prostrednictvom rekombi-
ndcie nezdvislej na SOS odpovedi a skrz indukcie procesov
sprostredkovanych pomocou RecA, vratane homologickej
rekombindcie a SOS-riadenou polymerdzou nachylnou
k chybam [19-21]. B-laktamdzy mozZu tieZ indukovat SOS
odpoved pomocou RecA a DpiAB dvojzlozkového systému,
pricom tieto lieky ukdzali aj schopnost indukcie DinB
spdsobom nezdvislym od SOS, ¢o malo za nasledok zvySe-
né posunové muticie [22-24]. Stidium tychto SOS génov
(SOS regulén) pomoZze lepSie pochopif vyvoj bakteridlnej
rezistencie voci antibiotikdm. NavySe, zablokovanie induk-
cie SOS génov by mohlo byf prostriedkom zabranujicim
vyvoj bakteridlnej rezistencie a sliziacim na kontrolu vy-
znamnych patogénov.

Dalej bolo ukdzané, 7e detekcia siiboru RNA transkriptov
u patogénov mdze poskytnif postacujicu Specifickost na
presné diagnostikovanie pritomnosti Sirokej skdly patogé-
nov a rozliSif organizmy citlivé a rezistentné na antibioti-
kum. Pouzili sa pritom komerc¢ne dostupné metddy na sta-

novenie mnozstva RNA (nCounter analysis, NanoString
Technologies), ktoré vyZaduji minimélne oSetrenie vzoriek
a Ziadne enzymatické spracovanie. RNA v neupravenom
kultiva¢nom lyzéte alebo vo vzorkdch pacientov bola hybri-
dizovana so siborom fluorescencne znacenych oligonu-
kleotidovych sond navrhnutych tak, aby oznacili Specifické
transkripty v rdmci Sirokej Skély sledovanych organizmov.
Sondy navrhnuté pre dany organizmus oznacia transkripty,
ktoré identifikuju organizmus Specificky na drovni druhu
a zarovenl umoziuji meraf ich transkripént reakciu po vy-
staveni antibiotiku. Prirodzend hojnost RNA transkriptov
spolu s vylepSenymi RNA detek¢nymi metédami ndm
umoziuje urcif tieto expresné Crty priamo zo vzoriek pa-
cientov bez potreby dalsej izol4cie organizmu alebo purifi-
kacie nukleovych kyselin a amplifikécie [16].

VéZenie mikrobidlnych buniek pomocou vibrujdcich
konzol (z anglického Microbial Cell Weighing by Vibrating
Cantilevers). Konzoly obsahujice malé kandly umoZiiujice
mikrobidlny prechod moézu byt vytvorené tak, aby vibrovali
nepretrzite. Ked baktéria cez ne prejde, ich vdha (v rozsahu
fentogramov) moZze zapriCinif zmenu vo frekvencii pohybu
konzoly. CiZe menej husté bunky zapri¢inia inti zmenu, ako
hustejSie bunky. Ked st bunky vystavené antimikrobidlnym
latkam, ich rastica hustota sa meni a to je meratelné. Tento
princip bol osvedCeny pouZitim ampicilin-rezistentnych
a citlivych izolatov Citrobacter rodentium. Bolo tieZ ukaza-
né, Ze resusciticia oboch fenotypov po osmotickom Soku za
pritomnosti alebo nepritomnosti ampicilinu umoziuje ry-
chlu diferencidciu v kratkom ¢asovom rozpiti [8].

Dalej bol vyvinuty rychly biosenzor na detekciu bakte-
ridlneho rastu pouzitim vibrujicich konzol, ktoré obsahuji
urcity pocet fixovanych, ale stdle Zivych buniek. Zmena vo
frekvencii rezonancie ako funkcia narastajticej hmotnosti na
konzole vytvdra zdklad pre detekénud schému. Vypocitand
hmotnostnd senzitivita podla mechanickych vlastnosti sen-
zora konzoly je priblizne 50 pg/Hz, o predstavuje hmotnost
asi 100 buniek E. coli. Senzor bol schopny detegovat aktiv-
ny rast buniek E. coli pocas 1 hodiny. Okrem toho mozZe byt
nepotlaceny rast rezistentnych buniek stanoveny pocas 2 hod.
po pridan{ antibiotik. Technolégia konzol bola tiezZ pouZitd na
stanovenie vizby vankomycinu s prekurzormi bunkovej steny
a na meranie uc¢inkov kolistinu na P. aeruginosa [8].

Pouzitie visutych nanokandlovych rezonatorov (z anglic-
kého Suspended Nanochannel Resonators, SNR) na mera-
nie bakteridlnej hmotnosti v roztoku bolo eSte presnejsie.
SNR sa skladal z konzoly so zabudovanym nanokandlom.
Okrem toho bola zavedend novd metdda, ktord pouziva od-
stredivd silu spdsobenu vibraciami konzoly, ktord sliZi na za-
chytenie Ciasto€iek na volnom konci SNR. Konzolové systé-
my a presné meracie techniky nepochybne poskytuju
zaujimavi moznost pre vyvoj multiplexovych TCA metdd [8].

Obmedzenim konzolovej metddy je to, Ze neposkytuje
Ziadne informécie o metabolickom stave mikroorganizmu in-
fikujiceho pacienta. Preto nie je mozné urcif, ¢i antibiotikda
potlacaju bakteridlny rast a Zivotaschopnost. Stucasné Studie
popisali urcenie antibiotickej rezistencie u baktérii prostred-
nictvom monitorovania metabolickej aktivity baktérie.

Met6édy monitorujice metabolickd aktivitu patogénov.
NajzaujimavejSou nanotechnologickou metddou sledujicou
ucinnost antibiotik je pouzitie uhlikového zvizku elektrod
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a cyklickej voltametrie (z anglického Carbon Electrode
Arrays and Cyclic Voltametry). V tomto pripade st zahu-
stené bakteridlne kultiry spociatku inkubované s r6znymi
antibiotikami, potom sud pridané oxida¢né roztoky kyanoze-
lezitanu a dichlérfenol-indofenolu a nasledne si vykonané
amperometrické merania pouzitim uhlikovych elektréd.
Elektrédy zaznamenali amperometrické odozvy pradu
z premeny kyanoZelezitanu na kyanaZeleznatan za menej
ako hodinu, ktoré si markermi prenosu elektrénov kvoli
metabolickej aktivite baktérif a respircii. Bolo pozorované,
Ze pod inhibi¢nou koncentraciou antibiotika sa amperome-
trické prady znizili. To umoznilo uréenie inhibi¢nej kon-
centricie (ICsy) chloramfenikolu u E. coli, ktory potladil
50 % metabolickej aktivity u baktérii, potencidlne ulahcu-
juci rychlu identifikdciu ostatnych t¢innych antimikrobidl-
nych latok. PouZitie vysokej koncentracie baktérii (OD > 0,1;
1 x 108), potreba Specializovanych roztokov, vstrebdvanie
antibiotika samotnou elektrédou a pre uzivatel'a nepristupné
datové vystupy mdzu branif pouzitiu metédy. Avsak farma-
ceuticky priemysel a vlddne organizacie by si mohli osvojit
tuto metddu kvoli citlivosti a rychlosti [25,26].

Nedédvno bola popisand ind Stddia, v ktorej boli pouZité
zlaté nanocCastice pokryté dextranom, ktoré sa za pritomnos-
ti uhfohydratovo-Specifickej zhlukovanie indukujicej latky
(concanavalin A) prejavili rozdielnym zhlukovanim v zavis-
losti na koncentricii Skrobu. Najmaé pri vyS$Sej koncentricii
uhlohydrétu bolo pozorované zna¢né zhlukovanie so sprie-
vodnym javom velkych plazménovych posunov, zatial co
pri miernych az nizkych koncentracidach boli pozorované
mensSie zhlukovania a menej markantné plazménové posuny.
Na zédklade tohto zistenia boli spociatku baktérie E. coli in-
kubované dve hodiny v pritomnosti réznych koncentracii
ampicilinu. Ndasledne boli alikvétne Casti tychto bakteridl-
nych kultir inkubované so zlatymi nanocasticami pokryty-
mi dextranom a latkou concanavalin A. Behom hodiny bolo
spektrofotometricky urcené, Ze 2 ug ampicilinu neinhibova-
lo rast, zatial' ¢o pri 4 ug bola dosiahnutd metabolickd inhi-
bicia baktérii. Na zaklade toho bolo zistené, Ze minimalna
inhibi¢na koncentrécia pre tento kmen je 8 pg ampicilinu.
Celkovy ¢as detekcie pritom trval 3 hod. [26,27].

Dalej bola vyvinutd metéda pouZivajica nanolastice
s oxidom Zeleza (z anglického Ironoxide-Nanoparticle-Based
Assay) na ulahcenie urcenia citlivosti lieku v krvi s magne-
tickym zoslabenim. Boli vymyslené dve odlisné metédy
spoliehajuice sa bud na sifaZenie, alebo na priamy vdzbovy
format. Pri sifazivom formdte sitaZili nanocastice oxidu Ze-
leza pokryté dextranom s karbohydratom v roztoku pocas
viazania na concanavalin A. Na druhej strane pri priamom
vizbovom formate bol concanavalin A spojeny s nanocasti-
cami oxidu Zeleza pokrytymi dextranom umozZilujicim spa-
janie nanocastic s nevyuzitymi uhlohydrdtmi vo vzorke. Pri
prvotnych Stddidch nanosenzory oxidu Zeleza ulahcili sta-
novenie mnoZstva Skrobu a monitorovanie bakteridlneho
rastu prostrednictvom zmien v spinovych relaxacnych do-
bach. Bolo predpokladané, Ze vzorky s neinhibi¢nymi kon-
centrdciami antibiotika majice tym nizSie hladiny uhlohy-
drétov ako vysledok aktivneho metabolizmu u baktérif, mali
by ukazat vicsie spinové relaxané Casy ulahcujice urcenie
antimikrobidlne;j citlivosti aj v nepriechfadnom médiu. Preto
vedci urcili, ¢i boli rozdielne mikroorganizmy rezistentné

alebo citlivé na ampicilin. Pocas 2,5 hod. nanosenzory oxi-
du Zeleza pokryté dextranom urcili, Ze E. coli a Shigella
sonnei boli citlivé na 8 pg ampicilinu, zatial ¢o Serratia
marcescens bola rezistentnd voci tomuto antibiotiku. Tieto
vysledky boli potvrdené aj pomocou zakalovej metédy po
24 hod. inkubdcii, ¢o ukazuje, Ze nanocasticovd metdda je
rovnako citliva a spolahliv, ale rychlejsia ako tito referenc-
nd metdda. Tieto zistenia naznacujd, Ze metddy antimikro-
bidlnej citlivosti zalozené na nanotechnolégii mdzu byt také
citlivé a priame, ako tradicné met6dy, ale poskytujice rych-
lejsie vysledky, ktoré mdzu byt uZito€né pri prevencii epi-
démif a urychleni vyvoja novych liekov [26,28].

Izotermickd mikrokalorimetria — IMK (z anglického
Isothermal Microcalorimetry) je dynamicka technika, ktorda
umoziiuje meranie produkcie tepla bud ako rychlost toku
(uW/jednotkovy cas), alebo ako celkovy ndrast postupom
¢asu (Jouly/jednotkovy Cas) prameniaci z metabolizmu ak-
tivne rasticich buniek. Pribidajici narast tepla sa vSeobec-
ne zhoduje s beZznymi krivkami rastu v tom, Ze sklon a tvar
akumulujicej produkcie tepla koreSponduje s klasickou lag,
exponencidlnou a staciondarnou fizou. Maximdalne hodnoty
tepla predstavuji celkové mnoZstvo buniek vytvorenych po-
stupom Casu. Minimdlna tepelnd inhibicnd koncentricia
(z anglického Minimal Heat Inhibition Concentration, MHIC)
mdZze byt definovand ako najniZSia koncentrécia lie¢iva, kto-
rd bud inhibuje 50 % celkovej produkcie tepla, alebo ma
za nasledok 50% redukciu rychlosti toku tepla v zdvislosti
na testovanom lieéive. Postup si vyzaduje Specifické IMK
pristroje na meranie produkcie tepla s detekénym limitom
0,2 uW [8].

Pouzitie IMK na testovanie citlivosti bolo dspeSne pri-
sposobené na TCA u baktérif, mykobaktérii vratane M. tu-
berculosis a hib. Vyhody tejto techniky su nasledujice:
(a) je cenovo dostupnd a citlivd, (b) testovanie je realizova-
né v utesnenych ampulkdch zmierfiujicich bezpecnostné
obavy, ked hodnotime vysoko rizikové organizmy, (c) pa-
sivne monitorovanie, (d) kompletnd analyza poskytuje in-
formacie o maximadlnej rychlosti rastu organizmu, aktivity
lieku a spomaluje exponencidlnu fizu rastu (prediZend lag-
faza) spdsobent lickom, (e) moze napomdct pri predpove-
dani aktudlnej MIC [8].

Magnetick4 rotdcia gul6&ok (z anglického Magnetic Bead
Rotation). Ked st magnetické guldcky prenesené do otaca-
vého magnetického pola, navzdjom sa spdjaji a zaujmdu Spe-
cificky rotacny spin. Frekvencia roticie moze byt ovplyv-
nena viazanim molekul, virusov alebo baktérii. TakzZe ak su
guldcky vybavené s ligandom, ktory Specificky zachytdva
bakteridlne bunky, roticia gul6¢ok sa meni v okamihu za-
chytenia a tdto zmena mdze byt meratelnd. Ak budu vSetky
gulocky v médiu s kultdrou spojené s jednou alebo dvoma
bunkami, znova zaujmu konStantnu rota¢nu frekvenciu. Ak
sa baktéria zacne delif, rotacnd frekvencia sa zmeni. Ak je
bunkové delenie zabrzdené alebo zablokované antimikrobi-
alnymi latkami kvoli citlivosti, zmeny su zastavené. Ak je
baktéria rezistentna k pouzitej antimikrobidlnej latke, nasta-
ne zmena v rotacnej frekvencii. Tymto spdsobom mdze byt
antimikrobidlna rezistencia detegovand a presne kvantifiko-
vana [8].

Bol popisany aj antimikrobidlny test citlivosti zaloZeny na
raste pouZitim biosenzorov s asynchrénnou magnetickou ro-
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taciou guldcok. Udinky bakteridlneho rastu na rotéciu a tvar
zhluku spdjajicich magnetické mikroguld¢ky v rotaénom
magnetickom poli m6Zu byt sledované v tomto systéme po-
stupom Casu. Rota¢nd periéda (RP) narastd, ked’ sa organiz-
my mnoZzia a pripdjaji ku guldéckam pokrytym Specifickou
protilitkou pre dany organizmus, alebo ak je viskozita
v prostredi rastu zmenend. Pridanie antimikrobidlnych latok
v narastajucich koncentracidch zabratiuje narastu RP postu-
pom casu. Tento proces mdZe byt sledovany priamo pomo-
cou osvetlovania kultivaéného média (vo forme visiacej
kvapky) s diédou emitujicou svetlo alebo laser. Tato visia-
ca kvapka tiez slizi ako SoSovka vytvdrajica zvicSenie az
do 100x, takZe Struktira a rotacnd intenzita gul6¢kovych
agregitov moze byf sledovand mikroskopicky. Po pridani
streptomycinu a gentamicinu do Mueller-Hinton bujénu ob-
sahujiceho magnetické guldcky s protildtkami predbeZne
viazanymi k Standardizovanému inokulu E. coli boli zmeny
v RP pozorované mikroskopicky postupom ¢asu a zazname-
nané. Ako sa oCakdvalo, RP sa zvysila vzhladom k bakte-
ridlnemu rastu, priCom pri roztokoch obsahujicich vyssie
koncentracie antibiotika bolo ndzorne pozorované najnizsie
zvySovanie. Tato metéda mdze byt prevedend na nanolitrové
objemy obsahujicich 50 alebo menej bakteridlnych buniek
na kvapku, ¢o v podstate skrati trvanie testu [29].
Testovanie v mikrokvapdckach (z anglického Testing in
Microdroplets). Metdda je zaloZend na sledovani metabolic-
kej aktivity a Zivotaschopnosti bakteridlnych buniek v mikro
alebo nanokvapodckach. Bol vyvinuty systém pozostdvajici
z kvapdcok (100 nanolitrov) obsahujticich 103 baktérii na
kvapku a rozdielnych koncentricii antibiotik. Sledovanim
kvapocok pouzitim epifluorescencie mozu byt krivky rastu
monitorované pri kazdej koncentracii lieciva. Nedavno boli
pripravené také kvapocky, ktoré obsahovali iba jednu bakte-
ridlnu bunku. Tato technolégia mdze byt miniaturizovana
a lahko viacnasobne vyuzita vzhladom na pocet testovanych
antibiotik. Trvanie testu modze byt také kratke ako je jeden
alebo niekolko reprodukénych cyklov baktérie. Samozrej-
me, predtym ako sa tento pristup vyhodnoti ako rutinny
TCA prostriedok, bude nutné ur¢enie technickej reproduko-
vatelnosti a vyvoj adekvétnej referen¢nej MIC databdzy [8].

Aplikaéné technolégie vzdialenejS$ej budicnosti

Niekolko inova¢nych TCA metéd bolo navrhnutych a pre-
daleko od zavedenia do rutinnej klinickej mikrobioldgii.
Niektoré, vriatane bakteriofdgovej stratégie, boli uspesne
upravené na testovanie M. tuberculosis pouZitim rekombi-
nantnych fagov obsahujicich gény luciferdzy. Bolo ukdza-
né, Ze luciferdzovy test moze byt vykonany za nizke ceny do
dvoch dni a mdZze byt tspeSne pouZzity v laboratdridch roz-
vojovych krajin. BohuZial, tento inova¢ny pristup nebol vSe-
obecne akceptovany v diagnostickych mikrobiologickych
laboratdriach, pravdepodobne kvdli kontamindcii a problé-
mom s fagovou rezistenciou [8].

Real-time mikroskopovanie je jednou z inovacnych tech-
noloégif, ktoré mdzu byt aplikované na TCA v nie prili§
vzdialenej budicnosti. Kamerové systémy s vysokym rozli-
Senim boli komercializované a to ukazuje vysoky stupefi
ucinnosti. Tato technoldgia bola vyvinutd na pouzitie mi-

krokolénif a sériového fotografovania vzhfadom na pritom-
nost alebo nepritomnost antibiotik. Jednd sa o sledovanie
bakteridlneho delenia na bunkovej drovni za pritomnosti
alebo nepritomnosti antibiotik. Takéto technoldgie modzu
napomdct pri vyvoji jednodiiovych TCA testov urcenych
pre baktérie z pozitivnych krvnych kultivacnych nadob. To
poukazuje na to, Ze jednoduchy a staromddny test moze byt
stale prisposobeny na systémy, ktoré lepsie sliZia potrebam
pacientov [8].

Detekcia apoptickych markerov (zloziek produkovanych
pri programovanej bunkovej smrti). Bakteridlna bunkova
smrt sposobend pouzitim réznych baktericidnych antibiotik
pocas liecby je sprevddzand niekolkymi biochemickymi
markermi apoptdzy, vratane fragmenticie DNA, chromozo-
mového zrdZania, vystavenie fosfatidylserinu na vonkajSom
liste plazmatickej membrany a straty membranového poten-
cidlu [30]. ]V)alej bolo zistené, Ze baktericidne antibiotika
podporuji  produkciu reaktivnych foriem kyslika (ROS),
ktoré su dolezité apoptické regulatory u mnohobunkovych,
ako aj jednobunkovych eukaryotov [31-33]. RecA, multi-
funkény protein rozhodujici pre zachovavanie DNA a opra-
vu, bol tiez identifikovany ako dalsi uchddzac zapojeny do
antibiotikom indukovaného apoptického zaniku baktérie.
V silade s tymto zistenim bolo preukdzané Ze, RecA zohra-
va dodlezitd dlohu v smrti podobnej apoptéze (z anglického
Apoptosis-Like Death) u E. coli [34]. Predpokladd sa, Ze
identifikdcia a detailnd charakterizdcia drdh bakteridlne;j
programovanej bunkovej smrti (z anglického Programmed
Cell Death) sprostredkovanej liekom bude uZito¢nd na po-
chopenie a zmenSovanie ndrastu bakteridlnych kmeiov rezi-
stentnych na dostupné antibiotické liecby. Preto objasnenie
prepojenia odliSnych drdh programovanej bunkovej smrti
mdZe napomdct pri vyvoji novych antibiotickych stratégii
[35].

Celogenémové sekvenovanie (z anglického Whole-
Genome Sequencing). Pokroky v sekvenénych technold-
gidch DNA umoznili zoradif celé bakteridlne genémy ex-
trémne rychlo. Tieto metédy spolu s bioinformatickymi
ndstrojmi, ktoré mézu rychlo zhromaZzdif a analyzovat ob-
rovské mnoZstvo dat ziskanych z tychto sekvenénych cho-
dov, otvarajd moznosf pouZzitia tychto metdd na detekciu re-
zistencie na antibiotikd. Bolo popisanych mnozstvo $tidii
popisujucich celogenémové sekvenovanie malého mnozstva
klinickych izoldtov za tucelom charakterizovania genetic-
kych determinantov antibiotickej rezistencie. Cielom tychto
Stidif bolo primarne charakterizovaf kmene so zaujimavymi
profilmi fenotypovej rezistencie. V jednej Stiidii bolo pou-
zité celogendmové sekvenovanie na charakterizovanie pro-
filov rezistencie u 200 bakteridlnych izoldtov zo 4 bakte-
ridlnych druhov k rdéznym antibiotikdm a vysledky boli
porovnané s vysledkami ziskanymi testovanim fenotypovej
citlivosti. Bola pozorovand vysokd zhoda (takmer 100%)
medzi oboma technikami, ¢o poukazuje na to, Ze data zis-
kané z genémovych sekvencii mézu v niektorych pripadoch
dobre nadvdzovaf na fenotypovu rezistenciu. Hlavnymi ne-
vyhodami metédy si dlhy cas sekvenovania a zvySené na-
klady. Hoci v jeho sicasnej forme nemusi byt vhodné na ru-
tinné testovanie, celogendmové sekvenovanie ukdzalo svoj
uzitok v sledovani vyskytu klinicky vyznamnych kmetiov
(MRSA a E. coli O104:H4). Bezpochyby, genémové sekve-
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novanie bude stdle viac pouZzivané v laboratéridch klinickej
mikrobioldgie, hned ako poklesnd ceny za sekvenovanie
a vzrastie rychlosf sekvenovania a analyzy. AvSak treba
zmienif, Ze DNA sekvenovanie sa spolicha na identifikaciu
genetickych determinantov rezistencie, o mdZe obmedzif
schopnost detegovaf nové a necharakterizované mechaniz-
my rezistencie [3]. Napriek tomu sa predpokladd, Ze sekve-
novanie novej generdcie (z anglického Next-Generation
Sequencing — sekvenovanie celobunkovej DNA a RNA),
RNA sekvenovanie (z anglického RNA Sequencing — Std-
dium a definicia rozdielov v génovej expresii prostrednic-
tvom sekvenovania), sekvenovanie transkriptému a celogé-
nové sekvenovanie modzu poskytnif v blizkej budicnosti
nové moznosti na predikciu rezistencie [8].

Zhrnutie

Tento prehlad poskytuje zhrnutie existujucich technoldgii,
ktoré mozu byt aplikované na diagnézu infekcii spdsobe-
nych mnohondsobne rezistentnymi baktériami. Konven¢né
TCA met6dy maju svoje diagnostické nedostatky: su vseo-
becne Casovo ndrocné a vysledky sa dostavia neskoro. Na
druhej strane sd vSak velmi spolahlivé, dobre uzndvané
a cenovo prijatelné. Kazda popisand metdda sa usiluje hlav-
ne o skritenie Casu potrebného na detekciu rezistencie
v bakteridlnych patogénoch, avSak v mnohych pripadoch
zostava eSte overif, Ci tieto pristupy poskytuji dostacujicu
citlivost a Specifickost. Musia byt tieZ vykonané mnohé stu-
die poskytujice informécie na klinické potvrdenie tychto
pristupov. Jedno z hlavnych obmedzeni tychto met6d je ne-
suhlas medzi pritomnosfou determinantu rezistencie a feno-
typovou rezistenciou. Treba tieZ zvazif, ako sa inovacné me-
tédy popasuji s novymi alebo necharakterizovanymi
mechanizmami rezistencie, pretoZe neschopnost testu iden-
tifikovat rezistenciu, bude viest ku chybdm. Ale za pred-
pokladu potencidlnych vyhod stvisiacich so zlepSovanim
vysledkov u pacientov (napriklad zniZenim dmrtnosti, cho-
robnosti, ndkladov spojenych so zdravotnou starostlivostou
o zdravie a zniZzenim ¢asového tiseku, pocas ktorého je apli-
kovana empirickd lie¢ba) pokracujici vyvoj tychto pristu-
pov je zaruceny. KIi¢ové pouzitie techniky bude urc¢ené na
skorud detekciu mnohondsobne rezistentnych organizmov pri
vaznych infekcidch (napr. sepsa). Navyse, tieto nové mole-
kulové technolégie budu tiez viest k lepSiemu pochopeniu
patogenézy chordb. Nie sme si vSak isty, ktord metéda bude
najvyhodnejSia. MoZeme vSak vidief, Ze niekol’ko novych
TCA technolégif uz klope na dvere [3].
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Metody fenotypového dokazu New Delhi metallo-beta-lactamase
(NDM-1) u Klebsiella pneumoniae izolovanych na Slovensku

E. SCHRETEROVA?, V. TAKACOVAL, M. NIKS?, L. PASTVOVA?, L. TOMCO3, L. SIEGFRIED*
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SUHRN
Schréterova E., Takacova V., Nik§ M., Pastvova L., Tom¢o L., Siegfried L.: Met6dy fenotypového dokazu New Delhi metallo-beta-lac-
tamase (NDM-1) u Klebsiella pneumoniae izolovanych na Slovensku
Ciel prace: Cielom tejto prace bolo popisat prvy zachyt a fenotypovy dokaz New Delhi metallo-beta-laktamazy produkovanej Klebsiella
pneumoniae u pacientov na Slovensku.
Materidl a metédy: V obdobi od 27. 10. 2012-22. 1. 2013 sme pomocou skriningovych testov izolovali u 5 pacientov 25 izolatov
Klebsiella pneumoniae, u ktorych boli MIC meropenemu > 32 mg/L a MIC ertapenemu > 4 mg/L. V3etky izolaty sme dalej testovali
pomocou Modifikovaného Hodge testu, kombinovaného diskového testu s EDTA, dvojitého diskového testu synergie s EDTA a MBL
E-testu. Na potvrdenie produkcie metalo-f-laktamazy a jej blizsiu identifikdciu sme izolaty odoslali do Narodného referenéného cent-
ra pre sledovanie rezistencie mikroorganizmov na antibiotika pri Urade verejného zdravotnictva Slovenskej republiky.
Vysledky: Vsetky izolované izolaty boli vo vietkych fenotypovych testoch pozitivne. U prvoizolovaného kmeria bola pomocou PCR am-
plifikacie a nasledného sekvenovania a porovnania sekvencie s databazou Genbank, dokazana produkcia New Delhi metalo-beta-lak-
tamazy (NDM-1).
Zgver: Podla nasich vedomosti ide o prvy zachyt NDM-1 u Klebsiella pneumoniae v Slovenskej republike. Vdaka zavedeniu prisnych
hygienicko-epidemiologickych opatreni sme ku dneinému diu (31. 1. 2014) dalsie Sirenie alebo novy vyskyt NDM-1 karbapenemazy
u pacientov v Univerzitnej nemocnici Louisa Pasteura Kosice nezaznamenali.

Kliicové slova: karbapenemdzy, karbepaeném rezistentné enterobalktérie, NDM-1, fenotypové testy, dékaz

SUMMARY
Schréterova E., Takdcova V., Nik§ M., Pastvova L., Tom¢o L., Siegfried L.: Methods of phenotypic determination of New Delhi me-
tallo-beta-lactamase (NDM-1) in Klebsiella penumoniae isolated in Slovakia
Objectives: Reported is the first isolation and phenotypic determination of Klebsiella pneumoniae producing New Delhi metallo-beta-
lactamase (NDM-1) isolated from patients in the Slovak Republic.
Material and methods: Between 27 October 2012 and 22 January 2013, twenty-five isolates of Klebsiella pneumoniae collected from
5 patients were identified with MIC of meropenem > 32mg/L and MIC of ertapenem > 4 mg/L in screening tests. Next, all isolates
were assessed with the modified Hodge test, combined disk test with EDTA, double disk synergy test with EDTA and MBL E-test.
To confirm production of MBL in isolated strains of Klebsiella pneumoniae, all strains were sent to the National Reference Center for
Antibiotic Resistance in Bratislava.
Results: All strains were positive in all phenotypic tests. In the first carbapenem-resistant isolate, NDM-1 production was confirmed by
PCR amplification, sequencing and comparison with the GenBank.
Conclusions: To the best of our knowledge, this is the first case of isolation of NDM-1 from Klebsiella pneumoniae in the Slovak
Republic. As of 31 January 2014, with well-established and strict epidemiological and preventive measures, there was no further spread
or another outbreak of NDM-1 producing Enterobacteriaceae in Louis Pasteur University Hospital in Kosice.

Keywords: carbapenemases, carbapenem-resistant Enterobacteriacae, NDM-1, phenotypic determination, evi-
dence
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Uvod

Narastajica rezistencia proti antibiotikdm u gramnegativ-
nych baktérii a postupny ndrast po¢tu multirezistentnych
a neskor aj panrezistentnych gramnegativnych pévodcov za-
vaznych ochoreni sa stal celosvetovym problémom.
Postupna strata G¢innosti cefalosporinov, fluorochinolénov
a aminoglykozidov vyvolala v ostatnom obdobi ndrast spo-
treby karbapenémov, o sa odrazilo aj v novom fenoméne —
objaveni sa enterobaktérii rezistentnych proti karbapené-
mom. Takyto vyvoj potvrdzuje aj Stidia z Grécka, kde stu-
pol podiel kmetiov necitlivych proti karbapenémom z mene;j
ako 1 % v roku 2001 na 20 % v roku 2006 [1]. Talianska
skupina, ktord sledovala klebsiely rezistentné proti karba-
penémom, zistila v obdob{ 1. 1. 2009-30. 4. 2012 nérast po-
dielu necitlivych kmetiov z 2 % v roku 2009 na 19 % v ro-
ku 2012 [2].

NajcastejSou pricinou rezistencie proti karbapenémom je
tvorba karbapenemdz, v mensej miere sa na znizZenej citli-
vosti proti karbapenémom uplatiiujd aj zmeny v Struktire
bunkovej membrany.

Gény kédujtice rezistenciu proti karbapenémom moézu byt
umiestnené na chromozémoch alebo si v génovych kaze-
tdch na mobilnych génovych elementoch. Okrem génov ké-
dujucich rezistenciu proti karbapenémom sa pomocou mo-
bilnych génovych elementov prendSa rezistencia aj proti
inym antibiotikdm, najcastejSie aminoglykozidom a chino-
I6nom. Pre stuc¢asni pritomnost r6znych mechanizmov rezi-
stencie, st takéto kmene zvycajne citlivé len na kolimycin.

Karbapenemazy su v klasifikacii podla Amblera zaradené
do tried A, B a D [3]. V Amblerovej triedach A a D sa na-
chadzaju serinové karbapenemazy, ktorych aktivita je via-
zand na serinovy zvysok v aktivnom mieste enzymu. Tieto
enzymy hydrolyzuju vSetky beta-laktdmové lieciva. V trie-
de B sa nachddzaju takzvané metalo-B-laktamazy (MBL),
ktoré maji vo svojom aktivnom mieste dvojmocny zinok.
Do substratového spektra MBL patria peniciliny, cefalospo-
riny a karbapenémy. Nehydrolyzuju aztreonam a inhibované
su cheldtormi dvojvalentnych katiéonov ako napriklad EDTA
a kyselina dipikolinova.

Obr. 1
Schématické znazornenie rozloZenia diskov
pre testovani produkcie karbapenemaz
Vlavo: Rozlozenie diskov pri DDST.
Vpravo: RozlozZenie diskov pri kombinovanom teste.

o O O

CAZ EDTA IMI

O

O

IMI+EDTA

O

MEM+EDTA

O

Medzi najcastejSie izolované MBL u enterobaktérii patria
IMP (angl. Imipenase), VIM (Verona imipenase), NDM
(New Delhi metallo-beta-lactamase), SPM-1 (Sao Paulo
metallo-beta-lactamase), GIM-1 (German imipenase), SIM-
1 (Seoul imipenase). K celosvetovo roz§irenym MBL patria
IMP, VIM, NDM, zatial ¢o SPM-1, GIM-1, SIM-1 neprek-
ro€ili hranice $tatu, v ktorom boli pévodne izolované [4].

Vyhladavanie producentov karbapenemadz je rozhodujice
z hladiska racionalizécie antibiotickej terapie a kontroly
Sirenia rezistencie proti karbapenémom. Na vyhladdvanie
producentov karbapenemdz slizia skriningové testy, kto-
rych breakpointy uruje Eurdpska komisia pre testovanie
antibiotickej citlivosti (EUCAST) (tabulka 1) [5]. Kazdy
kmen, pozitivny v skriningovych testoch, je nutné konfir-
movat. Zakladom konfirmacného testu produkcie karbape-
nemdz je ddkaz Stiepenia prislusSného substrdtu enzymom
extrahovanym z baktérie. Techniky moézu byf napriklad
spektrofotometrické, chromatografické atd’. Testy, ako na-
priklad MALDI-TOF [6] a CarbaNP [7], dokazu so Spe-
cifickosfou blizkou molekuldrnym testom urcif pritomnost
teoreticky akejkol'vek karbapenemdzy do 2 hodin. Vyhodou
tychto testov je, Ze zachytia aj nové enzymy, ktorych mole-
kuldrna detekcia nie je eSte mozna.

V beznej klinickej praxi sa stretdvame s tzv. “klinickymi
fenotypovymi konfirmaénymi testami‘, medzi ktoré patria
Modifikovany Hodge test a testy synergie [8—11]. Modifi-
kovanym Hodge testom (MHT) vieme detekovaf difuzibilné
karbapenemdzy. Pomocou testov synergie dokdZeme sledo-
vat inhibiciu karbapenemaz pomocou $pecifického inhibito-
ra. Pre MBL je Specifickym inhibitorom kyselina dipikoli-
novéd a EDTA.

V sicasnosti uz EUCAST MHT na identifikaciu izolatov
produkujicich karbapenemdzy neodporica. Dovodom je
vysoka falo$nd pozitivita pri kmetioch produkujucich beta-
laktamazy typu AmpC, resp. ESBL v kombindcii so zniZe-
nou expresiou porinov [5]. Podobne Girlich so spoluautor-
mi [12] uvddza Casti faloSnd negativitu tohto testu pri iden-
tifikacii NDM-1 enzymov.

Pri testoch synergie vyuZivajicich EDTA Giske a spol.
2011 popisuju faloSnu pozitivitu u 4 z 34 KPC produkuju-
cich Klebsiella pneumoniae, u 1 z 9 izolatov Klebsiella
pneumoniae produkujicich CTX-M so stratou porinov a u 4
z 9 OXA-48 produkujicich Klebsiella pneumoniae.
Citlivost testov synergie vyuzivajicich EDTA bola v naSom
pripade 100%. Pri kombinovanom diskovom teste s kyse-
linou dipikolinovou s obsahom 1000 pg, dosiahli Giske
a spol. citlivost a $pecifickost 100 %. Ziadna interakcia ale-
bo synergia s inymi mechanizmami rezistencie zistend ne-
bola [10].

NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase)

V roku 2008 sa u Klebsiella pneumoniae objavila plazmi-
dovo viazand metalo-B-laktaméaza (NDM-1), ktora sa v krat-
kom case rozsirila do celého sveta.

NDM bola prvykrét detekovana u Klebsiella pneumoniae
v roku 2008 vo Svédsku u pacienta predtym lie¢eného
v Indii [13]. Gén blaypy.; sa nachddza na konjugativhom
plazmide, ¢o ulahcuje jeho Sirenie. Problémom byva stias-
ny prenos rezistencie proti inym antibiotikdm (aminoglyko-
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Tabulka 1
Klinické breakpointy a skriningové hodnoty pre enterobaktérie produkujlice karbapenemazy (EUCAST)

MIC (mg/L) Diskovy difiizny test s 10 pg diskami
Karbapeném Priemer inhibi¢nej z6ny (v mm)
Citlivy/Intermedidrny Skriningova hranica Citlivy/Intermediarny Skriningov4 hranica
breakpoint breakpoint
Meropeném! <2 > 0,12 >22 <252
Imipeném? <2 >1 =22 <23
Ertapeném* <05 > 0,12 225 <25

'Najlepsia proporcionalita medzi citlivostou a Specifickosfou.

2V niektorych pripadoch méze inhibi¢ba zéna producentov OXA-48 dosahovaf az 26 mm. V krajinach, kde sa producenti OXA-48
vyskytuji endemicky, sa odportica skriningova hranica < 27 mm aj napriek zniZenej Specificite testu.

3Imipeném sa pre jeho nizku diskrimina¢ni schopnost neodportica ako samostatné skriningové antibiotikum.

“Ertapeném ma vysoku citlivost, ale nizku $pecificitu, preto sa na rutinné testovanie neodporuca.

zidy) spolu s génom blaNDM-1. Od roku 2010 boli opisané
dalsie varianty NDM-1. V Egypte bol u kmeiia Acineto-
bacter baumanii stanoveny variant NDM-2 [14]. Pri izolate
Escherichia coli, izolovanom od pacienta v Indii, bol zachy-
teny variant NDM-4, ktorého karbapenemdazova aktivita je
porovnatelnd s NDM-1 [15]. Nedavno identifikovany va-
riant NDM-5, produkovany kmeniom Escherichia coli, bol
izolovany u pacienta, ktory bol hospitalizovany v Indii [16].

V clanku popisujeme prvy zachyt NDM-1 u Klebsiella
pneumoniae na Slovensku.

Material a met6dy
V obdobf od 27. 10. 2012-22. 1. 2013 sme pomocou skri-
ningovych testov, zaloZenych na stanoveni MIC meropené-

Obr. 2
Ddkaz produkcie karbapenemaz
pomocou MHT
(foto: Schréterova, 2012)

Obr. 3
Fenotypovy dokaz produkcie
metalo-B-laktamaz
pomocou DDST. DDST
s rozsirenymi inhibi¢nymi
smerom k disku s EDTA
(foto: Schréterova, 2012)

mu, izolovali 25 izolatov Klebsiella pneumoniae, s MIC
meropenému > 32mg/L a MIC ertapenému > 4mg/L. Tieto
izolaty boli izolované od 5 pacientov hospitalizovanych na
roznych oddeleniach UNLP Kogice. Dalgia charakteristika
izolatov je uvedend v tabulke 2.

Prvym pacientom, u ktorého bola izolovanad Klebsiella
pneumoniae s rezistenciou proti karbapenémom bol pacient
¢islo 1, ktory bol prijaty na Kliniku drazovej chirurgie s po-
urazovym epidurdlnym krvdcanim. Ndsledne bol preloZeny
na Neurochirurgicku kliniku, kde bol hospitalizovany aj pa-
cient ¢islo 5. Pacient ¢islo 1 bol neskor preloZeny na Kliniku
anestezioldgie a intenzivnej mediciny (KAIM), kde boli
v Case jeho hospitalizdcie prijati aj pacienti ¢islo 2 a 3.
Pacient ¢islo 4 bol spolu s pacientom cislo 2 hospitalizova-
ny na Klinike hematolégie a onkohematoldgie.

Obr. 4
Fenotypovy dokaz produkcie
metalo-B-laktamaz
pomocou kombinovaného testu.
Vpravo hore disk s kombinaciou
imipeném+ EDTA,
vpravo dole meropenem+ EDTA.
(foto: Schréterova, 2012)
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g = o o < SIS o Qg lg LT < E kontrolu pripadného bakteriostatické-
g E & A & Al A A Al A|A % g g ho tu¢inku EDTA sme na platiiu
3 « « =2 2 umiestnili aj samostatny blank disk
S By | < <« < + | < < | << gg g€ s obsahom 10 pg 0,IM EDTA [9]
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EDTA a meropenem+ EDTA. Toto rozsirenie bolo vicSie
ako Smm v porovnani s inhibi¢nymi zénami diskov imipe-
nemu a meropenemu (obr. 4).

Pri testovani pomocou MBL E-testu bola zretelna deforma-
cia inhibicnej zény (obr. 5) u vsetkych testovanych izolaty.

Na blizsie urcenie typu metalo-B-laktamazy sme izolaty
odoslali do Narodného referenéného centra pre sledovanie
rezistencie mikroorganizmov na antibiotika pri Urade verej-
ného zdravotnictva Slovenskej republiky (NRC pre ATB
UVZ SR). Produkcia karbapenemazy bola dokdzana pomo-
cou CarbaNP testu [7]. Amplifikdciou génu bla NDM, jeho
sekvenovanim (Macrogen Inc., Soul, Juznad Korea) a nasled-
nym porovhanim s databdzou GenBank bola metalo-§3-lak-
tamaza identifikovana ako NDM-1 [17]. Podla naSich vedo-
mosti ide o prvy zdchyt NDM-1 u Klebsiella pneumoniae
u pacientov v Slovenskej republike.

Diskusia a zéver

Na vzrastajicom pocte rezistentnych kmeriov sa spolupo-
diela niekolko faktorov. Za najvyznamnej$i sa povaZuje
vplyv selekéného tlaku antibiotik, ktory vedie k selekcii Zi-
votaschopnych rezistentnych mutantov. Rezistenciu je naju-
¢innejsie eliminovaf, kym je jej vyskyt lokdlny. Pri celosve-
tovom roz$ireni je to uZ skoro nemozné. Zikladom
prevencie lokdlneho S§irenia rezistencie je dodrZiavanie hy-
gienického Standardu nielen pri oSetrovani pacientov s po-
rusenou ochrannou bariérou pre vstup infekcie, ale aj u ko-
lonizovanych pacientov.

Na vyhladdvanie izoldtov rezistentnych proti karbapené-
mom u kolonizovanych pacientov sa mézu vyuzit selektiv-
ne chromogénne média ako napriklad CHROMagar KPC
(CHROMagar, Paris, FR), CRE Brilliance (Thermo Fisher
Scientific, UK), alebo Supercarba médium (CSC, Bicétre,
Pr. P. Nordmann).

U kazdého izolatu je nutné produkciu karbapenemaz po-
tvrdif. Pri klinickych konfirma¢nych testoch sa mézu vyuzit
testy synergie, pri ktorych sa vyuzivajui Specifické inhibito-
ry. Pre karbapenemadzy triedy A je Specifickym inhibitorom
kyselina boronova, metalo-beta laktamazy sd inhibované di-
pikolinovou kyselinou alebo EDTA. Pre karbapenemazy
triedy D zatial nebol $pecificky inhibitor stanoveny. Na pro-
dukciu OXA- 48 sa da usudzovat pri vysokej rezistencii pro-
ti temocilinu.

Najlepsie validovanymi testami si kombinované diskové
testy, ktoré st aj komerc¢ne dostupné [10,18]. Produkcia kar-
bapenemdzy testovanym kmenflom sa prejavi zvidcSenim
priemeru inhibi¢nej z6ny disku s obsahom 10 ug meropené-
mu a $pecifickym inhibitorom v porovnani s priemerom in-
hibi¢nej z6ny disku s obsahom 10 pg meropenému bez Spe-
cifického inhibitora. NajvysSia citlivost a senzitivita testu sa
dosiahne pri rozdiele = 5 mm.

Pri zaradeni oxacilinu do testovacieho algoritmu je moz-
né odlisif hyperprodukciu AmpC a stratu porinov od pro-
dukcie karbapenemaz.

Nevyhodou tychto fenotypovych testov je inkubacnd do-
ba 16—18 hodin. Rychlejsiu alternativu s vysokou citlivosfou
a Specifickosfou poskytuji testy, v ktorych sa detekuje pri-
tomnost karbapenemdzy priamo v bunkovom extrakte.

Pomocou zariadenia pre hmotnostnd spektrometriu
MALDI-TOF MF (Matrix-assisted laser desorption-ioniza-

Obr. 5
Dékaz produkcie metalo-p-laktamaz pomocou MBL E-testu
(foto: Schréterova, 2012)

tion time-of-flight mass spectrometry) sa detekuje merope-
ném a produkty jeho hydrolyzy vplyvom testovanych bakté-
rif. Vysledky st dostupné do niekol’kych hodin. Citlivost tej-
to metédy je 96,67 %, $pecificita je 97,87 % [6]. Dalsou
metddou je stanovenie hydrolyzy imipnému pomocou UV
spektrofotometrie. Citlivost testu je 100%, Specifickost sa
blizi k 99 % [19].

Citlivost a Specifickost porovnatelnd s molekuldrnymi
testami ma Carba-NP test, v ktorom sa stanovuje karbape-
nemdazova aktivita testovanych baktérii zmenou pH. Pri hy-
drolyze substratu (imipenému) dochddza k zmene pH, ¢o sa
prejavi zmenou farby indikédtora. Vysledok Carba-NP testu
je k dispozicii do 2 hodin [7], pricom v modifikdcii Carba
NP II umozilyje test urcif aj zakladny typ karbapenemdzy
[20]. Vyhodou tohto testu je nizka cena a nezdvislost od pri-
strojového vybavenia laboratdria.

Detekcia karbapenemdz pomocou molekuldrnych testov
poskytuje spolahlivé vysledky, a zohrdva kltdcovi ulohu
najma pri urcovani OXA-48. Je nevyhnutna pre epidemiolo-
gické Stidie a podrobnejSiu charakteristiku zachytenych
karbapenemdz. Nevyhodou molekuldrnych metéd je vSak
to, Ze umoziiujui konfirmovat len uz zname enzymy.

Hygienicko-epidemiologické opatrenia, ktoré boli prijaté
po izolacii Klebsiella pneumoniae rezistentnej proti karba-
penémom, sa tykali predovSetkym izoldcie pacientov a do-
drziavania prisneho hygienického rezimu. Dal§im krokom
bolo zisfovanie kolonizécie izolovanych pacientov a pacien-
tov, ktori s nimi prisli do kontaktu.

Po prvej izol4cii Klebsiella pneumoniae s produkciou kar-
bapenemadz, sme skrining pacientov s moznou kolonizdciou
rozsirili pridanim selektivneho média CRE Brilliance
(Thermo Fisher Scientific, UK), pomocou ktorého sme za-
chytili Klebsiella pneumoniae produkujice NDM-1 z ingu-
iny a rekta u pacientov ¢. 1 a 3 (tabulka 2). Vsetky izolova-
né klebsiely s produkciou NDM-1 boli klinicky hodnotené
ako kolonizujice. U Ziadneho z pacientov nebola zazname-
nand infekcia krvného obehu spdsobend Klebsiella pneu-
moniae, produkujicou NDM-1.

U dalSich pacientov, ktori sa napriek protiepidemickym
opatreniam dostali do kontaktu s izolovanymi pacientmi,
sme kolonizdciu rezistentnymi klebsielami nepotvrdili.

Izol4ciou kolonizovanych pacientov a prijatim zvySenych
hygienicko-epidemiologickych opatreni sa zabranilo rozsi-
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reniu multirezistentného kmetia v naSom zariadeni. Ku
dneSnému diiu sme d’al$i vyskyt enterobaktérii s produkciou
NDM-1 nezaznamenali.
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Doporuceni antimykotické profylaxe, diagnostiky a lIécby
v detské hemato-onkologii — prehled literatury
a doporuceni odbornikii s podporou PSDH

P. SEDLACEK?, P. MUDRY2, J. HORAKOVAS3, P. KESLOVA?, L. SRAMKOVA?, V. CHRENKOVA4,
P. HUBACEK®4, J. STERBA2, PSDH: Pracovni skupina pro détskou hematologii
pfi Ceské pediatrické a Ceské hematologické spolecnosti
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SOUHRN

Sedlacek P., Mudry P., Horakova J., Keslova P., Sramkové L., Chrenkova V., Hubagek P., Stérba J.: Doporuéeni antimykotické profy-
laxe, diagnostiky a 1é¢by v détské hemato-onkologii — pfehled literatury a doporugeni odbornikii s podporou PSDH

Invazivni mykotickd onemocnéni (IFD) jsou zavaznou komplikaci 1é¢by pacientii s malignim onemocnénim krvetvorby intenzivni che-
moterapii a/nebo alogenni transplantaci kmenovych bunék krvetvorby. Navzdory spektru ti¢innych antimykotik jsou IFD u takto imu-
nokompromitovanych pacientl nadale pfi¢inou vysoké morbidity a mortality. Mezi dileZzité rizikové faktory pro vznik IFD u téchto
pacientll patii prolongovana a tézka neutropenie, lymfopenie, dlouhodobé ¢&i opakované cykly kortikoterapie, postiZeni slizni¢ni ba-
riéry, naruSeni stfevniho mikrobiomu apod. Prognosticky nepfiznivym faktorem je téz skute¢nost, Ze neni vzdy jednoduché stanovit
vcas a piesné diagnozu IFD a jednoznac¢né identifikovat etiologické agens. Omezena spoluprace malych déti a klinicky stav limituji
v€asné provedeni zobrazovacich vysetieni ¢i bronchoalveolarni lavaze (vykony v celkové anestezii...). Z vyse uvedenych diivodu vyply-
va vhodnost profylaxe mykotickych invazivnich onemocnéni u déti ve vysokém riziku rozvoje IFD, a to navzdory jeji ekonomické na-
ro¢nosti a riziku selhani. V nasem sdéleni bychom chtéli shrnout sou¢asna doporuceni v primarni antimykotické profylaxi a antimy-
kotické lécbé v détské hemato-onkologii na zakladé doporuceni publikovanych béhem poslednich let a vlastnich zkusenosti.

Klicova slova: prevence, terapie, antimylkotika, rizilkcové faktory, invazivni mylotické onemocnéni, déti, omezeni

SUMMARY

Sedlacek P., Mudry P., Horakova J., Keslova P, Sramkova L., Chrenkova V., Hubagek P., Stérba J.: Guidelines for antifungal prophy-
laxis, diagnosis and therapy in pediatric hematology and oncology — a review of literature and expert recommendations

Invasive fungal disease (IFD) is a serious complication emerging during intensive chemotherapy of hematological malignancies and/or
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Despite a range of effective antifungal agents, IFD in immunocompromised pa-
tients continues to cause high morbidity and mortality. Important risk factors for IFD in these patients include prolonged and severe
neutropenia, lymphopenia, prolonged or repeated cycles of steroid treatment, disrupted mucosal barrier, disruption of the intestinal
microbiome, etc. Another unfavorable prognostic factor is the fact that timely and accurate diagnosis of IFD and clear identification
of the etiologic agent are often difficult. Limited cooperation of small children and the clinical condition are among limiting factors
for early use of imaging studies or bronchoalveolar lavage (procedures under general anesthesia, etc.). For the above reasons, efficient
antifungal prophylaxis is desirable in children at a high risk for the development of IFD, despite its costliness and possible failure. The
paper aims to summarize current recommendations in primary antifungal prophylaxis and antifungal therapy in pediatric hematolo-
gy and oncology based on recommendations published in recent years and our own experience.

Keywords: prophylaxis, therapy, antifungals, risk factors, invasive fungal infection, children, limits

Klin mikrobiol inf Iék 2014;20(3):85-91

Adresa: prof. MUDr. Petr Sedlacek, CSc., Klinika détské hematologie a onkologie, FN Motol a 2. LF Univerzity Karlovy v Praze,
V Uvalu 84, 150 06, Praha 5, e-mail: petr.sedlacek@fnmotol.cz

Doslo do redakce: 8. 8. 2014
Prijato k tisku: 19. 9. 2014

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2014 3

85 |




PREHLEDOVY CLANEK

Uvod

Invazivni mykotickd onemocnéni (IFD) jsou zavaZnou
komplikaci 1é¢by pacient s malignim onemocnénim krve-
tvorby intenzivni chemoterapii a/nebo alogenni transplanta-
ci kmenovych bunék krvetvorby (HSCT) [1,2]. Navzdory
spektru ucinnych antimykotik jsou IFD u takto imunokom-
promitovanych pacientii nadale pficinou vysoké morbidity
a mortality.

Incidence mykotickych infekci v détské hemato-onkologii
se v riznych centrech 1isi podle spektra pacientl, zkusenos-
ti centra a dostupnosti diagnostickych mozZnosti, epidemio-
logické situace a pouzivané antimykotické profylaxe. V re-
trospektivnich publikacich z poslednich let se incidence
pravdépodobné ¢i prokdzané IFD u détskych pacientt
s akutni myeloidni leukémii (AML) pohybuje v rozmezi
10-15 %, u vysoce rizikové formy akutni lymfoblastické
leukémie (ALL) ¢i pri relapsu ALL ¢ini 6-21 %, u alogen-
ni HSCT (transplantace kmenovych bunék krvetvorby)
4-15 %. Tato incidence ospravedliiuje primarni profylaxi
proti kvasinkdm (pfedev§im ALL) i vldknitym houbdm
(pfedevsim AML a HSCT). Mortalita u pacientti s AML ¢i
po HSCT se pohybuje v rozmezi 20-50 % s vyssi mortali-
tou u infekci zptsobenych vldknitymi houbami (> 70 %)
a u pacientd po alogenni HSCT [3].

Pfi rozhodovani o profylaxi, diagnostice a 1é¢bé mykéz
mize byt automatické ptebirani dat publikovanych na sesta-
véch dospélych pacienti zavadéjici a nevhodné, pokud bu-
deme zavéry a doporuceni nekriticky prejimat i pro détské
pacienty. Zasadné se rizikové faktory pro rozvoj IFD u déti
samoziejmé nelisi od dospélych pacientl. V oblasti hemato-
onkologie dominuji i u déti prolongovand neutropenie,
kortikoterapie, T lymfopenie, mukozitida, pouzivani cent-
ralntho Zzilntho katétru. K rizikovym faktorim infekci zpt-

Tabulka 1

Uroven rizika pro vznik invazivniho mykotického onemocnéni (IFD)

v détské hemato-onkologii

sobenych vldknitymi houbami (aspergily, mukor) patfi pre-
tiZzeni organizmu Zelezem po opakovanych transfuzich (iron
overload). U polytransfundovanych jedinct je proto dilezi-
té monitorovat feritin a v€as a indikované se rozhodnout
o vhodné chelatacni 1éc¢bé (deferipron, deferasirox).
Lécebné rezimy a intenzita 1é¢by akutnich leukémifi se vSak
1i$1 mezi protokoly pouZivanymi a ur¢enymi predev§im pro
déti nebo pro dospélé. To mize mit vyznamny dopad na ri-
ziko a zdvaznost komplikaci. Pfi srovnani 1écby dospivaji-
cich 1écenych dle dospé€lych nebo pediatrickych protokold
zjistujeme, Ze protokoly pouZivané v 1écbé détskych pacien-
ti s ALL doporucuji vyssi davky kortikoidi a asparagindzy.
ZvySend intenzita 1é¢by vede k lepsim vysledkim preziti,
ale zaroven je spojena s vy$si toxicitou. Regenerace T-bunék
po intenzivni chemoterapii, jak do poctu, tak i repertodru
T-bunék, kriticky zdvisi na véku pacienta. Tyto rozdily se
mohou spolupodilet na odlisné epidemiologii invazivnich
mykotickych infekci u déti a dospélych. Také incidence
a charakter komorbidit se lis{ mezi détmi a dospélymi pa-
cienty, coZ mj. souvisi s rozdily ve vyZzivé a Zivotnim stylu.

Malé déti nejsou schopny polykat nedrcené tablety nebo
kapsle, a tak je nutno zvézit odliSnou dostupnost peroralni
1€kové formy. TéZ uroven spoluprace (compliance/adheren-
ce) se u déti lisi. Potencidlné lepsi byva u malych déti, kde
mohou rodice 1épe sledovat poddvani 1é¢by. Nejhorsi spolu-
prace byva u déti v obdobi dospivani [4].

Predevsim u déti ve v€kovém rozmezi 0-8 let musime zo-
hlednit rozdilné davkovani 1ékt v zdvislosti na hmotnosti,
odlisné farmakokinetice a na bezpecnostnim spektru 1éka.
Situaci komplikuje nedostatek farmakologickych studif
(efektivita, bezpecnost) pfedevsim u malych déti. Pouziti
nékterych antimykotik Casto stoji mimo oficidlné schvilena
doporuceni a indikace [5]. Volba spravné davky antimyko-
tika u déti v zavislosti na véku a hmot-
nosti ditéte proto neni pfi absenci dat
snadna [6,7].

U konkrétnich pacientl se samoziej-
mé vZdy zamySlime nad volbou vhod-
ného antimykotika téZ v souvislosti
s lékovou formou, toleranci, mozZnymi
nezadoucimi ucinky (nefrotoxicita,

Uroveii rizika Skupina pacientd

hepatotoxicita, neurotoxicita...) ¢i 1é-
kovymi interakcemi se soub&zné po-

vysoké riziko (= 10 %) e akutni myeloidni leukémie

* recidivujici akutni leukémie

« akutni lymfoblastickd leukémie vysokého rizika

* myelodysplasticky syndrom s neutropenii

* alogenni transplantace kmenovych bunék krvetvorby
e aplastickd anémie s neutropenii > 7 (resp. > 10) dni

davanymi 1éky (imunosupresiva, cyto-
statika apod.). I kdyZ je v poslednich
letech velmi diskutovdna efektivita
monitorace hladin azolt (vorikonazol,
posakonazol) v prevenci ¢i 1écbé my-
kotickych infekci u dospélych [8],

stfedni riziko (5-10 %)
¢ lymfom ne-Hodgkinova typu > CR1

« akutn{ lymfoblastickd leukémie stfedniho a nizkého rizika*

v pediatrii je monitorace nadale dopo-
rucovédna, a to prednostné z divodu

nizké riziko (£ 5 %) * lymfom ne-Hodgkinova typu

» autologni transplantace kmenovych bunék krvetvorby

prevence podddavkovani pfi rozdilné
farmakokinetice u malych déti (prede-
v§im kojenct a batolat), rizika toxic-

sporadicky vyskyt ¢ solidni nadory détského véku
e nadory CNS

* Hodgkintv lymfom

kych hladin pfi zméné vstiebavani ¢i
pfi interakci se soubézné podavanymi
Iéky a v posouzeni miry spoluprace

* Pozndmka: V zdvislosti na 1é¢ebném protokolu a dalSich rizikovych faktorech mize

riziko IFD presdhnout 10 %.

pfedevsim u pacientd dospivajicich

a Zijicich v socidlné slabsich rodindch
[9-12].
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Primérn{ antimykoticka profylaxe

Primarni antimykotickd profylaxe
zahrnuje prevenci expozice z ovzdusi
a zivotniho prostfedi (rousky, vzdu-
chové filtry...), ze stravy (nizkomi-
krobni strava) a prevenci vzniku
infekce s pouzitim farmakologické an-
timykotické profylaxe [13,14]. Cilem
je zabrénit vzniku IFD u déti, a tim
zlepSit jejich Sanci na pfeZziti.
Antimykotickd profylaxe je indikové-
na u pacientd s rizikem vyskytu IFD
10 % a vice. To v oblasti détské hema-
tologie a onkologie zahrnuje pacienty
s AML [15], pokrocilou formou mye-

Tabulka 2
Primarni antimykoticka profylaxe v détské hemato-onkologii

Diagnéza Obdobi Preparat
AML, MDS neutropenie posakonazol
a/nebo mezi bloky chemoterapie vorikonazol
ALL, NHL neutropenie flukonazol
a/nebo 1écba kortikoidy
a/nebo mezi bloky chemoterapie (HR, relaps)
alogenni SCT neutropenie do ptihojeni echinokandiny
alogenni SCT aktivni akutni/chronickd GvHD posakonazol
a/nebo 1écba kortikoidy vorikonazol

a/nebo 1écba biologickymi prepardty, MoAb
a/nebo dlouho trvajici lymfopenie

lodysplastického syndromu (MDS)
a/nebo formy spojené s déletrvajici
neutropenii (nad 7 dni), s ALL vyso-
kého rizika ¢i v relapsu a v neposledn{
fadé pacienty, ktef{ podstupuji alogen-
ni HSCT [5,16,17] (tabulka I). Kromé
toho v zavislosti na volbé 1écebného
protokolu miiZze fada pacientti s ALL
nizkého ¢i stfedniho rizika ¢i lymfomu
ne-Hodgkinova typu (NHL) mimo
prvni remisi profitovat z profylaxe proti invazivnim kvasin-
kovym infekcim [18]. Incidence infekei vldknitymi houbami
je u téchto pacientl nizsi [19] (tabulka 2).

Spravné indikovand antimykotickd profylaxe snizuje rizi-
ko IFD, ale nezabrani vzniku prilomové mykotické infekce
kmeny rezistentnimi na poddvana antimykotika. U pacientd
mimo antimykotickou profylaxi musime na riziko IFD mys-
let a na zaklad€ klinického podezieni a peclivého laborator-
niho vySetieni v¢as indikovat empirickou, preemptivni ¢i ci-
lenou antimykotickou 1é¢bu.

Piedev§im v pribéhu poslednich dvou desetileti rizné od-
borné 1ékarské spole¢nosti stanovuji fadu doporuceni na té-
ma farmakologické antimykotické profylaxe na zakladé re-
trospektivnich i prospektivnich studii s pouzitim rtuznych
oralné, inhala¢né i parenterdlné poddvanych antimykotik.
Byla publikovédna i fada doporuceni zaloZenych na dika-
zech pro dospé€lé s malignim onemocnénim a/nebo v ramci
transplantace hematopoetickych kmenovych bunék [20,21].
V pediatrii je vSak takovych obecné piijatych doporuceni
minimum [5,22].

Intenzivni chemoterapie akutni myeloidni leukémie/
myelodysplastického syndromu

Tak jako u dospé€lych pacientt, i u déti je v obdobi neu-
tropenie v prubéhu 1é¢by AML ¢i MDS na zdkladé publi-
kovanych dat doporucovdno podavani posakonazolu ¢i
vorikonazolu v prevenci invazivnich mykotickych infekei
zpusobenych kvasinkami ¢&i vldknitymi houbami [11,15,
23-25]. Preventivni podavani{ vorikonazolu u déti v pribéhu
intenzivni chemoterapie AML vedlo ke sniZeni incidence
invazivni aspergilézy, ale zvySené jsou diagnostikovany
prilomové invazivni mykotické infekce zplisobené jinymi
vldknitymi houbami, které jsou na vorikonazol rezistentni
[23].

Zkratky: AML — akutni myeloidni leukémie, MDS — myelodysplasticky syndrom,
ALL - akutni lymfoblastickd leukémie, NHL — lymfom ne-Hodgkinova typu,
SCT - transplantace kmenovych bunék, HR — vysoké riziko,

GVHD - reakce Stépu proti hostiteli, MoAb — monoklondln{ protilatky

Z dostupnych publikovanych dat vyplyva nezbytnost spe-
cifického davkovani vorikonazolu u déti, protoze ve srovna-
ni s dospélymi potfebuji déti vyssi davky [10,26]. Voriko-
nazol v§ak muZe byt alternativou pii problémech s toleranci
Iékové formy posakonazolu. V Evropé je posakonazol nada-
le schvélen pouze pro pacienty ve véku > 18 let.

Lék je v soucasné dobé k dispozici pouze ve formé pero-
rélni suspenze, ale jeho tabletova forma by i v CR mé&la byt
dostupna do konce roku 2014. Tabletova forma bude mit ji-
né davkovani. Zatim nebyla farmakokinetika posakonazolu
(suspenze i tablet) u déti zkoumadna systematicky [9]. K dis-
pozici jsou pouze omezené farmakokinetické udaje, které
neindikuji Zddné zasadni rozdily v primérnych plazmatic-
kych koncentracich u déti ve véku > 8 let ve srovndni s do-
spélymi v doporucenych davkach [12]. Podle naSich vlast-
nich zkuSenosti poddvani posakonazolu u déti s AML nebo
MDS v pribéhu aplazie s kratkym pferusenim po dobu po-
davani cytostatik vyznamné snizilo riziko manifestace IFD.
ProtoZe nezndme Gc¢innou davku pro preventivni podani po-
sakonazolu u déti do 12 let, pouzivime v profylaxi stejné
davkovéni jako v 1écbé. U déti ve véku od 13 let je preven-
tivni davkovani posakonazolu doporuceno ve stejné davce
jako u dospélych [9].

Alogenn{ transplantace kmenovych buné&k krvetvorby

U dospélych i détskych pacienti v obdobi neutropenie
a intenzivni potransplanta¢ni imunosuprese po alogenni
HSCT je doporucovana primarni prevence IFD poddvanim
echinokandind ¢i triazolti druhé generace [27-29]. Profy-
laxe s pouzitim flukonazolu vedla k poklesu incidence kva-
sinkovych infekci, ale ne vzdy mortality, v dobé pred pou-
Zivanim alternativnich darcd a $tépad [30]. V soucasné dobé
u jiného spektra pfijemct i darct jiZz neni dostate¢né efek-
tivni, protoZe neni u¢innd v prevenci IFD zpisobenych
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vldknitymi houbami nebo flukonazol-rezistentnimi kvasin-
kami [31]. V ¢asné fazi po transplantaci jsou rizika podob-
né jako u pacienti v 1é¢bé AML intenzivni chemoterapif
(obdobi apldzie, mukozitida, Sirokospektrd antibiotika).
Specifikem pro transplantované pacienty je az faze po pfi-
hojen{ granulocytt pfi trvajici imunosupresi v prevenci, ale
predevsim v 1é¢bé akutni nebo chronické reakce Stépu proti
hostiteli (GvHD). V takovém obdobi, trvajicim u nékterych
pacientti fadu mésici i let, dominuje pfedevsim té€zka lym-
fopenie. Zpusob antimykotické profylaxe se proto li§i v za-
vislosti na obdobi po transplantaci (Casnd neutropenie, po-
zdni lymfopenie), podle druhu pouzitého darce (identicky
sourozenec, haploidenticky dérce, pupecnikova krev...), ak-
tivity a 1écby GvHD [27,32].

Pro ¢asnou fézi pfed prihojenim s ohledem na lepsi tole-
ranci a nizké riziko 1ékovych interakef a toxicit pouZivime
u déti denni poddvani echinokandint (caspofungin, mica-
fungin) [29,33,34]. Po pfihojeni a prevedeni na peroralni
medikaci echinokandiny vysazujeme a u déti, které nejsou
1éCeny pro akutni ¢i chronickou GvHD a/nebo nedostavaji
systémove kortikoidy, uz dalsi primarn{ antimykotickou pre-
venci neprovadime. V piipadé podavani systémovych korti-
koidl a/nebo biologické 1écby v pribehu 1écby akutni Ci
chronické GvHD prechdzime dle tolerance na preventivni
podavani posakonazolu, resp. vorikonazolu [22,35]. Z dtvo-
du prevence toxicity, posouzeni spoluprice a zajisténi Gcin-
nosti monitorujeme jejich hladiny.

U déti s vrozenou poruchou imunity (t€zZky kombinovany
imunodeficit, chronickd granulomatéza...) i u dét{ s ma-
lignfim onemocnénim krvetvorby pouzivime v prubéhu
transplantace a ndsledné imunosuprese cilenou sekundarni
profylaxi v piipadé, Ze se v anamnéze vyskytuje udaj
o pravdépodobné ¢i prokazané IFD.

Intenzivni chemoterapie akutni lymfoblastické leuké-
mie

Primérni antimykotickd prevence je indikovdna u pacien-
ti v prub&hu intenzivni 1é¢by vysoce rizikové formy a re-
lapsu ALL. Pfistup k primarni farmakologické antimykotic-
ké profylaxi u déti v intenzivni 1écbé ALL nizkého
a stiedniho rizika je nadéle nejednotny. VétSinou pro tuto
kategorii pacientt ve stfednim a nizkém riziku manifestace
IFD (incidence pod 10 %) primérni antifungdlni profylaxe
neni doporucovdna. Incidenci IFD vSak miZze vyznamné
ovlivnit volba lécebného protokolu a dalsi rizikové faktory.
V poslednich letech jsme u déti s ALL, 1é¢enych dle sou-
Casnych protokold BFM skupiny, konfrontovani s trendem
nariistu incidence invazivnich kvasinkovych infekei, a to
predevsim v obdobi kortikoterapie, déletrvajici neutropenie
au déti s enterokolitidou infek¢ni 1 toxické etiologie. Pti ab-
senci profylaxe presdhla incidence invazivnich kandid6z
hranici 10 % pacientti s ALL v primarni 1é¢bé. Mezi nej-
C. albicans, C. parapsilosis a C. tropicalis. Vyskyt kvasinek
primarné rezistentnich na flukonazol zatim neni vysoky.
Incidence IFD zpisobenych vldknitymi houbami je v této
skupiné niZsi, profylaktické poddvani antimykotik s ucin-
kem proti vladknitym houbdm tedy neni indikované [19].
U déti s ALL se proto ptiklanime k profylaktickému poda-

véani flukonazolu v pribéhu kortikoterapie a/nebo déletr-
vajici neutropenie nad 7 dni, resp. v obdob{f mezi bloky vy-
sokoddvkované chemoterapie (vysoce rizikové formy ALL,
relapsy, kojenecké leukémie) [16]. Flukonazol je dobfe to-
lerovan, vyskyt toxickych t¢inki je nizky (kolem 3 %). Ve
srovnani s dosp€lymi maji déti i adolescenti vyssi clearance
flukonazolu, a proto vyZzaduji vyssi davkovani k zajisténi
ucinnych hladin. Spektrum tc¢inku nezahrnuje vldknité hou-
by, pouZiti flukonazolu proto nezkresluje vypovédni hodno-
tu diagnostickych laboratornich metod [36]. Proto u pacien-
ti s ALL v dobé febrilni neutropenie preferujeme strategii
preemptivni antifungalni 1é¢by.

Pouziti jinych azolG v pribéhu intenzivni chemoterapie
ALL sebou pfindsi pfedevSim rizika zdvaZnych interakci
s vinkristinem (neurotoxicita, syndrom SIADH, gastrointes-
tindlni toxicita, kiece) [37]. Poddvani parenterdlnich anti-
mykotik v profylaxi je finan¢né, ale i organizacné zatézuji-
ci, protoze vyznamnd cast intenzivni 1écby déti s ALL,
predevsim nizkého ¢i stfedniho rizika, probihd ambulantnim
zpusobem. Efektivita profylaktického podavani parenterdl-
nich antimykotik (preparaty amfotericinu B, echinokandiny)
2-3 dny v tydnu nebyla jednozna¢né prokdzana. Jejich po-
dévéni vSak mlze negativné ovliviiovat vypovédni hodnotu
sérologické a PCR diagnostiky invazivni aspergilézy.

Febrilni neutropenie v détské hemato/onkologii

Musime si byt védomi, Ze u détskych hemato-onkologic-
kych pacientd na antimykotické profylaxi (viz vyse), ale
iu téch, kteff nejsou k primarni antimykotické profylaxi in-
dikovani (autologni transplantace, intenzivni chemoterapie
solidnich tumort, imunosupresivni 1é¢ba aplastické ané-
mie...), midze dojit k invazivni mykotické infekci. Riziko
infekce je vyssi u pacienti v déletrvajici neutropenii (nad
7 dni), s mukozitidou, enterokolitidou, u pacientl vystave-
nych pra§nému ¢i jinak rizikovému prostfedi, u nedostatec-
né spolupracujicich pacientd aj. Proto u téchto pacientd pfi
trvajici febrilni neutropenii (nad 96 hod) ¢i pfi recidivé tep-
lot a/nebo trvajici aktivité zdnétlivych parametrti cilené pat-
rdme po klinickych, zobrazovacich i laboratornich zndm-
kach mykotické infekce a volime pristup preemptivné
indikované antifungalni 1é¢by. Pti volbé vhodného prepara-
tu a pii interpretaci laboratornich nalezii musime zohlednit
pripadny vliv pfedchoziho (profylaktického) podavani azo-
1u.

Alternativy antimykotické profylaxe

Mezi dalsi alternativni postupy cilené ke sniZenfi rizika
rozvoje IFD u pacientli s hematologickou malignitou mize-
me fadit pouzivéani inhalac{ preparatd amfotericinu B v pre-
venci mykotické sinusitidy ¢i bronchopneumonie, antimy-
kotickych zamka v prevenci tvorby biofilmu a kvasinkové
infekce centralniho Zilniho katétru, podavani nevstiebatel-
nych antimykotik s cilem selektivni dekontaminace travi-
ciho traktu apod. Dal$i metodou je rutinni pravidelné sle-
dovani kolonizace asymptomatickych pacienti s cilem
ovlivnit na zdkladé vysledkt volbu antimykotika pfi pode-
zfeni na moznou IFD [38]. Jednozna¢ny prikaz efektivity
téchto postupd vSak nemame.
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Sekundérni antimykotick4 profylaxe

Sekundarni antimykotickou profylaxi definujeme jako ci-
lenou farmakologickou prevenci reaktivace diive prodélané
invazivni mykotické infekce. Anamnéza IFD je spojena se
signifikantnim rizikem reaktivace u pacientt s hematologic-
kou malignitou, ktefi vstupuji do faze 1écby s vyraznou po-
ruchou imunitniho systému v dusledku pokracovani primar-
ni intenzivni chemoterapie nebo pfi jejim zahdjeni pro
relaps onemocnéni ¢i jsou indikovéni k alogenni transplan-
taci kmenovych bun¢k krvetvorby. Sekundarni antimykotic-
k4 profylaxe riziko reaktivace vyznamné sniZuje a jeji indi-
kaci miZeme v takové situaci povazovat za mandatorni.
Pokud zndme patogena, ktery byl piivodcem prodélané IFD,
a mame laboratorné ¢i alespon klinicky ovéfenou jeho dob-
rou citlivost na vybrand antimykotika, méli bychom toto re-
spektovat prfi volbé prepardtu. Volba vhodného preparitu
byva nékdy limitovana dostupnou 1ékovou formou, rizikem
interakci se soubézné podavanymi léky aj. Navzdory sekun-
dérni profylaxi miZe u pacienta dojit k reaktivaci ¢i k pri-
lomové mykotické infekci. Doba poddvani sekunddrni
profylaxe by méla pokryvat celé obdobi vyznamné imuno-
suprese a pokracujici intenzivni chemoterapie (opakované ¢i
prolongované neutropenie, té¢Zké T lymfopenie pti prevenci
¢i 1écbé potransplantacni reakce Stépu proti hostiteli) [39,
40,41].

Specifika diagnostiky a 1écby IFD u déti

Empiricka antimykotickd 1é¢ba u pacientl ve febrilni neu-
tropenii je zahajovadna obvykle po 96 hodinach trvani teplot
pfi Sirokospektré 16¢bé antibiotiky a nejasném puvodci in-
fekce nebo pri recidivé teplot. Je indikovdna predevSim

v cvws

u pacient ve vy$$im riziku IFD. U pacienti v niz$im rizi-

ku rozvoje IFD je indikaci k empirické antimykotické 1é¢bé
tézk4 a protrahovand neutropenie a/nebo vyznamné postiZe-
ni sliznic. V kaZzdém ptipadé by nasazeni antimykotik v em-
pirické 1é¢bé mélo byt soucasné provdzeno snahou potvrdit
¢i vyvrétit mykotickou etiologii [42]. Empirickd 1é¢ba by
méla pokracovat do doby odeznéni neutropenie pfi absenci
jinych zndmek mozné ¢i prokdzané mykotické infekce.
U pacientti na antimykotické profylaxi bychom o piipadné
zméné Ci rozsiteni antimykotické 1é¢by méli rozhodovat téZ
na zakladé vysledka cilené mykotické diagnostiky.

V centrech, ve kterych je kdykoliv dostupné Siroké spekt-
rum diagnostickych postupd, preferujeme u pacientd v rizi-
ku IFD strategii preemptivni 1écby. K volbé vhodného anti-
mykotika pfistupujeme nejen s ohledem na primdrni
diagnézu, podanou 1é¢bu, klinicky stav a stav imunitniho
systému, ale soucasné se snazime plné vyuZzit v§ech rychle
a Siroce dostupnych diagnostickych metod s cilem mykotic-
kou infekei potvrdit ¢i vyvratit. Tyto metody zahrnuji zo-
brazovaci vysetfeni (predev§sim CT a ultrazvuk), stanoveni
mykotickych antigenl (galaktomannan, mannan, beta-D-
glukan) a moZnost v€asného provedeni bronchoalveoldrni
lavaze s odbérem materidlu k mikrobiologickému vySetfeni
(BAL) [43]. K rozsifenym metoddm zatim pati{ panfungal-
ni ¢i specifickd PCR diagnostika z krve ¢i ze vzorkd napa-
dené tkané [44,45]. Na zékladé vysledkt pak cilené upravu-
jeme antimykotickou 1é¢bu. Diagnosticky panel neni vzdy
snadné z riznych divodi u déti pIné aplikovat. U mensich
déti je nutno nékterd vySetfeni provadét v celkové anestézii
(CT, NMR, BAL). Interpretace CT nélezt napiiklad u plic-
ni aspergil6zy déti nebyva identickd ve srovnani s dospély-
mi [46]. Zachyt mykotickych antigenti u déti se pravdépo-
dobné mirné lisi, ale pro nedostatek publikovanych dat toto
nelze jednoznacné prokdzat [36,47] (tabulka 3).

Tabulka 3
Preemptivni diagnostika invazivni mykotické infekce v pediatrii

Metoda Materidl/lokalita Pediatricky koment4¥
galaktomannan sérum, BAL, mozkomi$ni mok, optimdlni hodnota pozitivity neni u déti jednoznacné
diagnosticky punktat definovdna v Zddném materidlu
mannan sérum nema prediktivni hodnotu
neni u déti validovdno
beta-D-glukan sérum limitovand data u déti

optimdlni hodnota pozitivity nenf u déti jednozna¢né definovdna

PCR (detekce DNA) krev, diagnosticky punktat, chybf standardizace a validace
biopsie tkdné u déti se nelisi od dospélych
mikroskopie/kultivace krev, BAL, mozkomiS$ni mok, u déti se nelisi od dospélych
punktat ¢i biopsie tkdné
CT plice, VDN, CNS plicni ndlezy u IA u déti pfedev§im < 5 let jsou necharakteristické
USG parenchymat6zni orgdny u déti se nelisi od dospélych, zmeény na orgdnech u IC

(slezina, jatra, ledviny...)

se zviditeltiuji se zpozdénim pfi regeneraci neutrofilt

Zkratky: BAL — bronchoalveolarni lavaz, CT — pocitacova tomografie, VDN — vedlejsi nosni dutiny, PCR — polymerazova fetézova
reakce, USG — ultrasonografie, CNS — centralni nervovy systém, IA — invazivni aspergil6za, IC — invazivni kandidéza
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Dosud publikovand sdéleni i nepublikované zkuSenosti
neindikuji rozdilné vysledky v empirické ¢i preemptivni
1é¢bé mezi détmi a dospélymi [48], a proto i u déti s vyso-
kym rizikem rozvoje IFD povazujeme lipidové formy amfo-
tericinu B nebo echinokandiny za vhodnou volbu v této
indikaci [42,43,49]. Pfi volbé antimykotika samoziejmé
musime zohlednit dosavadni antimykotickou profylaxi. Na
zakladé dostupnych ddajd ale zatim nelze pro déti stanovit
jasna doporuceni. Pfi preemptivnim piistupu 1écby musime
peclivé hodnotit riziko faleSné negativity mikrobiologic-
kych metod (sérologie, PCR, kultivace) v dusledku tc¢inku
profylakticky poddvanych antimykotik.

Cilenou antimykotickou 1é¢bu dokumentované IFD nelze
detailnéji komentovat, protoZe v détské hematologii a onko-
logii nejsou publikované dostate¢né prikazné studie, a tak
se ¢asto spoléhdme na data ziskand na souborech dospélych
pacientt, na vlastni zkuSenosti a jednotlivé kazuistiky [50].
Nepredpokladame zdsadni odliSnost v G¢innosti antimyko-
tik u déti v cilené antimykotické 1écbé. Situaci v pediatrii,
a to predevsim u déti mladSich, ale komplikuje u nékterych
antimykotik nedostatek farmakokinetickych a bezpecnost-
nich dat. K rizikim, ktera z toho vyplyvaji, patii mozné od-
lisné spektrum toxickych projevi, snizend ucinnost v da-
sledku poddavkovani ¢i vyssi toxicita pfi preddvkovani na
zékladé nekritického pfeneseni ddvkovacich schémat stano-
venych u dospélych pacientd [26]. Dalsi komplikaci mtize
byt skute¢nost, Ze vhodny 1ék neni regulaénimi orgdny
schvélen pro pouZiti u déti [51].

Diskuze

Lze konstatovat, Ze ani po desitkach let nebylo zatim do-
sazeno Sirokého konsenzu o indikaci a efektivité profylaxe
IFD u déti s malignim onemocnénim krvetvorby v pribéhu
intenzivni chemoterapie a/nebo podstupujicich alogenni
transplantaci kmenovych bunék krvetvorby. Na jedné strané
fada pracovist s mensimi lokdlnimi Gpravami svoje postupy
v prevenci IFD odvozuje od doporuceni odbornych spolec-
nosti pro dospélé pacienty, jind centra ddvaji prednost stra-
tegii v€asné empirické, preemptivni ¢i cilené antimykotické
1é¢by [52,53]. Kombinace obou rozdilnych postupt je za-
tizena skuteCnosti, Ze preventivni poddvani antimykotik
vyznamné sniZuje citlivost, a tim i vypovédni hodnotu ne-
invazivnich diagnostickych metod (sérologicka detekce
antigend, PCR). Problémem u déti je ze stejného divodu
i interpretace laboratornich vysledkd vySetfeni, pokud vy-
Setfeni probéhla (napfiklad z organiza¢nich divodd) az po
empirickém nasazeni antimykotik.

Prestoze v soucasné dobé disponujeme SirSim spektrem
relativné bezpe¢nych antimykotik se systémovym dcinkem,
neni role Siroce aplikované farmakologické antimykotické
profylaxe u déti s hematologickym ¢i onkologickym one-
mocnénim jednoznacné pozitivni. Naopak dlouhodobé
podévani antimykotik v profylaxi muze vést k selekci pri-
marné ¢i sekunddrné rezistentnich mykotickych kment
[54]. U konkrétnich pacient se téZ musime zamyslet pfi
volbé vhodného antimykotika nad riziky nezaddoucich dcin-
ka (nefrotoxicita, hepatotoxicita, neurotoxicita...), l€kovy-
mi interakcemi se soubézné poddvanymi imunosupresivy ¢i
cytostatiky, lokalnim prinikem apod. [55,56].

Zavér

V roce 2012 byla vydédna doporuéeni ECIL 4 (na zakladé
zavérua 4. Evropské konference o infekcich u pacientt s leu-
kémif) pro prevenci a 1écbu mykotickych infekei v détské
hemato-onkologii. V roce 2014 byla tato doporuceni publi-
kovéana v ¢asopise Lancet Oncology [57].

Podporteno projektem MZ CR — RVO, FN Motole 00064203.
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Dysfunkce stitné zlazy pri lécbé chronické hepatitidy B a C
interferonem alfa — dvacetileté zkusenosti
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SOUHRN

Orsagova I, Roznovsky L., Petrousova L., Kone¢na M., Kabieszova L., Safar¢ik K., Kloudova A.: Dysfunkce stitné zlazy pti lé¢bé chro-
nické hepatitidy B a C interferonem alfa — dvacetileté zkusenosti

Cil préce: Stanovit vyskyt dysfunkce 3titné Zlazy u pacienti s chronickou hepatitidou B a C (VHB, VHC), ktefi byli 1é¢eni interfero-
nem alfa (IFN).

Soubor pacientii a metody: Na Klinice infekéniho lékafstvi v Ostravé byly v letech 1992-2013 hodnoceny parametry stitné zlazy u 304
pacientii (256 s VHC, 48 s VHB), ktefi byli lé¢eni konvenénim nebo pegylovanym IFN. Pted lé¢bou, v pritbéhu a po ukonéeni proti-
virové 1é¢by byl stanovovan thyreostimula¢ni hormon (TSH), thyroxin (T4), trijédthyronin (T3), resp. jejich volné frakce T4 a fT3,
protilatky proti §titné zlaze (proti thyreoglobulinu, proti mikrosomalni frakci) a byla hodnocena klinicka manifestace dysfunkei §titné
zlazy.

Vysledky: Zmeény TSH byly prokazany u 75 pacientt (25 %), z nichz 68 mélo VHC a 7 VHB. Hypotyreoza byl zjisténa u 39 pacientii
(34 s VHC), z nichz 25 pacientt vyzadovalo substitu¢ni 1é¢bu, ktera byla nasledné ukoncena u 5 pacientii. Hypertyreéza s prechodnou
supresivni lé¢bou karbimazolem se rozvinula u 4 pacientti s VHC. U 32 pacientti byly zmény TSH hodnoceny jako subklinicka hypo-
tyre6za. Abnomalni hodnoty T3 byly zjidtény u 188 (62 %) a T4 u 49 (16 %) pacientii, uvedené zmény prakticky nekorelovaly se zmé-
nami TSH. Autoprotilatky byly zjistény u 54 (18 %) pacienttl, u 30 z nich byly soucasné zaznamenany zmény TSH.

Zavér: V souboru 304 pacientt lé¢enych IFN pro chronickou hepatitidu byly zjistény tyreopatie se zménami TSH u ¢tvrtiny pacientd,
jednozaéné ptevazovala hypotyredza. Tyreopatie se rozvinula u poloviny pacientd s pfitomnosti autoprotilatek proti stitné zlaze.

Klicova slova: chronicka hepatitida C a B, léc¢ba interferonem alfa, dysfunkce §titné Zldzy, autoprotilaticy

SUMMARY

Orsagova L., Roznovsky L., Petrousova L., Kone¢na M., Kabieszova L., Safar¢ik K., Kloudova A.: Thyroid dysfunction during interfe-
ron alpha therapy for chronic hepatitis B and C - twenty years of experience

Objective: To determine the incidence of thyroid dysfunction in patients with chronic hepatitis B and C (HBV, HCV) who were trea-
ted with interferon (IFN) alpha.

Patients and methods: In the years 1992-2013, parameters of the thyroid gland were evaluated in 304 patients (256 with HCV, 48 with
HBV) who were treated with conventional or pegylated IFN at the Department of Infectious Diseases in Ostrava. Prior to, during and
after completion of antiviral treatment, levels of thyroid stimulating hormone (TSH), thyroxine (T4), triiodothyronine (T3), including
their free fractions fT4 and fT3, and anti-thyroid antibodies (anti-thyroglobulin, anti-microsomal fraction) were determined and clini-
cal manifestations of thyroid dysfunction were evaluated.

Results: TSH changes were detected in 75 patients (25 %), of whom 68 had HCV and 7 HBV. Hypothyroidism was detected in 39 pa-
tients (34 with HCV), of whom 25 required substitute therapy which was subsequently terminated in 5 patients. Hyperthyroidism with
transient suppressive therapy with carbimazole developed in 4 HCV patients. In 32 patients, TSH changes were assessed as subclini-
cal hypothyroidism. Abnormal T3 values were found in 188 (62 %) and T4 in 49 (16 %) patients; these changes practically did not cor-
relate with TSH changes. Autoantibodies were detected in 54 (18 %) patients of whom 30 were also found to have changes in TSH.
Conclusions: In a group of 304 patients treated with IFN alpha for chronic hepatitis, thyroid disease with changes in TSH were ob-
served in a quarter of patients; hypothyroidism clearly prevailed. Thyroid diseases developed in half of the patients with the presence
of antithyroid antantibodies.

Keywords: chronic hepatitis B and C, interferon alpha therapy, thyroid dysfunction, antithyroid antibodies
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Uvod

PostiZenti §titné Zlazy je ¢astym nezadoucim Gcinkem, kte-
ry provazi 1é¢bu konvenénim nebo pegylovanym IFN u pa-
cientt s chronickymi VHB a VHC. Prevalence poruch §tit-
né zlazy je uvadéna v Sirokém rozmezi 1-35 %, coz souvisi
zejména s tim, zda se hodnoti pouze laboratorni abnormali-
ty nebo az klinickd manifestace onemocnéni, pfitom castéji
jsou postizeny Zeny, pacienti s hepatitidou C, obvykly je
rozvoj hypotyredzy, zatimco hypertyredza je vzacna [1,2,3].
Pro rozvoj tyreopatie je pravdépodobné rozhodujici imuno-
modulacni ucinek IFN, Cetnost tyreopatii podle nékterych
autord naristd s délkou 1é¢by, ale pfili$ ji neovliviiuje ddv-
ka IFN [4]. ZvaZovédna je exacerbace dosud latentni auto-
imunitni tyreoiditidy béhem 1é¢by IFN, onemocnéni se vét-
Sinou manifestuje jako hypotyreéza, které u dvou tfetin
pacientt pfedchézi destruktivni hypertyreoidismus, za rizi-
kovy faktor je povazovana piitomnost protildtek proti $titné
zlaze [1,5]. Méné pravdépodobny je primy toxicky vliv IFN
na Stitnou zlazu [1].
7l4zy je stanoveni TSH, stanoveni thyroxinu (T4) a trijéd-
thyroninu (T3), resp. jejich volnych frakei je méné ptinosné,
nebof jejich nespecifické zmény jsou pomérné casté i pti eu-
funkci Stitné Zlazy [6]. V tvodu subklinické hypotyredzy
byva snizend hodnota TSH s ndslednym vzestupem TSH pfi
manifestni hypotyre6ze (viz tabulka 1), ptfitom T3 (fT3)
a T4 (fT4) mohou zustat v referen¢nich mezich. Uvedené la-
boratorni zmény se vyskytuji u 2-10 % bézné populace,
vétSina autorti v této situaci neindikuje substitu¢ni 1é¢bu
L-thyroxinem, protoZe hodnota TSH se postupné normalizu-
je azu 50 % osob, vcetné pacientd s protivirovou lécbou [7].
Substitu¢ni 1écba hypotyredzy v prubéhu 1écby IFN je en-
dokrinologem zpravidla indikovédna az pti vysokych hodno-
tdch TSH nad 10 mU/I, pfi hodnot¢ TSH 5-10 mU/l se
vzhledem k cévnim rizikiim zvazuje 1é¢ba individualné, ze-
jména prfi klinickych projevech nebo pfi ultrazvukovych
znamkdch strumy [7]. Hypertyre6za miva klinicky zdvaz-
n&jsi prubéh, nizké hodnoty TSH a vysoké hladiny T3 (fT3)
a T4 (fT4), tyreostatickd 1é¢ba karbimazolem je doporuco-
véana pri trvalém snizeni hodnot TSH pod 0,1 mU/1 [8].

Na Klinice infekéniho l€karstvi v Ostravé bylo hodnoce-
no postiZeni $titné zlazy v souvislosti s 1é¢bou IFN u 304
pacientu, vysledky jsou uvedeny v dal$im textu.

Soubor pacientd a metody
V letech 1992 aZz 2013 byla na
Klinice infekéniho 1ékafstvi v Ostravé

1é¢by, pokud chybélo stanoveni TSH po 1écbé. Soubor zahr-
noval 190 muzd a 114 Zen, pfitom 256 pacientd mélo VHC
(157 muz, 99 Zen) a 48 pacienti VHB (33 muzi, 15 Zen).
Opakované bylo IFN lé¢eno 82 pacienti, pfitom dvé 1é¢by
mélo 61 pacientq, tfi 1éCby 17 pacientt, ¢tyfi 1é¢by 3 paci-
enti, pétkrat byl 1é¢en jeden pacient. Pfi prvni nebo opako-
vané 1é¢bé byl pouzit konvencni IFN u 212 pacienti a pegy-
lovany IFN u 200 pacientd. VEkova struktura pacientd je
zobrazena v grafu I; u pacientl s opakovanou Iécbou je uve-
den vék pri zahdjen{ prvni 1écby IFN. Pro hodnoceni tyreo-
patie byl pred 1é¢bou, za 6 mésicti od zahdjeni 1éCby a do
3-6 mésict po ukonéeni 1é¢by IFN stanovovan TSH (norma
0,45-4,7 mIU/), T4 (norma 9,5-24 pmol/l, metoda Abbott
Architect) nebo od 1997 volny thyroxin (fT4, norma
7,9-14,4 pmol/l, metoda Beckman Coulter), T3 (norma
0,7-2,1 nmol/l, metoda Abbott Architect), od 2010 volny tri-
jédthyronin (fT3, norma 3,8-6,0 pmol/l, metoda Beckman
Coulter). Soucasné byly stanovovany protilatky proti thyreo-
globulinu (anti-TGB) a protildtky proti mikrosomadlni frakci
Stitné Zlazy (anti-TPO) s hodnocenim negativni a pozitivn{
(tato skupina zahrnovala laboratorni hodnoceni pozitivni
nebo slabé pozitivni). TSH bylo vySetfeno u vSech 304 pa-
cienti, hormony T3 nebo T4 u 300 pacientii a autoprotilat-
ky u 289 pacientd.

U pacientt byly hodnoceny laboratorni a klinické znam-
ky dysfunkce Stitné Z1dzy v zdvislosti na pohlavi, véku, ty-
pu virové hepatitidy, typu a délce protivirové 1écby a u VHC
na dosaZeni setrvalé virologické odpovédi (SVR). Pii vy-
raznéjsich zménach TSH, zejména pii hodnotich TSH nad
5 nebo pod 0,1 mIU/I probéhla konzultace s endokrinolo-
gem, ktery rozhodoval o pfipadné 1é¢bé tyreopatie a nasled-
né tuto 1écbu fidil.

Tabulka 1
Laboratorni nalezy pfi tyreopatiich

TSH ®T3, (HT4
hypotyre6za subklinicka 2 norma
rozvinutd T 4 nebo norma
hypertyre6za l ™

Tabulka 2

Zmény parametrd Stitné Zlazy v souboru 304 pacientl |éCenych IFN

zahdjena 1écba konvenénim nebo pe-

gylovanym interferonem alfa u 367  Parametr Pocet pacientl Pouze VHC Pouze VHB
pacientt, z nichz 307 pacientti mélo (n =304) (0 =256) (n=48)
chronickou VHC a 60 pacientii chro-  7mgna TSH 75 (25 %) 68 (27 %) 7 (15 %)
nickou VHB. -

Postizeni ititné 7lazy bylo retro- 2ména(HT3 188 (62 %) 159 (62 %) 29 (60 %)
spektivné hodnoceno v souboru 304  Zména (f)T4 49 (16 %) 45 (18 %) 4 8 %)
pacientt, kiefi méli pred protivirovou pc iR 40 (13 %) 33 (13 %) 7 (15 %)
1écbou eufunkci Stitné 7lazy a soucas-
né méli stanoveni TSH pfed a po Ptitomnost anti-TPO 34 (11 %) 33 (13 %) 1 (2 %)
ukonceni lécby IFN, pripadné alespofi . jxem zmen 386 338 48

prokazanou zménu TSH v pribéhu
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Vysledky

Absolutni pocty zmén TSH, T3, T4 a autoprotildtek proti
Stitné zlaze v souboru 304 pacient jsou uvedeny v tabul-
ce 2, pti¢emz v tabulce neni rozliSeno zvySeni nebo sniZen{
hladin hormont §titné Zlazy. Jednalo se o 386 zmén, pfitom
ve vetsingé parametrii byla Cetnost zmén vyss$i u pacientd
s VHC.

Zmeéna libovolného parametru §titné Zlazy byla prokdzana
u 220 z 304 pacientti (72 %), coZ vyplyva z tabulky 3, v niz
jsou uvedeny pocty pacientl s izolovanymi nebo kombino-
vanymi zménami parametri §titné zlazy pii lécbé IFN.
Zmény byly prokdzany u 130 ze 190 muzi (68 %) a u 90 ze
114 Zen (79 %), zmény byly o néco Castéj$i u pacientil
s VHC (73 %) nez u pacienti s VHB (69 %). Libovolné
zmény byly prokazany u 80 ze 186 pacientd (43 %) do 40 let
a u 60 ze 118 pacientl (51 %) starSich.

Nejcastéjsi, ale vétsinou klinicky nevyznamné byly zmé-
ny T3 (u 62 % pacient). Zmény TSH, které nejpiesnéji ur-
¢uji zmény funkce Stitné Zlazy, byly prokdzany u 75 z 304
pacientl (25 %), proto jsou dalsi analyzy vztazeny k hod-
notdm TSH.

Zmény TSH

Zmény TSH byly prokdzany u 40 ze 190 muzi (21 %)
au 35z 114 Zen (31 %). Zavislost prvni zaznamenané zmé-
ny TSH na v€ku pacientd je uvedena v tabulce 4. Nej-
mlad$imu pacientovi se zménou TSH bylo 5 let, nejstarsimu
71 let, nejvyssi podil zmén TSH (29 %) byl zjistén ve véko-
vé kategorii 21-40 let.

Prvni zmény TSH byly zaznamendny u 69 z 304 pacientt
(23 %) beéhem prvni protivirové 1é¢by, u 5 pacientti béhem
druhé 1écby a u posledniho pacienta aZ pfi ¢tvrté 1écbe IFN.
Pfitom u 53 pacientti (17 % z 304) byla prvni zména TSH
zaznamendna za puil roku po zahdjeni protivirové 1éCby,
u zbyvajicich 16 pacientd (5 % z 304) v druhé poloviné 16¢-
by nebo po jejim ukonceni. V podskupiné 82 opakované
1é¢enych pacientd mélo zmény TSH béhem prvni 1écby 18
pacientt. V pribéhu druhé 1é¢by IFN byla zména TSH zjis-

téna u 5 z 64 pacientti s normou TSH béhem prvni 1é¢by
(8 %), v celém souboru se jednalo u 2 % pacientt.

Pii prvni 1écbé konvenénim IFN byly zmény TSH zjisté-
ny u 44 ze 174 pacientl (25 %), pfitom se jednalo o 8 z 16
pacientt s konsenzudlnim IFN, obdobné pfi prvni 1éCb€ pe-
gylovanym IFN byly zmény zjistény u 25 ze 130 pacientd
(19 %).

Zmény TSH ve vztahu k dosazeni SVR byly hodnoceny
v skupiné 249 z 256 pacientid s VHC, nebof u 7 pacienti
chybi hodnoceni SVR 6 mésict po ukonceni 1écby. Zmény
TSH byly prokdzany u 39 ze 140 pacientd se SVR (28 %)
au 24 ze 109 pacientli bez SVR (22 %).

Autoprotilatky a zmény TSH

Autoprotilatky proti Stitné Zldze byly prokdzany u 54
z 304 pacientd (18 %), viz tabulka 5. Jednalo se o 47 z 256
pacientt (18 %) s VHC (23 muzt, 24 Zen) a 7 ze 48 pacientl
(15 %) s VHB (3 muzi, 4 Zeny), ptipadné o 26 ze 190 muzt
(14 %) a 28 ze 114 Zen (25 %). Ob¢ autoprotilatky byly zjis-
tény u 20 pacientd, izolovand pozitivita anti-TGB u 20 a an-
ti-TPO u 14 pacientt. Uz pted protivirovou 1écbou byly au-
toprotilatky prokazany u 10 z 304 pacientt (3 %), jednalo se
o 5 muzl a 5 Zen, 7 pacientti s VHC a 3 pacienty s VHB.
Autoprotilatky byly prokdzany béhem prvni 1écby IFN u 37
z 294 pacientli bez autoprotilatek pred 1é¢bou (13 %), bé-
hem dalsi 16¢by u 7 ze 75 pacientl (9 %) také bez autopro-
tilatek pfi prvni 16¢bé. V disledku 1é¢by IFN se objevily au-
toprotilatky u 40 z 249 pacientd (16 %) s VHC a u 4 ze 45
pacientti (9 %) s VHB, ktef{ neméli autoprotilatky pied 1é¢-
bou. Po ukonceni 1écby IFN doslo u 9 pacientl k vymizeni
autoprotilatek (5 s VHC, 4 s VHB), pfitom u 3 pacienti vy-
mizely autoprotildtky prokazatelné jesté pied protivirovou
1écbou.

Zmény TSH byly prokazany u 30 z 54 (56 %) pacientd
s prukazem autoprotildtek (29 s VHC, 1 s VHB). Izolovana
pozitivita anti-TGB nebo anti-TPO byla zjiSténa shodné u 7
pacientl, u 16 pacientd byly prokazany obé autoprotilatky
soucasné. Pfitom ke zméné TSH doslo u 16 z 20 pacientt

Tabulka 3
I1zolované a kombinované zmény parametrd Stitné Zlazy u 304 pacient(

Zmény parametrt Pocet pacientii Pouze s VHC Pouze s VHB
(n =304) (n = 256) (n=48)

TSH 3 %) 9 4 %) 0

(HT3 nebo (HT4 123 (40 %) 103 (40 %) 20 (42 %)

Anti-TGB nebo anti-TPO 3 %) 7 3 %) 1 2 %)

TSH + (T3 nebo (T4 36 (12 %) 30 (12 %) 6 (13 %)

TSH + anti-TGB nebo anti-TPO (1 %) 3 (1 %) 0

(£)T3 nebo (f)T4 + anti-TGB nebo anti-TPO 16 (5 %) 11 (4 %) 5 (10 %)

TSH + (f)T3 nebo (f)T4 + anti-TGB nebo anti-TPO 27 (9 %) 26 (10 %) 1 2 %)

Celkem pacientd 220 (72 %) 187 (73 %) 33 (69 %)
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(80 %) s pozitivitou obou autoprotilatek, z nich 13 pacientt
vyzadovalo substitucni a jeden pacient tyreostatickou 1é¢bu.

Zmény TSH se rozvinuly u 6 z 10 pacientl (3 muzi, 3 Ze-
ny, 5 s VHC, 1 s VHB) s pfitomnosti autoprotildtek uz pfed
protivirovou 1é¢bou, u viech pacientti mélo onemocnéni na-
sledny charakter hypotyredzy. Autoprotilatky indukované
1écbou IFN byly prokdzany u 2 ze 4 pacientd s ndslednym
rozvojem hypertyredzy.

T3 a T4 a zmény TSH

Aktudlni vysledky T3 a T4 pfi prvnim zjisténi zvySené
nebo snizené hodnoty TSH u 75 pacientt jsou uvedeny v ta-
bulce 6 a 7. VSech 36 pacienti se zvySsenim TSH bylo zahr-
nuto do skupiny pacientti s hypotyredzou.

Ve skupiné 39 pacientd uvedenych v tabulce 7 se sniZe-
nou hodnotou TSH nebylo mozné zpocatku rozlisit, zda se
jednd o tvodni stidia hypotyredzy nebo hypertyredzy.
U vétSiny pacienta byly prokdzany normalni nebo mirné
zvySené hodnoty T3 nebo T4. Pouze u 4 pacientti hodnoty
T3 nebo T4 presahovaly dvojndsobek normy, z nich u 2 pa-
cientl s izolovanou elevaci T4 (fT4 38,6, 51,6 pmol/l) se
rozvinula hypertyredza, u tiettho pacienta se zvySenim obou
hormond hypotyreéza (T3 7,22 nmol/l, fT4 38,2 pmol/l),
u posledniho pacienta s izolovanou elevaci T3 (19,6 nmol/l)
doslo ke spontdnni tpravé TSH i T3.

Ve skupiné 39 pacientti s ivodnim sniZenim TSH byla hy-
pertyre6za prokdzana u 4 pacientd, u 3 pacientt (2 s VHC,
1 s VHB) hypotyreéza s dvoufizovym pribéhem s tvodnim
poklesem a naslednym vzestupem TSH. U zbyvajicich 32
pacientt se pravdépodobné jednalo o subklinickou hypoty-
redzu.

Hypotyreéza

Hypotyredza se rozvinula u 39 z 304 pacientt (13 %), a to
u 16 ze 190 muzu (8 %) a 23 ze 114 Zen (20 %), u 34 z 256
pacientl (13 %) s VHC (12 muzu, 22 Zen) a 5 ze 48 pacientti
(10 %) s VHB (4 muzi, 1 Zena). Dvoufdzovy pribéh s ivod-
nim sniZzenim na néslednym zvySenim TSH byl prokdzin
pouze u 3 z 39 pacientti s hypotyre6zou.

Substituéni 1écba L-tyroxinem byla endokrinologem indi-
kovana u 25 z 39 pacienti (64 %), pfi vztaZeni k celému
souboru to bylo 25 z 304 pacienti (8 %). Jednalo se o 7 ze
190 muzt (4 %) a 18 z 114 zen (16 %), pritom 23 pacientd
mélo VHC (9 % z 256) a 2 pacienti VHB (4 % ze 48).
Substitu¢ni 1é¢bu indikoval endokrinolog u 19 pacienti
s hodnotou TSH nad 10 (nejvyssi hodnota 100 mU/l) a u 6
pacient s hodnotou TSH 5-10 mU/1, pfitom jen u 2 pa-
cientli byly soucasné snizené hodnoty T4 pfi normé T3.
Jediny pacient s hypotyredzou byl pfechodné 1éc¢en karbi-
mazolem pro zvaZovanou hypertyreézu (TSH pod 0,03
mU/1, fT4 38,2 pmol/l a T3 7,22 nmol/l), pfitom nemél kli-
nické priznaky hypertyredzy.

Ve skupiné 25 pacienti se substituéni 1é¢bou byla po
ukonceni 1écby IFN ukoncena substitucni 1é¢ba u 5 pacien-
td, u 4 pacientd do 2—4 let a u posledniho pacienta po 9 le-
tech. Substitu¢ni l1écba byla ponechdna u 18 pacientt, dva
pacienti nebyli po 1é¢bé vysetieni. Ve skupiné 14 pacientti
se zvySenim TSH, ktef{ neméli substitucni 1é¢bu, doslo ke

spontanni normalizaci TSH u 6 pacienti béhem lécby IFN,
u 4 pacientd po jejim ukonceni, u 4 pacientt vysledky chy-
bi.

Subklinickd hypotyredza

Podskupina pacientd s pravdépodobnou subklinickou hy-
potyredzou zahrnovala 32 pacientt se snizenim TSH. Tento
predpoklad podporuje i spontanni tprava TSH u 24 z 32 pa-
cientl v nasem souboru béhem protivirové 1é¢by nebo po ni.
Endokrinolog indikoval substitu¢ni 1é¢bu u 7 pacientt, tato

Graf 1
VEékova struktura souboru 304 pacient(i IéCenych IFN

1 VHB

Bl VHC

5-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 >70

Tabulka 4
Prvni zmény TSH podle véku u 304 pacientd

Vékovi skupina Podet pacienti Pacienti se zmé&nami
(roky) (n=304) TSH (n =75)
0-20 32 3 9 %)
21-40 154 44 (29 %)
41-60 103 26 (25 %)
> 60 15 2 (13 %)
Tabulka 5

Pritomnost autoprotilatek proti Stitné zlaze ve vztahu
k 1éCbé IFN u 54 pacientl

Béhem 1écby IFN
Pted 1é€bou do6 nad 6
IFN mésict mésict
anti-TGB 4 6 10
anti-TPO 2 8 4
anti-TGB + anti-TPO 4 11 5
Celkem 10 25 19

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2014 3




PUVODNI PRACE

byla ukonéena dosud pouze u 1 pacienta. Substitucni 1écba
trva u 6 pacienti, u jednoho pacienta 1 rok a u dalsich 5 pa-
cientil 4-12 let po ukonceni 1é¢by IFN.

Hypertyre6za

Hyperfunkce $titné zlazy se rozvinula u 4 z 39 pacienti
(10 %) se snizenou hodnotou TSH, vSichni méli zvySené
hladiny (f)T4 a (f)T3 a vyZadovali 1écbu karbimazolem.
Jednalo se o 2 muZe a 2 Zeny, vSichni méli VHC, pacient
s prechodnou tyreostatickou 1é¢bou karbimazolem s nasled-
nym rozvojem hypotyredzy neni do této skupiny zahrnut.

Klinicky zavazné&jsi pribéh byl zaznamendn u jediného
pacienta, u kterého byl ve véku 25 let ve 48. tydnu 1écby
zy charakteru Gravesovy-Basedowovy nemoci s klinickymi
projevy, které zahrnovaly nervozitu, tfes, tachykardii, hmot-
nostni ubytek a exoftalmus. Pfi stanoveni diagnézy mél
pacient TSH 0,01 mU/L, fT4 51,6 pmol/l, T3 5,88 nmol/l
a negativitu autoprotildtek. Pacient byl Iécen karbimazolem
a po dobu 5 mésict i trimepranolem pro tachykardii. Pacient
nedosahl béhem prvni 1é€by SVR, ndsledné byl 1écen kom-
binaci s pegylovanym IFN s dosazenim SVR. Béhem druhé
1écby doslo k rozvoji autoprotildtek anti-TGB a anti-TPO.
Pacient byl s prestdvkami lé¢en karbimazolem 4 roky, s vy-
jimkou mensiho exoftalmu u néj doslo k upravé klinického
stavu.

U 3 pacientti (1 muz, 2 Zeny) ve véku 27, 29 a 44 let byl
prubéh hypertyredzy mirnéjsi, prakticky pouze s laborator-
nimi zménami. U vSech 3 pacientt se hypertyredza manife-
stovala béhem prvni protivirové 1é¢by, vSichni dosahli SVR.
U vSech pacientt byla tyreostaticka lécba ukoncena, u dvou
pacienti do 4 let, u zbyvajicich 2 pacientii pfesny casovy
udaj neni znam.

Tabulka 6

Laboratorni nalezy u 36 pacientl pfi prvnim zjisténi zvySené hodnoty TSH

Diskuze

V nasem souboru byly zmény TSH v disledku lé¢by IFN
prokazany u 75 z 304 pacientl (25 %), a to u 27 % pacien-
ti s VHC a 15 % pacienta s VHB. Vyssi podil tyreopatii
u pacienti s VHC, ktery byl zjistén i v naSem souboru, je
vysvétlovan tim, Ze antigeny viru hepatitidy C maji nékteré
shodné sekvence aminokyselin s antigeny §titné Zlazy [9].
je TSH, stanoveni T3 a T4 neni vétSinou piinosné, nebof
k nespecifickym zméndm pti eufunkci Stitné Zlazy dochdzi
pomérné casto [6]. V naSem souboru byly zmény T3 nebo
T4 zjistény u 202 pacientl, pfitom pouze 36 z nich mélo
soucasné zmény TSH. Nejcastéjsi abnormalita byla zazna-
mendna pii hodnoceni T3, vyskytla se u 188 z 304 pacientt
(62 %), z CehoZ vyplyva relativni nevyznamnost hodnoceni
uvedeného parametru.

Zmény TSH v nasem souboru byly prokazany u 31 % Zen
a 21 % muzu, pro hypotyredzu byla substitucni 1é¢ba zaha-
jena u 7 ze 190 muzi (4 %) a u 18 ze 114 zen (16 %), coz je
v souladu s literarnimu tdaji, podle nichZ jsou poruchy stit-
né zlazy u Zen 3-7krat Castéjsi neZ u muza [2,9,10-12].

V literatufe se vétSinou uvadi, Ze poruchy funkce Stitné
zlazy jsou Castéjsi u starSich pacientl [13]. V nasem soubo-
ru byl zjistén nejvyssi pocet zmén TSH ve vékové skupiné
21-40 let (29 %), coZz mohl zejména ovlivnit maly pocet pa-
cientl star$ich 60 let. Zmény TSH byly zjiStény u 53 ze 75
nasich pacientd do pul roku od zahdjeni 1é¢by IFN, u 16 pa-
cientl v druhé poloving prvni 1é¢by a pouze u 6 pacientt pri
opakované 1é¢be, coz neni v souladu s nékterymi literarnimi
zdroji, podle nichz opakovana 1é¢ba IFN zvySuje riziko ty-
reopatii [4].

V naSem souboru byly zaznamendny zmény TSH pfi prv-
ni protivirové 16¢bé u 44 ze 174 pacienti (25 %) 1éCenych
konvenénim IFN a 25 ze 130 pacientd (19 %) 1éCenych
pegylovanym IFN, pfi podani konsen-
zudlntho IFN byly zmény TSH po-
zorovdny u 8 ze 16 pacientd. NaSe
vysledky jsou ve shodé€ s literaturou,
podle studii pegylovany IFN nezptiso-

buje vyssi podil tyreopatif ve srovnan{

My s

s konven¢nim IFN, vyssi Cetnost ty-

(TSH O T4 ®T3 reopatii u konsenzudlniho IFN je vysvét-
Norma T J Norma T J lovéna vét§im cytotoxickym efektem re-

kombinantni molekuly IFN [5,14].
VHC 2 20 ! 1 22 6 3 Nepanuje dosud shoda, zda existuje
VHB 4 1 0 3 3 1 0 souvislost rozvoje tyreopatie s dosaze-
Celkem 36 o : 14 25 7 3 nim SVR. Néktef{ autori nenalezli vy-
znamnou souvislost, zatimco jini po-
vazuji rozvoj dysfunkce Stitné Z1azy za
dobry prognosticky faktor v dosaZeni
Tabulka 7 SVR [3,12,13,15]. V naSem souboru

Laboratorni nalezy u 39 pacient(l pfi prvnim zjiSténi sniZzené hodnoty TSH

zmény TSH byly zjistény u 28 % pa-

cientl s dosazenim SVR a u 22 % pa-

(TsH ) (HT4 (HT3 cientl bez SVR.
Norma 1T J Norma 1 l Pritomnost antityreoiddlnich auto-
protilatek je pokldddna za vyznamny
VHC 36 29 ! 0 17 19 0 rizikovy faktor pro vznik tyreopatii
VHB 3 2 1 0 2 1 0 b€hem protivirové 1éCby, pfitom auto-
Celkem 39 3 2 0 19 20 0 protildtky byly nalezeny castéji u pa-

cienti s VHC nez s VHB (2042 % vs.
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5-10 %) [9,14,16]. V naSem souboru byly autoprotilatky
prokazany u 54 z 304 pacientd (18 %), jen mirné prevazo-
vali pacienti s VHC nad VHB (18 % vs. 15 %), Cast&jsi byl
vyskyt u Zen nez u muzt (25 vs. 14 %).

V nasem souboru byly zmény TSH prokazany u 30 z 54
pacientt (56 %) s pozitivitou autoprotilatek, pfitom v celém
souboru 304 pacientti byly abnormality TSH zjistény jen
u 25 % pacientd. HCV infekce je pokladana za predispozic-
ni faktor rozvoje autoimunitni tyreoiditidy, u nékterych pa-
cientl jsou autoprotilatky prokazovany uz pred protivirovou
1écbou [9,11,14,16]. V naSem souboru byly autoprotilatky
pted 1écbou prokazany u 10 z 304 pacientl (3 %), ndsledné
byly zmény TSH zjiStény u Sesti z nich béhem 1écby IFN,
ptitom 5 pacienti mélo VHC. U nasich pacientd byl proka-
zén Castéj$i rozvoj tyreopatie pfi pfitomnosti obou autopro-
tilaitek (anti-TGB a anti-TPO), nebof u 16 z 20 pacientd
(80 %) s obéma autoprotilatkami doslo ke zméné TSH, Cas-
to s nutnosti substituéni 1é¢by.

Podle literarnich zdroji se autoprotilatky objevuji vétsi-
nou jen béhem prvni protivirové 1écby [7]. Ale v nasem sou-
boru byly nové zjistény u 13 % pacient béhem prvni proti-
virové 1éCby a u 9 % pacienti béhem opakované protivirové
1écby.

V nasem souboru bylo 32 pacientd s ivodnim sniZenim
TSH, ktefi byli zafazeni do skupiny pacienti s pravdépo-
dobnou subklinickou hypotyreézou. Je to v souladu s lite-
rarnimi Udaji, které uvadéji, Ze se u vétSiny pacientli one-
mocnéni §titné 71azy v pribéhu 1écby IFN manifestuje jako
hypotyredza, coz byvd az u 66 % pacienti nasledkem pre-
chodného destruktivniho hypertyreoidismu [5]. Vzhledem
k relativné ¢astému rozvoji poruch §titné zlazy pti 1é¢bé IFN
je v soucasné dobé doporuceno sledovani TSH v tfiimésic-
nich intervalech. Pokud je zachycena zvysend hodnota TSH,
onemocnéni mé prakticky vzdy charakter hypotyredzy, pfi
snizené hodnoté TSH neni dalsi vyvoj onemocnéni jedno-
znacny. V naSem souboru byla sniZend hodnota TSH zjisté-
na u 39 pacientt, z nichZ pouze 4 nasledné rozvinuli hyper-
tyre6zu, 3 pacienti hypotyre6zu po ndsledném vzestupu
TSH. U vétsiny ze zbyvajicich 32 pacientt se pravdépodob-
né jednalo o subklinickou hypotyre6zu, kterd je ¢astd nejen
béhem protivirové 1écby IFN, ale i v béZné populaci, kde se
vyskytuje u 2—-10 % osob [7]. Tento pfedpoklad podporuje
i spontanni uprava TSH u 24 z 32 pacienti v naSem soubo-
ru.

Pacienty je nutné sledovat déle i po ukonceni 1écby IFN,
nebof k dpravé dysfunkce Stitné zlazy v casovém odstupu
dochazi asi u 50 % pacientd [6,7]. V nasem souboru byla
u vSech 4 pacientd s hypertyreézou ukoncena 1é¢ba kar-
bimazolem, substitu¢ni 1écba hypotyreézy byla ukoncena

u 5 z 25 pacientl, u jednoho pacienta aZ po 9 letech od
ukonceni protivirové 1écby.

Zavér

Poruchy §titné zldzy se vyskytuji u Ctvrtiny pacientd
s chronickymi hepatitidami v priabéhu 1écby IFN. Pro jejich
diagnostiku je nejdulezitéjsi opakované stanoveni TSH, pfi-
nosnym je i soucasné sledovani autoprotildtek anti-TGB
a anti-TPO, jejichZ pfitomnost, obzvlasté soucasnd, je do-
brym prognostickym faktorem rozvoje tyreopatie v dusled-
ku protivirové 1é¢by IFN.

Literatura

1. Husa P. Terapie chronickych virovych hepatitid. In Husa P. Virové hepatitidy.
Praha: Galén; 2005. s. 90-91.

2. Gelu-Simeon M, Burlaud A, Young J, et al. Evolution and predictive factors of
thyroid disorder due to interferon alpha in the treatment of hepatitis C. World
J Gastroenterol. 2009;15(3):328-333.

3. Dalgard O, Bjoro K, Hellum K, et al. Thyroid dysfunction during treatment of
chronic hepatitis C with interferon alpha: no association with either interferon do-
sage or efficacy of therapy. J Intern Med. 2002;252(4):377-8.

4. Jacobs EL, Clare-Salzler MJ, Chopra 1J, et al. Thyroid function abnormalities as-
sociated with the chronic outpatient administration of recombinant interleukin-2
and recombinant interferon. J Immunother. 1991;10:448-455.

5. Carella C, Mazziotti G, Amato L, et al. Interferon-alpha-related thyroid disease:
pathological, epidemiological, and clinical aspects. J Clin Endocrinol Metab.
2004;89(8):3656-3661.

6. Lukes J, Koranda P. Laboratorni diagnostika onemocnéni §titné z14zy. Interni me-
dicina pro praxi. 2001;3:120-123.

7. Pearce SHS, Razvi S. Practical approach to management of subclinical hypothy-
roidism. Thyroid International. 2012 Aug;(1)[11]. Available from: http://www.
thyrolink.com/.

8. Tran A, Quaranta JF, Benzaken S, et al. High prevalence of thyroid antibodies in
a prospective series of patiens with chronic hepatitis C before interferon therapy.
Hepatology. 2002;36(1):S195-S200.

9. Fernandez-Soto L, Gonzales A, Escobar-Jimenez F, et al. Increased risk of auto-
immune thyroid disease in hepatitis C vs. hepatitis B before, during, and after dis-
continuing interferon therapy. Arch Intern Med. 1998;158:1445-1448.

10. Hsieh MC, Yu ML, Chuang WL, et al. Virologic factors related to interferon in-
duced thyroid dysfunction in patients with chronic hepatitis C. Eur J Endocrinol.
2000;142:431-437.

11. Prummel MF, Laurberg P. Interferon and autoimmune thyroid disease. Thyroid.
2003;13:547-551.

12. Nadeem A, Aslam M, Khan DA, et al. Effect of combined interferon alpha and ri-
bavirin therapy on thyroid functions in patients with chronic hepatitis C. Journal
of the College of Physicians and Surgeons Pakistan. 2009;19(2):86—89.

13. Andrade LJ, Atta AM, D’ Almeida Junior A, et al. Thyroid dysfunction in hepati-
tis C individuals treated with interferon-alpha and ribavirin-a rewiew. Braz J Infect
Dis. 2008;12(2):144-148.

14. Mazziotti G, Sorvillo F, Stornaiuolo G, et al. Temporal relationship between the
appearance of thyroid autoantibodies and development of destructive thyroiditis in
patients undergoing treatment with two different type-1 interferons for HCV-rela-
ted chronic hepatitis: a prospective study. J Endocrinol Invest. 2002;25:624—630.

15. Tran HA, Malcolm Reeves GE, Gibson R, et al. Development of thyroid diseases
in the treatment of chronic hepatitis C with alpha-interferon may be a good prog-
nosticator in achieving a sustained virological response: a meta-analysis.
J Gastroenterol Hepatol. 2009;24:1163—1168.

16. Preziati D, La Rosa L, Covini G, et al. Autoimmunity and thyroid function in pa-
tients with chronic active hepatitis treated with recombinant interferon-2a. Eur
J Endocrinol. 1995;132:587-593.

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2014 3

97 |




KRATKE SDELENI

Corynebacterium imitans izolované z hemokultury u pacienta
se suspektni bakterémii — prvni izolace v humannim
klinickém materialu v Ceské republice

P. JEZEK?, J. ZAVADILOVA?, R. KOLINSKA3, P. SVEC#4, J. GUTTWIRTHS, P. PETRASS
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SOUHRN
Jezek P., Zavadilova J., Kolinska R., Svec P., Guttwirth J., Petrds P.: Corynebacterium imitans izolované z hemokultury u pacienta se
suspektni bakterémii-prvni izolace v humannim klinickém materialu v g:ské republice
Soucasny pohled na klinicky vyznam nedifteroidnich druht korynebakterii izolovanych z humanniho klinického materialu se v po-
slednich desetiletich zna¢né zménil a v fadé piipadii se pfima etiologicka souvislost piedpoklada nebo byla jiz prokazana.
V tomto sdéleni pfedkladame kazuistiku suspektni bakterémie u stari hospitalizované Zeny s izolaci velmi vzacného druhu
Corynebacterium imitans. Etiologicky vyznam izolovaného mikroorganizmu zustava viak nejasny. Cilem této prace nebylo prokazat
etiologickou vyznamnost C. imitans, ale poukazat na vyskyt velmi raritniho druhu, ktery povazujeme za prvni izolaci z humanniho kli-
nického materidlu v Ceské republice.

Klicova slova: korynebalkteria, Corynebacterium imitans, balkterémie

SUMMARY

Jezek P., Zavadilova J., Kolinska R., Svec P., Guttwirth J., Petras P.: Corynebacterium imitans isolated from blood culture in a patient
with suspected bacteremia — the first isolation from human clinical material in the Czech Republic

The current view of the clinical importance of nondiphtherial corynebacteria recovered from human clinical material has changed
considerably in recent decades; in many cases, a direct etiological role is assumed or has already been demonstrated.

Presented is a case of suspected bacteremia in a hospitalized elderly woman with isolation of the very rare species Corynebacterium
imitans from blood culture. However, the etiological significance of the isolated microorganism remains unclear. The aim was not to
demonstrate the etiological significance of the isolated C. imitans strain but to report the occurrence of this very rare species which is
considered to be the first isolation from humans in the Czech Republic.

Keywords: corynebacteria, Corynebacterium imitans, bacteremia
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Uvod

Korynebakteria jsou grampozitivni aerobni nesporogenni
tyCky s charakteristickym usporddanim v mikroskopickém
obraze (kyjovité tyCky Casto tvorici dvojice svirajici ostry
thel — tvar pismene V). Medicinsky pohled na jejich pato-
genni vyznamnost v humdnnich klinickych materidlech se
doneddvna omezoval téméf vyhradné jako na saprofytickou

nebo komenzdlni fléru. Teprve v poslednich dekadach vy-

razné pribylo publikaci zabyvajicich se touto skupinou mi-
kroorganizmi, a to nejen taxonomickych, ale i klinickych,
s popisem mnoha kazuistik, ze kterych je ziejmé nebo se
alesponi predpoklada vétsi ¢i mensi pravdépodobnost kau-
zalni ucasti téchto mikroorganizmi v rtznych infek¢nich
procesech [1-6]. Vyznamné k témto poznanim pfispiva roz-
voj modernich molekuldrné genetickych metod, které vy-
razné zasdhly do taxonomie tohoto rodu.
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C. imitans popsal poprvé Funke a kol. v roce 1997 [1]
u Smési¢niho ditéte rumunské ndrodnosti cestujictho auto-
busem do Polska pies Ukrajinu. Po piijezdu do Polska bylo
dité¢ hospitalizovino v nemocnici se suspektni difterii.
Nasledné onemocnélo dalsich 8 osob, které bud'to cestovaly
spole¢né s touto rodinou, nebo §lo o zaméstnance hotelu,
kde rodina pobyvala v¢etné obou rodic¢d. Od tf{ osob v kon-
taktu (otec ditéte, fidi¢ autobusu a recep¢ni hotelu) byl izo-
lovan koryneformni mikroorganizmus neprodukujici difte-
ricky ani zZadny jiny zndmy toxin. Tento kmen byl pozdéji
popsan vySe zminénymi autory jako C. imitans. Bernard
a kol. v roce 2002 [7] uvadéji ve své praci 6 kment izolova-
nych z hemokultury. Pét z nich pochédzelo z Kanady a jeden
ze Spanélska. Bliz§i popisy kazuistik viak uvedeny v této
préci nejsou.

Klinick4 prezentace

Zena ve véku 78 let byla piijata v Gervnu 2013 na oddéle-
ni TRN Oblastni nemocnice Pfibram. Divodem byly asi ty-
denni potiZe charakteru nachlazeni — produktivni kasel s ex-
pektoraci svétlych hlent, zhorSend ndmahova duSnost,
horecka. Ze vstupniho vySetfeni byly alterované hodnoty
krevniho tlaku 180/85, srde¢ni frekvence 100/min, télesna
teplota 38,5 °C a tepova frekvence 80—120/min, ostatni fy-
zikdIni nélez byl normdlni.

Vstupni hodnota C reaktivniho proteinu 119 mg/1 a leuko-
cytézy 20,6 x 10%ml se v prub&hu 1é¢by postupné upravily
az na hodnoty 15,8 mg/l resp. 12,6 x 10%ml.

Na skiagramu hrudniku byla zaznamendna akcentace va-
skuldrné intersticidlni kresby az splyvavého charakteru pfi
pravém plicnim hilu, ndlez byl hodnocen jako suspektni za-
nétlivd infiltrace. Na kontrolnim snimku v tydennim odstu-
pu jiZ tento nalez nebyl popsan.

Pracovni diagnéza pravostranné pneumonie nebyla zmé-
néna a pacientka byla po 1é¢b€ potencovanymi aminopeni-
ciliny, kterd vedla ke klinickému zlepSen{ pfi odpovidajicim
vyvoji laboratornich ukazateld zdnétu a rentgenového nale-
zu, propusténa do ambulantni péce.

Mikrobiologické vysetfeni

Z etiologicky vyznamnych mikrobiologickych nélezi byl
zvazovan predevsim Staphylococcus aureus izolovany z ma-
teridlu z dychacich cest a na tomto zakladé byla ordinovana
i antibiotickd terapie — amoxicilin/kyselina klavulanova v dav-
ce 3 x 1,2 g/d. Kmen vykazoval dobrou citlivost mimo indi-
kovaného prepardtu také na linkosamidy, kotrimoxazol, do-
xycyklin a makrolidova antibiotika.

Prekvapujicim ndlezem byly grampozitivni koryneformni
tycky v hemokultivaci.

Mikroskopicky obraz jak v materidlu z hemokultiva¢ni
lahvicky, tak pfimo z kultury odpovidal charakteristické
morfologii ptislusnikid rodu Corynebacterium, tzn. grampo-
zitivni, nesporogenni, difteroidni, kyjovité ty¢ky s vysky-
tem typickych V forem (obr. I).

Na krevnim agaru s 5% ovcich erytrocyti kmen rostl vel-
mi dobie pii 37 °C za aerobnich i mikroaerofilnich podmi-
nek a tvofil lesklé bélavé mazlavé kolonie bez hemolyzy
(obr. 2)

K druhové identifikaci byla pouZita souprava ELIChrom
CORYNE (ELITech MICROBIO, Signes, Francie). Testy
byly hodnoceny vzdy po 24, 48 a 72 hodinich. Bio-
chemicky profil i po 72 hodinové kultivaci v§ak neodpovi-
dal Zadnému kédu zafazenému v databazi (kéd 00181022 —
viz tabulka 1, databaze tento druh neobsahuje!). Z toho di-
vodu byl kmen zasldn do Stitniho zdravotniho tstavu
v Praze k dalsi identifikaci. Z doplitkovych biochemickych
testd stoji za zminku pozitivni CAMP test a pozitivni kata-
laza. Kmen byl rezistentni k vibrostatickému diagnostiku
pteridin O129, API Coryne skore 1100325 (API Coryne ne-
obsahuje druh C. imitans!); vSechny tyto parametry byly
v souladu s literarnimi ddaji [1,7]. Pfi identifikaci metodou
MALDI-TOF MS bylo dosaZeno score value = 1.967

Obr. 1
Mikroskopicky obraz kultury C. imitans
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Legenda: Barveni Gram, zvétSeni 1 000x. Foto P. JeZek

Obr. 2
Kultura C. imitans na krevni agaru za 24 hodin pfi 37 °C

Legenda: Foto P. Jezek
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(1,7-1,999 pravdépodobnd rodovad identifikace; 2,000-2,299
pravdépodobnd identifikace do druhu; 2,300-3,000 vysoce
pravdépodobna identifikace do druhu).

Na pracoviiti Ceské sbirky mikroorganizmti Masarykovy
Univerzity v Brné byla provedena typizace kmene metodou
rep-PCR s primerem (GTG)s Svec a kol. [8]. Ziskany profil
byl srovndn s typovym kmenem C. imitans CCM 46767 izo-
lovanym Funkem v roce 1997 (obr. 3). Podobnost ziskanych
rep-PCR profilt byla kalkulovdna Pearsonovym korelacnim
koeficientem v programu BioNumerics 7.1 (Applied Maths).
Izolovany kmen C. imitans K4005 vykazal s typovym kme-
nem C. imitans CCM 4676 podobnost 72,2 % a také vi-

Obr. 3

Vysledek rep-PCR typizace izolovaného kmene K4005
a typové kultury C. imitans CCM 4676T

zudlnim hodnocenim je zfejmé, Ze ziskané rep-PCR profily
vykazuji ¢ast shodnych PCR fragmentd. MoZnost srovnani
s vice kmeny C. imitans by umoZnila pfesnéjsi a spolehli-
vé&jsi vyhodnoceni vysledku analyzy, av§ak dals$i kmeny to-
hoto druhu nejsou k dispozici. Jednotlivé druhy korynebak-
terif, zahrnuté v rep-PCR databazi pracoviité Ceské sbirky
mikroorganizmi, vSak vykazuji obdobné vysokou vnitro-
druhovou heterogenitu rep-PCR profilt, coz také nepiimo
potvrzuje, Ze oba kmeny jsou i navzdory jistym odliSnostem
v rep-PCR profilech zastupci stejného druhu.

Citlivost na antibiotika byla testovana na Mueller—Hinton
agaru s ov¢imi erytrocyty diskovou diftizni metodou dle do-
porucené metodologie EUCAST a vy-
hodnocena dle tabulky break pointt
EUCAST v.4.0 pro Corynebacterium
spp. Dobrou citlivost kmen vykazoval
pouze k vankomycinu, linezolidu a ri-
fampicinu. K ostatnim testovanym
preparatim (penicilin, doxycyklin,
erytromycin, klindamycin a ciproflo-
xacin) byl jasné rezistentni.

C. imitans CCM 4676

C. imitans K4005

Amoxicilin/kyselina klavulanova by-
ly testovany metodou E testu, protoZe
Slo o preparat zvoleny k terapii a hod-

| DNA marker
(==l (= f=4 (=3 (= (= (=T~
S S S S S S S S &
S S S S vy S S N2
v+ on N — —
Tabulka 1

Biochemické vlastnosti izolovaného C. imitans ve srovnani

s plvodné izolovanym kmenem

nota MIC byla 4,0 mg/l. EUCAST pro
tento prepardt nemd stanoveny break

pointy, proto Ize jen obtiZné tuto hod-
notu okomentovat.

Diskuze

Rod Corynebacterium v poslednich
dekddach zaznamenal vyrazné zmény
co do poctu nové popsanych druht

Izolovany kmen

C. imitans sp. nov. (Funke 1997)

a také co do pohledu na jejich kli-

nickou prezentaci. U fady z nich

Substrat Vysledek Substrdt Vysledek Substrit Vysledek Substrit Vysledek . L PR p
se predpoklddd patogenni puisobeni
CAMP + FRU + CAMP + FRU + a u dal3ich je z publikovanych kazuis-
B-GUR B GAL B B-GUR B GAL B tik dﬁvodnoé podezfemj. Za vhodné
pfiklady miiZe poslouzit tieba Cory-
B-GAL - SAC + B-GAL - SAC +Hw nebacterium macginleyi se ziejmou
0-GLU _ ARA _ 0-GLU - ARA _ afinitou k o¢nim tkdnim [5,6] nebo
C. coyleae, u néhoz se predpoklada
MC* - XYL - MC + XYL - . . . .
predispozice pro vyskyt v krevnim
PAL + RIB + PAL + RIB + recisti [4,7,9,10], C. jeikeium [2],
URE ~ MAL N URE ~ MAL N C. /ulcerans [3] ajiné druhy; V’h.odnym
terénem pro korynebakteridlni infekce
ESC - LAC* - ESC - LAC + jsou zejména imunokompromitovani
GLU + MAN + GLU + MAN + pacientiv,'kt/er}’/ch s rozvojem mediciny
trvale pribyva.
TRE B TRE B C. imitans je velmi raritnim druhem
s dosud nevyjasnénym nebo ne zcela
Legenda: prokdzanym patogennim pusobenim

* — vysledky odlisné od ptivodné popsaného kmene, w — jemné pozitivni reakce.

Zkratky:

B-NAG - B-galaktosaminiddza, B-GUR — B-glukuronidéza, B-GAL — B-galaktosiddza,
o-GLU — o-glukosiddza, MC — esterdzy a lipazy, PAL — alkalickd fosfatdza, URE — urea,
ESC - eskulin, GLU — glukéza, TRE — trahaléza, FRU — fruktéza, GAL — galakt6za,
SAC - sacharéza, ARA — arabindéza, XYL — xyléza, RIB —rib6za, MAL — maltéza,
LAC - laktéza, MAN — mané6za, NT — netestovano, CAMP — CAMP test.

na ¢lovéka. V pivodnim a dosud jedi-
ném popisném ¢lanku Funkeho a kol.
z roku 1997 [1] autofi poukazuji na
moznou souvislost s difterickym one-
mocnénim a také na mozné Sifeni
z ¢lovéka na Cloveéka. Takové pripady
byly také popsany u nékterych jinych
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druhi korynebakterii, napf. u C. argentoratense [11] nebo
u C. pseudodiphteriticum [12]. U Zadného z téchto tf{ zmi-
niovanych druhi nebyla prokazana produkce difterického to-
xinu.

V naSem pfipadé nebyly pozorovany klinické symptomy
podobné diftérii. Zaznamenali jsme pouze vyskyt tohoto
druhu v hemokultivaci a nas pohled na izolaci z primarné
sterilniho materidlu neni zcela objasnén. Nabizi se moznost
kontaminace pfi odbéru nebo bakterémie z neznamého
zdroje. Posledni varianta miZze byt podpofena elevovanymi
zanétlivymi markery pfi vstupnim vySetieni a skutecnosti,
Ze toto agens dosud nebylo izolovano z ktiZe ¢i sliznic ¢lo-
véka nebo z prostiedi, aby jej bylo mozno jednoznacné
oznacit za saprofytickou fléru. A ackoliv nebyla zcela napl-
néna kritéria pro hodnoceni zachytu z hemokultur, domni-
vame se, Ze nelze spolehlivé povaZovat takové ndlezy ani za
kontaminaci. Na vyskyt tohoto druhu v hemokulturach uka-
zuje také prace Bernarda a kol. z roku 2002 [7].

Autofi v této publikaci popsali dalsich 6 kment C. imi-
tans izolovanych z hemokultur prevazné z Kanady [7].
Vyskyt C. imitans v Cechédch byl publikovin Kopeénym
a kol. [13] v souvislosti se studiem intestindlni mikrofléry
u détskych pacientd s celiakii. Kmen vSak byl prokdzan
pouze na zdkladé analyzy DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis) 16S DNA fragmentd [9], izolace pfimo
7 klinického materidlu je nyni popsdna poprvé.

Nicméné cilem této prace neni potvrdit ¢i vyloucit pato-
genni roli tohoto mikroorganizmu, ale pouze upozornit na
vyskyt velmi raritntho druhu v klinickém materidlu a také
na mozné omyly pfi feSeni podezielych klinickych ptipadd
difterickych onemocnéni, které se mohou v nasich podmin-
kach vyskytnout. Také chceme timto ¢lankem upozornit na
dulezitost presné identifikace korynebakterii z primarné ste-
rilnich tekutin a nebo z jinych materiélt, v ptipadech, kde
tyto druhy kvantitativné pievySuji ostatni fléru.

Zavér

C. imitans je pravdépodobné velmi raritné se vyskytujici
druh korynebakterii, alesponi dle literdrnich zdznamu ve
svétové literatufe, kde je zaznamendn pouze jediny piipad
z klinicky suspektniho difteroidniho onemocnéni [1]. Sest
kment bylo izolovano z hemokultur pfevazné z Kanady [7].

V Cechach byl prvni vyskyt publikovin v souvislosti se stu-
diem intestindlni mikrofléry u détskych pacientt s celiakif
[13].

Pro pochopeni klinického vyznamu a zejména etiologické
souvislosti nejen tohoto druhu je vyznamné zabyvat se
v mikrobiologickych laboratofich pfesnou identifikaci pii-
slusnikt tohoto rodu a vSimat si jejich plsobeni v organis-
mu. Popisy dalSich kazuistik mohou ndsledné prispét k ob-
jasnéni klinického pohledu na C. imitans i na dalsi druhy
rodu Corynebacterium.

Podékovani

Tato prdce byla caste¢né podporena projektem CZ.1.07/
2.3.00/20.0183.
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Méné obvykla diagnostika zavazného priibéhu leptospirozy
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SOUHRN
Sagan J., Roznovsky L., Petejova N., Mrazek J., Vaitkova D.: Méné obvykla diagnostika zivazného pritbéhu leptospirézy
Leptospiroza je endemickd zoonoza zpusobena patogennimi spirochetami z rodu Leptospira. Vétsinou se jedna o bezpiiznakové in-
fekce, pokud dojde k onemocnéni, miiZze se manifestovat chiipkovitymi pfiznaky, obrazem serézni meningitidy, vzacné se rozviji he-
patorenalni selhani pii Weilové chorobé. Sérologicka diagnostika leptospirozy je vétsinou pozdni. Uvedena kazuistika 18letého muze
se zavaznym prubéhem Weilovy choroby zptsobené sérovarem Icterohaemorrhagiae s tézkym hepatorenalnim selhanim, pficemz prv-
nim pozitivnim vysledkem byl prikaz patogena metodou polymerazové fetézové reakce v moci.

Klicova slova: zoonoéza, leptospiréza, polymerdzova retézovd realkce, moc¢

SUMMARY

Sagan J., Roznovsky L., Petejova N., Mréazek J., Vaitkova D.: Unusual diagnosis of severe leptospirosis

Leptospirosis is an endemic zoonosis caused by pathogenic spirochetes of the genus Leptospira. The infection is mostly asymptoma-
tic; the disease may manifest with flu-like symptoms or as serous meningitis, rarely as hepatorenal failure in Weil’s disease. Serologic
diagnosis of leptospirosis is mostly relatively late. A case of an 18-year-old man with a serious course of Weil’s disease caused by the se-
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Uvod

Leptospirdza je endemicky se vyskytujici zoondza zpiso-
bend patogennimi spirochetami z rodu Leptospira [1]. V po-
slednich 10 letech bylo v Ceské republice hldgeno 269 one-
mocnéni s roénim rozpétim 17-55 piipadd (zdroj Epidat).
Rezervodrem patogennich leptospir jsou hlodavci, ktefi jsou
infek¢ni po celou dobu svého Zivota a u nichZ probiha in-
fekce vétSinou asymptomaticky. Pfenos se dé&je piimym
nebo nepiimym kontaktem s moci, tkdnémi hlodavci, kon-
taminovanou vodou a potravinami [2].

Do organizmu leptospiry pronikaji odérkami v kizi nebo
i neporusenymi sliznicemi. Leptospir6za ma dvoufizovy
prabéh, v prvni fazi, po dobu asi 7 dnt, jsou leptospiry pii-
tomny v krvi i mozkomi$nim moku, v druhé, tzv. imunitni
fazi, trvajici az 30 dnd, je mozno leptospiry jiZ ke konci prv-
niho tydne onemocnéni prokdzat v moci [2]. Pro prvni fazi
jsou typické chiipkovité pfiznaky, pokud se rozvine druhd
faze, rozviji se serézni meningitida s bolestmi hlavy a kon-
juktivitida. U vzacnych zavaznych pribéhl obé faze sply-

vaji, rozviji se hepatorendlni postiZeni s vyraznym ikterem,
soucasné jsou vyrazné bolesti svali, meningdlni piiznaky
a konjuktivitida. Nejcastéj$i pri¢inou smrti je krvacend,
napf. do plic nebo mozku, nebo multiorganové selhani [3].

V béZné praxi je vétsina leptospir6z diagnostikovana rela-
tivné pozdé pomoci sérologickych metod, spolehlivéjsi se
jevi metoda mikroaglutinace-lyze ve srovndni s metodou
ELISA [4]. U ser6znich meningitid je mozno prokdzat pt-
vodce v mozkomiSnim moku metodou polymerdzové te-
tézové reakce (PCR). U zdvaznych forem je vhodnd Casnd
PCR diagnostika v krvi, mozkomi$nim moku nebo moci [5].

Uvedena je kazuistika muZe s Weilovou chorobou s pr-
votnim prikazem patogena v modi.

Kazuistika

V cervenci 2012 byl na standardni oddéleni Kliniky in-
fek¢niho Iékatstvi FN Ostrava prijat diive zdravy 18lety muz
pro nékolik dnl trvajici leh¢i prijmové onemocnéni se

(102

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2014 3




KAZUISTIKA

s

zhorSenim potiZ{, s etnymi vodnatymi stolicemi s horeckou
v poslednich dvou dnech, u praktického 1ékafe byla namé-
fena hodnota C reaktivniho proteinu (CRP) 155 mg/l. Pfi
fyzikdlnim vySetfeni dominovala dehydratace a palpacni
bolestivost 1ytek. V tvodnich laboratornich vysledcich (viz
tabulka 1) dominovaly znamky akutniho selhani ledvin, po-
stizeni svalt a hyperbilirubinémie. Pro rozvoj anurie s rych-
le nardstajicim ikterem byl pacient pielozen na jednotku
intenzivni péce. Pro nejasnou etiologii
onemocnéni s obrazem tézké sepse
byla zahdjena 1écba cefotaximem
v davce 8 g/den s ampicilinem v dav-
ce 12 g/den, ddvka antibiotik byla d4-

Pacient byl ndsledné tfikrdt ambulantné vySetfen, napo-
sled za 22 mésicti od propusténi, soucasné byl sledovan ne-
frologem. Klinicky stav v¢etné krevniho tlaku byl v normé,
rovnéZ laboratorni parametry byly fyziologické. V kontrol-
ni sérologii pretrvavala vysoka hodnota titru protilatek pro-
ti sérovarim Icterohaemorrhagiae FrySava a Copenhageni
Lebe, ale za 3 mésice od pfijeti nebyla metodou PCR v mo-
¢i prokdzana pritomnost leptospir.

Tabulka 1

le upravovana dle funkce ledvin. U pa- Laboratorni parametry u pacienta s leptospirézou ve dnech od piijeti
cienta byl dodate¢né zjiStén udaj
0 vodackém kurzu na Vltavé v jiznich  Parametr
Cechdch, ktery absolvoval 11 dnli pfed  (normélni hodnoty 1. den 5. den 10. den 13. den 18. den
prijetim a na kterém se opakované ne-  a jednotky)
Ehiénédngpil ffé{lf IIOd'y v ?en pf‘ijetf Leukocyty

yla odebrana scrologie na Ieplospiry, (3 g_ 1o, 091 6.7 6.9 8.5 6.0
virové hepatitidy a sérologie a PCR na
hantaviry. UZ druhy den byla vyloute-  Hemoglobin
na hantavirovd etiologie (sérologie (135175 g/l) 129 122 114 119
1 PCR negativni), ve shodny den byla  Trombocyty
odebrana krev na PCR diagqostiku (130-400 x 109/1) 43 26 64 335
leptospirézy (viz tabulka 2). Uvodni
sérologické vySetfeni na leptospiry  Urea
arovnéZ PCR diagnostika ze séra byly (2,8-7,2 mmol/l) 15,2 18,7 18,9 12,3 7,3
neganym. Patvy den hospltal}zace byl'a Kreatinin
odebrdana moc na stanoveni leptospelr (62115 pmol/l) 292 475 398 34 7
metodou PCR (in-house PCR) s prt-
kazem DNA Leptospira spp. Prvni po-  Bilirubin celkovy
zitivni sérologicky priikaz leptospirg- ~ (3:4-2.1 umol/l) 132 193 255 137 55
zy byl rovnéz z odbéru z patého dne  Bjlirubin konjugovany
hospitalizace. Pomoci dal$ich vySetie- (0—4 umol/l) 82.8 123 166 77
ni byla u pacienta vyloucena virova
i bakteridln{ etiologie prijmu, hemo- ALT
Kultury byly opakovang negativn, Wi. (015075 ukat/) 0.67 1,14 1,47 1,56 1,44
dalova reakce byla negativni, rovnéz  AST
byly vyloudeny virové hepatitidy A, B, ~ (0,15-0,85 pkat/l) 1,74 4,95 6.1 112 0,7
C a E, infekce cytomegalovirem a vi- g ooiin oo
rem Epsteina-Barrové. (0,15-3,24 pkat/l) 20 77 40 0,45

Zavazny prubéh onemocnéni pretr- -
vival 6 dni, zhorSoval se ikterus s roz-  Myoglobin
vojem hepatosplenomegalie, anurie (070 e/l 3417 10053 658 3
a poté oligurie, s nutnosti podpory  Laktit
diurézy kontinudlné podavanym furo- (0,5-2,2 mmol/l) 1,6 0,7 1,2
semidem s maximdlni ddvkou 1 g/den CRP
po dobu.S dnt, koagulopatie se khnlg- (0-10 mg/l) 167 231 185 55 5
ky projevovala mirnou hematurii
a epistaxi. Od Sestého dne se stav po- ~ Prokalcitonin
stupné zlepSoval s postupnou normali-  (0-0:5 pg/h 33,7 19.9 3.7
zaci laboratornich parametrd (viz tabul- o
ka I). Pacient byl po 15 dnech pielozen ~ Frotrombinovy cas
na standardni oddéleni, cefotaxim byl (70-130 %) 64 57 94 100 92
podavan 12 dnti, ampicilin 15 dnd. Pa-  APTT
cient byl propustén 19. den hospitali-  (24,7-33,1 s) 55 64 32 36 34
zace v dobrém klinickém stavu s re- 5.

o . oo ery

gredujicim subikterem a s normalnimi (00,5 pg/ml) 375 153 134 1.15

hodnotami ledvinnych funkci.
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Tabulka 2
Diagnostika leptospirézy u 18letého muze ve dnech od pfijeti

l.den  2.den 3. den 5. den 8. den 18. den za 3 za7 za 22
Sérovar mésice mésich mésici
Icterohaemorrhagiae
FrySava negat. negat. negat. negat. 1:1600 1:1600 1:1600 1:1600
Istrica J-20 negat. negat. 1:200 1:200 1:100 1:100 1:100
Sejroe M-84 negat. negat. 1:100 1:200 1:200 1:200 negat.
Copenhageni Lebe negat. negat. negat. negat. 1:800 1:1600 1:1600 1:800
PCR v séru negat.
PCR v moci pozit. negat.
Diskuze ni u naSeho pacienta probihalo pod obrazem té€zké sepse,

U dfive zdravych pacientt s febrilnim pribéhem a akut-
nim selhdnim ledvin je nutno v diferencidlni diagnostice
zvazovat Weilovu chorobu a hantavir6zu, pro Weilovu cho-
robu je navic typicky ikterus. U obou onemocnéni je vy-
znamnd epidemiologickd anamnéza, zejména piimy ¢i ne-
pfimy kontakt s hlodavci, v nasi republice se vétSinou jednd
o autochtonni onemocnéni, ale je mozné i infikovani v za-
hranici.

Pti leptospir6ze dochdzi k mnoZeni leptospir v endotelu
malych cév, coZ vede k jejich poskozeni, a proto muze byt
v prub&hu Weilovy choroby postizen témér kazdy orgdn,
vétsinou dominuje selhani jater, akutni selhdni ledvin, po-
Skozeni plic, svalové postizeni charakteru myozitidy, pfi-
padné krvécivé projevy [7]. Prognosticky vyznamné jsou
hodnoty kreatininu, bilirubinu a myoglobinu. Uvolnéni
myoglobinu v pribéhu myozitidy je patognomické pro lep-
tospirézu a prispivd ke vzniku akutniho rendlniho selha-
ni, coZ ndsledné alteruje metabolizmus bilirubinu s rozvo-
jem enormniho ikteru [8].

Sérologicka diagnostika leptospirdzy je relativné pozdni,
coZ potvrzuje i nase kazuistika, proto je nutné na uvedend
onemocnéni pomyslet a spravné interpretovat klinické, la-
boratorni i epidemiologické tidaje [1]. U naseho pacienta
byl zaznamendn postupny nartst titra protilatek vaci vice
sérovariim, coz se oznacuje jako Finertiv fenomén paradox-
ni aglutinace. Nejvyssi nartsty byly zaznamendny proti sé-
rovardm Icterohaemorrhagiae FrySava a Copenhageni Lebe,
presto je mozno predpoklddat, Ze onemocnéni vyvolal séro-
var Icterohaemorrhagiae FrySava, nebof t€zky pribéh one-
mocnéni je u sérovaru Copenhageni Lebe raritni.

V Casné diagnostice leptospirdzy je vhodné uptfednostiio-
vat piimé metody, zejména PCR diagnostiku. Jedna se o sta-
noveni DNA leptospir pomoci tzv. real-time PCR ze séra,
mozkomiS$niho moku nebo z moci [6,10]. U naseho pacien-
ta jsme PCR diagnostiku v moci zvolili relativné pozdé,
vhodnéjsi je provést stanoveni v séru i v moci uz v ivodnich
vySetfenich.

Antibiotickd 1é¢ba leptospirézy by méla byt zahdjena jiz
pfi prvnim podezieni na toto onemocnéni. Pfi lehkém pri-
béhu je volbou perordlni doxycyklin, pfi zavazném pribéhu
krystalicky penicilin nebo cefalosporiny III. generace, napf.
ceftriaxon, cefotaxim [2]. Vzhledem k tomu, Ze onemocné-

zvolili jsme proto z diagnostickych rozpakt kombinaci ce-
fotaximu s ampicilinem. Po oziejmén{ pivodce by byla 1é¢-
ba pouze jednim z antibiotik dostatecna.

V akutnim stadiu onemocnéni pacient vylucuje leptospiry
moci, coz miZe teoreticky ohrozit oSetiujici personal a oso-
by v bliz§im kontaktu. U pacientl je nutné dodrZovat ba-
riérovy oSetfovaci reZim a rovnéZ je vhodné informovat
laboratof 0 mozné piitomnosti patogena v moci, nebot lep-
tospirurie pfetrvava i pifi antibiotické 1é¢bé [9]. Nebezpeci
nozokomidlni ndkazy je v§ak malé.

Nas pacient mél v moci prokazany leptospiry metodu
PCR patého dne hospitalizace, ale za 3 mésice od prijeti uz
bylo uvedené vysetfeni negativni. Podle literarnich ddaja
mize asymptomatickd leptospirurie pretrvavat az jeden rok
po onemocnéni, nicméné jsou tyto piipady raritni, proto je
téZké interpretovat, zda je toto vyznamné pro mezilidsky
prenos onemocnéni [10].

Zavér

Piimy prikaz leptospir metodou PCR v séru a soucasné
v moc¢i je vhodny pro casnou diagnostiku leptospirdzy.
U pacientti s Weilovou chorobou a ostatnimi leptospirézami
je tieba povazovat lidskou mo¢ za infek¢éni material.

Literatura

1. Brueck M, Grempels E, Braig G, et al. Leptospirosis as a differential diagnosis of
acute renal failure. Med Klin (Munich). 2002;97(10):614—618.

2. Levett PN. Leptospirosis. Clin Microbiol Rev. 2001;14(2):296-326.

3. Dolhnikoff M, Mauad T, Bethlem EP, et al. Pathology and pathophysiology of pul-
monary manifestations in leptospirosis. Braz J Infect Dis. 2007;11(1):142-148.

4. Kulerovi P, Cermikovd Z, Poldk P, et al. Vyskyt leptospirézy v Kralovéhra-
deckém a Pardubickém kraji a v ¢asti kraje Vysocina v letech 2002-2009. Klin
mikrobiol inf Iék. 2011;17(5):168-172.

5. Dupont H, Dupont-Perdrizet D, Perie JL, et al.. Leptospirosis: prognostic factors
associated with mortality. Clin Infect Dis. 1997; 25(3):720-724.

6. Levett PN, Morey RE, Galloway RL, et. al. Detection of pathogenic leptospires by
real-time quantitative PCR. J Med Microbiol. 2005;54(Pt.1):45-49.

7. Seguro AC, Andrade L. Pathophysiology of leptospirosis. Shock. 2013;39(Suppl 1):
17-23.

8. Mel’nik GV, Avdeeva MG, Piskunov OV. The importance of myoglobin in the pa-
thogenesis of leptospirosis. Terapevticheski arkhiv. 1997,69(4):69-72 .

9. Chow E, Deville J, Nally J, et al. Prolonged Leptospira Urinary Shedding in
a 10-Year-Old Girl. Case reports in pediatrics. 2012;2012:169013.

10. Bal AE, Gravekamp C, Hartskeerl RA, et al. Detection of leptospires in urine by
PCR for early diagnosis of leptospirosis. J Clin Microbiol. 1994;32(8):1894—1898.

104

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2014 3




ZPRAVA |

20. sveétovy kongres — AIDS 2014 (IAC 2014), Melbourne, Australie

Ve dnech 20.-25. 7. 2014 se konal 20. svétovy kongres
o AIDS, tentokrat v australském Melbourne, tenistim zna-
mém piedevsim grandslamovym turnajem Australian Open.
Zicastnilo se ho vice nez 15 tisic delegétli a vice nez tisic
zastupcl nejriznéjsich médii. Kongres se kona pravidelné
po dvou letech a setkavaji se pfi ném pracovnici z rtiznych
sfér (védci v zdkladnim a klinickém vyzkumu, klinicti 1éka-
f1, zdravotn{ sestry a jiné osoby pecujici o HIV/AIDS osoby,
sociologové, psychologové, politici a dals{), ktef{ jsou n&ja-
kym zpusobem zapojeni do péce o HIV pozitivni osoby Zi-
jici na jednotlivych kontinentech. Pfedsednictvi na letoSnim
kongresu pfijaly prof. Francoise Barré-Sinoussi, prezident-
ka International AIDS Society, nositelka Nobelovy ceny za
medicinu z roku 2008 a prof. Sharon Lewin, za poradajici
zemi.

Smyslem AIDS 2014 bylo setkani pfednich védci, zdra-
votnickych expertd, politikd, ale i HIV infikovanych osob,
spolecné se podilejicich na hledani optimdlnich preventiv-
nich a léCebnych pfistupii a formovani novych strategii
a globélnich pfistupd v boji proti AIDS v kontextu ekono-
mickych moZnosti jednotlivych zemi. Leto$ni konference se
konala v rozsdhlém komplexu kongresového centra na bre-
hu feky Yarra. Ze 7 300 zaslanych abstraktt bylo komisemi
do programu vybrano 2 500 z nich. Abstrakty s nejvyssim
skore byly zatazeny do prednaskovych sekci, ostatni byly
prijaty jako postery. Pfi plendrnich pfedndskach, worksho-
pech, sympoziich, firemnich setkdnich, satelitnich sekcich
a posterovych prezentacich se tucastnici seznamovali s nej-
novéjsimi poznatky oboru, i obort pfibuznych, vznikaly no-
vé kontakty, novd pratelstvi, ale také ndpady na spoluprici
a zlepSeni profesiondlniho ristu. Zdarny pribéh konference
by vsak nebyl mozny bez dostate¢né $tédrych sponzort, fi-
nanénf a technické podpory vlad a nejriznéjSich rad zdcast-
nénych zemi, ale i dalSich mezinarodnich organizaci. O or-
ganizaci a bezpecnost ucastnikd se staralo velké mnoZstvi
profesiondlnich i dobrovolnych pracovniki. Ubytovani
ucastnikd bylo zajisténo vétsinou v nedalekém okoli kon-
gresového centra.

Heslo letosniho kongresu ,,Stepping up the pace™ by se
dalo volné pfelozit jako zrychleni tempa (minéno v preven-
tivnich, 1é¢ebnych, ale i socidlnich pfistupech k nemocnym)
a vyjadfuje nadéji a optimismus, mobilizaci sil a zdroju
a nezbytné spojeni sil v boji proti stdle trvajici pandemii
HIV/AIDS. Logo kongresu (stopy bosych nohou v pisku)
bylo vybrdno v soutézi mladych lidi (zvitézila 22letd autor-
ka z Tanzanie) a znamena zvyseni ostraZitosti mladych lid{
pred HIV. Zvysujici se zodpovédnost jedincd i kolektivi
a promptni reakce na soucasné potieby nemocnych vede ke
zpomaleni pribéhu epidemie. Soucinnost védy, spolecnosti,
organizacnich a kontrolnich jednotek hraje v praktickém fe-

JiZ pred oficidlnim zahdjenim vlastniho programu konfe-
rence probihala kromé pfedkongresovych sympozii také set-
kani tymu védeckych pracovniki fesicich vétsinou globalni
vyzkumné projekty. Podobné jako v minulosti i letos probi-

hal projekt ,,Global village™ upozortiujici na to, Ze vSichni
Zijeme na jedné planeté Zemi a mame spole¢né problémy.
V projektu se predstavily jednotlivé organizace bojujici na
riznych drovnich proti HIV/AIDS v rtiznych zemich svéta,
jez upozornily na skutecnost, Ze jediné spolenymi silami
a disledné vedenymi programy lze nad HIV/AIDS postup-
né zvitézit. Tento program probihal béhem celého kongresu.
Vystoupila v ném celd fada umélcd z riznych zemi svéta
a bylo promitdno mnoZstvi instruktivnich filma uréenych
pro ruzné cilové skupiny osob.

20. 7. 2014 v 19 hodin byl kongres zahdjen. Vystoupila fa-
da osobnosti védeckého i vefejného Zivota.

Projevem prispél i premiér statu Victoria a primator
Melbourne. Zahdjeni kongresu vSak mélo také vzpomin-
kovy charakter. Pocinaje zahdjenim se celym prib&hem
kongresu prolinala smutnd udalost — sestfeleni malajského
civilniho letadla letu MH 17 s ndslednym dmrtim 298 pasa-
7€ru, z nichz Sest, véetné prof. J. Lange, byvalého predsedy
IAS, cestovalo na konferenci.

V pribéhu kongresu rovnéz vystoupil byvaly prezident
USA Bill Clinton, ktery upozornil na potiebu politické viile
a nutnou mezindrodni spolupréci s dostate¢nym finanénim
zajiSténim, umoznujici zlepSeni preventivnich opatfeni a za-
jisténi 1é¢by pro 15 mil. osob do roku 2015. V podobném
duchu vystoupil irsky zpévdk, hudebnik, herec a politicky
aktivista Bob Geldof.

Rada sponzorskych firem zvefejnila nové informace ze
svého portfolia 1€k, urCenych pro kombinacni 1é¢bu
HIV/AIDS. Dlouhodobym trendem je simplifikace 1écby,
tedy sdruzeni jednotlivych 1é¢ebnych piipravki (3—4) do
jedné tablety poddvané jednou denné. Tento pfistup je za-
sadni inovaci pfedev§im pro zemé s velmi omezenymi fi-
nan¢nimi zdroji.

Ukolem konference bylo:

* inspirovat se, povzbudit a obhajovat spolupraci s postizZe-
nymi komunitami, politiky, védci, kliniky a ostatnimi za-
jmovymi skupinami pracujicimi na postupné likvidaci
hrozby AIDS systematickymi preventivnimi opatienimi,
komplexni péci a 1é¢bou uréenou pro vsechny.

e zlepSeni informovanosti a porozuméni, jez pomuze od-
strafiovat bariéry, stigmata, diskriminaci a represivni opat-
feni trvajici jiz pfes 30 let. V jednotlivych zemich jsou
opatfeni pfijimana rizné rychle, nezavisle na ekonomické
situaci dané zemé. Nékde se sniZzovani poctu nové infiko-
vanych dafi, jinde nikoli.

e soustfedéni se na hlavni postizené skupiny (muzi majici
sex s muzi, sexudlni pracovnici, HIV pozitivni osoby,
transsexudlové, uzivatelé injek¢nich drog). Je vSak zfej-
mé, Ze mnoho osob dosud o své HIV — pozitivité nevi,
a tudiZ se neléci.

V poslednich tiech desetiletich doslo k fadé€ zdsadnich ob-
jevu na poli zdkladniho a klinického vyzkumu, epidemiolo-
gie a hlavné 1é¢by infekce HIV/AIDS. Je vSak nutno neu-
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stdvat v boji a zajistit dalsi financni zdroje pro inovaci vy-
zkumnych programl. Ocekdvd se zapojeni nové generace
mladych védci, osobnosti vefejného i politického Zivota
a obhdjcu téchto principd.

Nezanedbatelné jsou pokroky v 1écbé HIV/AIDS, ale
1 komorbidit a koinfekei (napt. TBC, virovych hepatitid, ma-
larie). Zasadnim pozadavkem doby vsak je a bude zajisténi
vSeobecného pristupu k prevenci a 1écbé HIV/AIDS. Tyto
principy, vychdzejici z moznosti evropskych zemi a USA,
jsou zatim s obtizemi zajiStovany ve vétSiné zemi Afriky,
Asie, Ocednie, ale i v nékterych zemich vychodni Evropy.
Plany jsou vypracovdny na roky 2015 a dalsi.

Kongresova jednani se konala nejen ve vlastnim kongre-
sovém centru, ale presouvala se do dalSich zafizeni ve més-
t¢ a mnoho doprovodnych akei se odehrdvalo i v ulicich
Melbourne, které se na tuto vyznamnou akci ptipravilo spe-
cidlni vyzdobou a kaZzdodennim kongresovym televiznim
zpravodajstvim na kandlu 86.

Spektrum prezentované problematiky bylo nadmiru §iro-
ké a zajimavé — z mnoha okruhl bych rad upozornil prede-
v§im na:

1. Okruh socidln€ — pravni: HIV a mladez, HIV a muZi ma-
jict sex s muzi (MSM), vyskyt HIV u ptivodniho obyva-
telstva jednotlivych zemi, HIV, zdkony a lidskd prava
(v€etné homofobie), HIV u vézmnd, socidlni a kulturni
kontexty rizik a prevence HIV, socidlné ekonomické
otdzky u postizenych rodin, HIV a uZivatelé injek¢énich
drog, zneuzivani déti, financovan{ programu a efektivita
soucasnych investic, ekonomickd pomoc primyslovych
podnikd, dostupnost 1é¢by v zemich s omezenymi fi-
nan¢nimi zdroji, kriminalizace HIV v nékterych zemich,
ukoly nevladnich organizaci a nadaci — nové pristupy, se-
xudlné-reprodukéni zdravi, prava Zen a divek s HIV, otdz-
ky viry, HIV a sexudlnich tabu, mentdlni zdravi a HIV,
HIV a cestovani.

2. Okruh zdkladniho vyzkumu: molekuldrni diagnostika
a techniky analyzy HIV, biomarkery (napt. FIB4, APRI),
latence infekce HIV a rezervodry, restrikéni faktory
(napt. MARCHS, haplotyp MX2, protein HERCS5), nové
cile — neutraliza¢nf protiltky, alosterickd inhibice, geno-
va terapie, vyuziti ,,defektnich® HIV, aktivace latentnich
HIV-1 v rezervodarech in vivo (napf. romidepsin), preven-
tivni a terapeutické vakciny — nové cile.

3. Okruh epidemiologie: prevence HIV, HIV-testovani, cir-
kumcize jako metoda redukce prenosu HIV, pfenos HIV
z matky na dit¢ (MTCT), preexpozi¢ni profylaxe infekce
HIV u MSM pomoci kombinace tenofoviru s emtricita-
binem.

4. Okruh klinickych studii a zkuSenosti z praxe: nové na-
déjné 1éky (napr. DTG), zkuSenosti s novymi fixnimi
kombinacemi 1ékti (napi. COP/EVP, STRB) zachovani
ucinnosti 1é¢by, adherence a retence dispenzarizovanych
pacienttl, cART pouZitelnd v gravidité s cilem redukce
MTCT, zlepSeni funkce zdravotnich systému v boji proti
HIV/ AIDS, vyuziti modernich komunikac¢nich technolo-
gii v prevenci a 1é¢bé HIV (SMS, e-mail, Tweet, Face-
book), orgdnova poskozeni vlivem HIV a nezddouci
ucinky lécby (kostni, rendlni, metabolické, vcetné star-
nouci populace) a moznosti jejtho ovlivnéni, vyuziti dfi-
ve pouzivanych antiretrovirotik v novych kombinacich
(pt. MVC s DRV/r), vcetné teoretické moznosti vyléceni
HIV/AIDS. Pozornost byla vénovédna rovnéz zajimavym
kazuistikdm a 1é¢bé jako prevenci §ifeni HIV v komuni-
te.

5. Kurzy pro za¢inajici vyzkumniky (jak uspét s abstraktem
na konferenci, s ¢lankem v ¢asopisu aj.), kurz pro peco-
vatele o HIV pozitivni osoby, sestry, laboratorni pracov-
niky, socidlni pracovniky, pravniky, psychology.

Pro nejSirsi férum dcastniklG byly ureny plenarni pied-
nasky, konané v nejvétsich salech, které vSak ne vzdy sta-
Cily velkému poctu zdjemci, proto byla plendrni jednani
prendSena televiznim okruhem i do dal$ich ,,pomocnych*
prostor. Prvni den byly prezentoviny nové pohledy na epi-
demiologickou problematiku infekce HIV, Zivot osob
s AIDS a soucasny stav a moZnosti terapie HIV/AIDS.
Druhy den se témata orientovala na posilovani vztahu zdra-
votnich systému a vefejnosti, otazky infekce HIV ve vztahu
k jednotlivym pohlavim (genderovad problematika, vcetné
transsexudl) a tkoldm Globdlniho fondu pro boj proti
AIDS, TBC a maldrii. Tfeti den byl vénovan efektivité 1¢-
kové politiky a redukei nasledkd pandemie HIV, koinfekci
HIV a TBC, zdvérecna plenarni predndska se zabyvala pro-
blematikou HIV u sexudlnich pracovnikii. Ctvrty den bylo
auditorium sezndmeno s vysledky novych vyzkumi v ob-
lasti HIV vakein, s novymi technologiemi v prevenci HIV
a s problematikou MSM a transsexuald. Paty, zavérecny den
byl vé€novan nasi soucasné pozici ve vyvoji a vyuZiti antire-
trovirovych kombinaci, problematice HIV u adolescenti
a moznostem jak sniZovat riziko ndkazy HIV/AIDS u déti.

Zavéreéné shrnuti vyznamu kongresu a rozlouceni patfilo
opét hlavnim potadatelm. PFisti, jiz 21. kongres IAC se bu-
de konat ve dnech 17.-22. 7. 2016 a hostitelem dcastnikt bu-
de jihoafricky Durban.

Doc. MUDr. Dalibor Sedlacek, CSc.
Infekéni klinika, LF UK a FN v Plzni
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DOPIS REDAKCI

Dopis redakci

Reaguji na ¢lanek Familidrnf vyskyt botulismu — kazuis-
tika autort Ambrozova H. a spol., uvedeny v KMIL ¢&. 2,
cerven 2014, na str. 40-42. V tomto ¢lanku autori uvadéji na
str. 41 v kapitole Diagnostika a 1é€ba, Ze prikaz v séru byl
proveden biologickym pokusem na myS$ich v Néarodni refe-
rencni laboratofi pro anaerobni ndkazy v Ostravé. NaSe
Referenéni laborator CR pro anaerobni bakterie (nikoliv
Nérodni referencni laboratoi pro anaerobni ndkazy, jak je
uvedeno v ¢lanku) nikdy takovy prikaz neprovadéla. Pokud
byly klinické materidly vySetfovany na prikaz botulotoxint
od pacientd uvddénych v ¢lanku, tak byly pravdépodobné
testovany ve Zdravotnim tstavu se sidlem v Ostravé. Clanek
rovnéz nijak nereflektuje a neuvadi, jaky druh botulotoxinu
byl biologickym pokusem na mySich prokdzan, tedy ktery
ze sérotyptu A-G Clostridium botulinum byl v testovanych
vzorcich pfitomen. V pripadé, Ze by nebyla provadéna séro-
typizace pomoci monovalentnich antisér, stacilo by uvedeni
polyvalentniho antiséra, které bylo v biologickém pokusu

pouzito a na které byl biologicky pokus na myS$ich pozitiv-
ni. Konstatovani autort prace, Ze na potvrzeni pfitomnosti
botulotoxind ve vzorcich od pacientd byl proveden biolo-
gicky pokus na zvifeti a Ze byl pozitivni, je naprosto nedo-
stacujici. Uhynuti mysi mohlo byt zpdsobeno i jinymi toxi-
ny neZz botulotoxiny. To, Ze diagnostika botulismu byla
uvedena v ¢lanku v této oklesténé podobe, svédEi i skutec-
nost, Ze mezi autory ¢lanku nefiguruje nikdo, kdo biologic-
ky pokus na zvifeti provddél a ndsledné interpretoval jeho
vysledky.

RNDr. Dittmar Chmelaf, Ph.D.

Vedouci Referenéni laboratote CR pro anaerobni bakterie
Katedra biomedicinskych obora

Ustav mikrobiologie a imunologie

Lékatska fakulta Ostravské univerzity

Vyjadreni autorti k reakci RNDr. Dittmara Chmelare, Ph.D.,
na c¢lanek Familiarni vyskyt botulismu - kazuistika,
uvedeného v KMIL v ¢ervnu 2014

T¥i pacienti hospitalizovani v Nemocnici Na Bulovce pro
botulismus méli klinické pfiznaky onemocnéni, odpovidala
i epidemiologickd anamnéza (doma pripravena pastika).
Proto jsme predpokladali toto onemocnéni a pozadovali je-
ho diagnostiku. Diagnostika byla provedena ve Zdravotnim
ustavu se sidlem v Ostravé. Dle telefonické informace byla
provedena pokusem na mysich, nejprve bylo pouZito poly-
valentni sérum a poté dotypovani monovalentnimi séry.
Druh botulotoxinu se nepodaftilo urcit, botulotoxin E byl vy-
loucen, botulotoxin A a B se nepodafilo rozlisit. V diagné-
ze botulismu nds utvrdil i terapeuticky efekt podaného anti-
botulinntho séra. Autory kazuistiky jsou klinici, ktefi
uvedené pacienty 1€cili; kazuistika méla byt ptivodné pouze

soucasti ¢lanku prof. MUDr. Jifiho Benese, CSc., uverejné-
ného ve stejném cisle KMIL a tykajiciho se nové zfizené
pohotovostni zdsoby Zivot zachrariujicich antiinfektiv, a je-
jim tcelem nebylo poddvat komplexni informace o botulis-
mu. Teprve pozdéji bylo rozhodnuto o jejim samostatném
uvefejnéni.

Za zaménu nazvu laboratofe se omlouvdme.

Za autory MUDr. Helena Ambrozova, Ph.D.
Klinika infekénich, parazitdrnich a tropickych nemoci
Nemocnice Na Bulovce
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POKYNY PRO AUTORY

Strucné pokyny pro autory

Redakce pfijima piispévky v cestiné nebo ve slovensting, které
odpovidaji odbornému profilu Casopisu. Kromé dopisti redakci,
diskuzi, zprav a spolecenské rubriky jsou vSechny prijaté prace re-
cenzovany (peer review), pfi¢emzZ se zachovava oboustrannd ano-
nymita. O vysledcich recenzniho fizeni a ndzoru redakce na ko-
ne¢nou Upravu ¢ldnku je autor informovan. Pred definitivnim
odevzdanim do tisku bude autorovi zasldn provizorni vytisk prace
k autorské korekture, kterd musi byt zasldna zpét do redakce do pé-
ti pracovnich dnu.

Nékteré ¢lanky jsou uvddény v plném znéni i na internetové
strdnce Casopisu.

Prispévky se zasilaji do redakce ¢asopisu jednak ve formé kom-
pletniho vytisku s obrazovou dokumentaci a podpisy hlavniho au-
tora, jednak v elektronické podobé na CD nebo e-mailem na adre-
su redakce.

Tituln{ list obsahuje (a) ddaje pro uvedeni do Casopisu: ndzev,
jména autorti ve zkrdcené podobé a s odkazy na pracovisté, nazvy
pracovist, typ sdéleni a kontaktni adresu (vetné e-mailu) kores-
pondujiciho autora, (b) celd jména autort, (c) ddaje slouzici ke ko-
munikaci autora s redakef: telefon, fax, rodné ¢islo, bankovni spo-
jeni, (d) prohldSeni, Ze zaslany text je urcen pro otiSténi v Casopisu
Klinicka mikrobiologie a infek¢ni Iékarstvi a nebyl ani nebude jin-
de publikovan (vylouceni duplicitnich publikaci), a klauzuli,
Ze spoluautofi souhlasi s textem zaslaného sdéleni a s uvetejnénim
v tomto Casopisu, (e) negativni prohldseni o sponzorovani ¢i stfetu
zajmu; v opacném piipadé, kdy je prace sponzorovdna (grantem,
jinou organizaci, vyrobcem apod.) nebo dochazi-li ke stfetu zajmu
(napf. autor je pfimo ¢i nepfimo zainteresovan na vysledcich vy-
roby ¢i prodeje, je majitelem popisovaného patentu apod.), musi
byt tato skute¢nost v zdvéru sdéleni uvedena, (f) u klinickych stu-
dif ¢estné prohlaseni o schvdleni mistni etickou komisi a (g) u po-
kust na zvifatech prohldseni, Ze byly dodrzeny dstavni nebo na-
rodni pfedpisy a smérnice pro chov a experimentdlni uZiti zvifat.
Formulaf s podpisy autora a vSech spoluautort 1ze doplnit i béhem
recenzniho fizeni.

Kazdy prispévek musi byt pfifazen k nékterému typu sdéleni
a podle toho je v redakci posuzovan. Musi spliiovat urc¢ité obsaho-
vé a formdlni poZadavky: musi mit pfedepsany rozsah, pocet lite-
rarnich odkazd a odpovidajici souhrn v &estiné (popf. slovensting)
a angli¢tiné (viz tabulka). Puvodni price se standardné rozdéluje
na oddily Uvod — Materiél a metody — Vysledky — Diskuze — Zavér
a ma strukturovany abstrakt rozdéleny do odstavci Cil prace, popf.
vychodisko — (Materidl a) metody — Vysledky — Zavér, anglicky
Background nebo Objective(s) — (Material and) Methods — Results
— Conclusions. Pfehledovy ¢ldnek ma voln&jsi formu, diraz je kla-
den na piehlednost a aktudlnost. Jednodussimi typy piispévkd jsou
kratké sdéleni, dopis redakci, zprdva, recenze knihy a ozndmeni.
Doporuceny postup se otiskuje ve znéni, jak byl vydan garantujici
odbornou spole¢nosti.

Grafy, schémata, tabulky, vzorce ¢i obrdzky musi byt pfipojeny
na zvlastnim listu, na rubu s uvedenim prvniho autora a ndzvu pra-
ce. V textu je tfeba na né na piislusnych mistech uvadét odkazy.
Digitdlni fotografie, tabulky, grafy a dalsi ilustrace v elektronické
podobé je vhodné zasilat v priloze textového souboru vzdy jako sa-
mostatné dokumenty v ptivodnim formadtu.

Formét bibliografickych referenci je popsdn a vysvétlen v po-
drobnych pokynech, zdkladni vzory citovani literarnich prament
vyplyvaji z priklada:
 Standardni ¢ldnek v Casopisu:

Dlouhy P, Herold I, Koldi M, et al. Postaveni linezolidu v 1é¢bé

rezistentnich grampozitivnich infekci. Klin Mikrobiol Inf Lek.

2006;12(1):4-9.
+ Clanek v suplementu Easopisu:

Kfemen st J, Stiibrnd J, Pavlikovd A, et al. Metody molekuldrn{

biologie v dermatovenerologické diagnostice. Prakt Lék.

2005;85(Suppl 1):40-2.

* Monografie (kniha):
Wilson SJ. Blood cultures. 3rd ed. New York: Churchill
Livingstone; 1992.

e Kapitola v knize:

Modr Z. Zéklady farmakokinetiky antibiotik. In: Vacek V,

Hejzlar M (eds). Chemoterapie infek¢nich nemoci v klinické

praxi. 1. vyd. Praha: Avicenum; 1988. s. 42-52.

« Clanek ve sborniku:

Leib SL, Leppert D, Clements J, Lindberg RLP, Pfister LA,

Tauber MG. Combined inhibition of tumor necrosis alpha con-

verting enzyme and matrix metalloproteinases by BB1101 atte-

nuates disease, mortality and brain damage in experimental bac-
terial meningitis (Paper 2044). Abstracts of the 39th Interscience

Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy; 1999

September 26-29; San Francisco, USA. Washington, DC:

American Society for Microbiology; 1999.

* CD-ROM (1 CD ze sady):

Mildvan D. (editor). AIDS (Vol. I). In: Mandell GL (editor-in-

chief). Atlas of Infectious Diseases on CD-ROM [CD-ROM].

London: Electronic Press Ltd.; 1996.

« Clanek z internetu:

Scott LA, Stone MS. Viral exanthems. Dermatol Online J. 2003

Nov [cited 2004 Jan 10];9(3):4. Available from: http://dermato-

logy.cdlib.org/93/reviews/viral/scott.html.

Prevzaté rozsahlejsi partie textu a dokumentace musi byt dolo-
Zeny souhlasem autora a vydavatele ptivodni publikace s oti§ténim.
Sdéleni nesmi porusit anonymitu pacienta.

Podrobné ndvody k ¢lenéni textu a formdlni Gpravé rukopisu,
stejné jako nékterd pravopisnd a ndzvoslovnd doporuceni, se na-
chazi v dplnych pokynech autortim na internetové strance ¢asopi-
su http://kmil.trios.cz/.

Tabulka: Prehled jednotlivych typd sdéleni

Typ sdéleni Obvykly rozsah Pocet literdrnich odkazt Souhrn Recenzni fizeni
pavodni priace 8—16 normostran 10-20 referenci strukturovany 2 recenzenti

prehledovy ¢lanek 10-20 normostran 20-50 referenci nestrukturovany 2 recenzenti
kratké sdéleni 3—6 normostran 3-10 referenci nestrukturovany 1-2 recenzenti
dopis redakci 1-5 normostran 0-5 referenci neni neprobihd
zprava 1-5 normostran obvykle nejsou nen{ neprobihd
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