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UVODNIK

Uvodnik

Viézené kolegyné, vdZeni kolegové,

2 v

¢tvrté ¢islo naseho casopisu se vam dostava do rukou s ur-
¢itym zpozdénim. Doufdm ale, Ze i naddle ndim zachovite
pfizeil a my vdm budeme v KMILu piedstavovat ¢lanky, ve
kterych najdete pouceni a inspiraci.

V prvni, ptvodni praci se prazsti autofi zabyvaji postave-
nim chloramfenikolu v soucasné klinické praxi. V 1ét€ mi-
nulého roku provedli dotaznikovy prizkum, ktery se tykal
pouzivani chloramfenikolu v antiinfek¢ni 1€€bé. O vyplnéni
dotazniku pozadali priméfe vSech luzkovych infekénich od-
déleni, nemocnicni infektology a konzultujici mikrobiology
z ATB stiedisek ve velkych fakultnich nemocnicich bez in-
fek¢niho oddéleni. Vysledkem dotaznikové akce bylo zjisté-
ni, Ze se toto ATB pouZivd v mén€ neZ poloving€ dotdzanych
nemocnic. Autofi se pfimlouvaji za urcitou renesanci chlo-
ramfenikolu ve spravnych indikacich.

V druhém, prehledovém clanku brnénsti kolegové pred-
stavuji metody sekvenovani druhé a treti generace i jejich

praktické vyuziti pro typizaci bakterii. V ¢lanku autofi po-
pisuji v soucasné dob€ pouZivané sekvenaCni platformy
véetné zpracovani sekvena¢nich dat. Ddle se zabyvaji moz-
nym vyuzitim vysledkd sekvenovani nové generace v mik-
robiologii. Autofi jsou presvédCeni, Ze celogenomové se-
kvenovani do budoucna nahradi klasické typiza¢ni techniky.

Posledni text v poradi, pfehledovy ¢lanek pneumologi
z Olomouce, Brna a KoSic se zabyva aktudlnimi znalostmi
o plicnim postizeni v rdmci postcovidového syndromu.
Nejcastéji je popisovan vznik plicni fibrézy, zejména po
prodélaném kritickém pribéhu onemocnéni covid-19.
V ¢lanku jsou podrobné popsdny vySetiovaci a terapeutické
moznosti.

Pfeji vam, aby se vam ¢lanky v tomto cisle libily.

Doc. MUDr. Stanislav Plisek, Ph.D.

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2022 4
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PUVODNi PRACE

Postaveni chloramfenikolu v dnesni klinické praxi

0. DZUPOVA, J. BENES

Klinika infek¢énich nemoci, 3. LF UK a Fakultni nemocnice Bulovka

SOUHRN

Dzupova O., Benes J.: Postaveni chloramfenikolu v dnegni klinické praxi

Uvod: Chloramfenikol je antibiotikum se irokym spektrem u¢inku a vybornym prinikem do tkani. V klinické praxi se hojné pouzi-
val do 70. let minulého stoleti, avsak kviili své potencialni myelotoxicité byl v dalsich letech postupné nahrazen nové zavedenymi an-
tibiotiky. Cilem studie bylo zjistit, do jaké miry je v soucasnosti pouzivan v Ceské republice a s jakymi zkugenostmi.

Metody: V ¢ervenci a srpnu 2022 byl proveden dotaznikovy prizkum. O vyplnéni dotazniku byli pozadani primafi viech lazkovych
infekénich oddéleni, nemocni¢ni infektologové a déle konzultujici mikrobiologové z antibiotickych stiedisek ve velkych fakultnich ne-
mocnicich bez infekéniho oddéleni.

Vysledky: Studie se ztucastnilo 35 z 39 oslovenych pracoviit, navratnost dotaznikit byla 90 %. Chloramfenikol se pouziva v 37 % zu-
Castnénych nemocnic s frekvenci do 10 lé¢enych pacient za rok. Nej¢astéjiimi indikacemi jsou mozkovy absces, purulentni meningi-
tida, nitrobfiini, panevni a plicni abscesy a smi$ené infekce s podilem anaerobu. Chloramfenikol je téméf vidy podan jako alternativ-
ni antibiotikum z ddvodu polyvalentni alergie, bakterialni rezistence a selhani pfedchozi lécby. Sedesat sest procent respondentt
popsalo ucinek jako spolehlivy nebo ¢aste¢né spolehlivy, 34 % ucinek nehodnotilo. Za maximalni davku pro dospélého pacienta pova-
zovalo 52 % dotazanych davku 8-9 g. S myelotoxickymi u¢inky chloramfenikolu se 60 % respondentii v praxi nesetkalo nebo nemohlo
hodnotit, 37 % pozorovalo aspon jednou reverzibilni utlum diené a pouze jediny respondent se jednou setkal s aplastickou anemii.
Zavér: V Ceské republice se chloramfenikol v soucasné dobé pouziva v méné ne poloviné nemocnic, coz je skoda. Pro svoje unikatni
vlastnosti ma misto i v dnes$ni antiinfekéni 1é¢bé. Ve spravné indikaci a po zvazeni benefitu a rizika miZze byt vhodnou a nékdy i zivot
zachranujici alternativou.

Klicova slova: chloramfenilkol, antibiotickd politika, aplastickd anemie

SUMMARY

Dzupova O., Benes J.: Role of chloramphenicol in current clinical practice

Introduction: Chloramphenicol is an antibiotic with a broad spectrum of action and excellent tissue penetration. It had been widely
used in clinical practice until the 1970s, but due to its potential myelotoxicity, it was gradually replaced by newly introduced antibio-
tics in the following years. The aim of the study was to find out to what extent and with what experience it is currently used in the
Czech Republic.

Methods: A questionnaire survey was conducted in July and August 2022. The heads of all inpatient infectious diseases departments,
hospital infectious diseases specialists and consulting microbiologists from antibiotic centers in large teaching hospitals without an in-
fectious diseases department were asked to fill out the questionnaire.

Results: Thirty-five out of 39 hospitals contacted took part in the study, a response rate of 90 %. Chloramphenicol is used in 37 % of
participating hospitals, with a frequency of up to 10 patients treated per year. The most common indications are brain abscesses, pu-
rulent meningitis, intra-abdominal, pelvic and lung abscesses, and polymicrobial infections with anaerobes. Chloramphenicol is almost
always administered as an alternative antibiotic because of polyvalent allergy, bacterial resistance, and failure of previous treatment.
Sixty-six percent of respondents described the effect as reliable or partially reliable, 34 % did not rate the effect. Fifty-two percent of
respondents considered a dose of 8-9 g to be the maximum dose for an adult patient. In practice, 60 % of respondents did not en-
counter or could not assess the myelotoxic effects of chloramphenicol, 37 % observed reversible bone marrow suppression at least on-
ce, and only one respondent encountered aplastic anemia once.

Conclusion: Unfortunately, chloramphenicol is currently used in less than half of hospitals in the Czech Republic. Because of its uni-
que properties, it still has a place in today’s anti-infective treatment. When properly indicated and after weighing the benefits and risks,
it can be a suitable and sometimes life-saving alternative.

Keywords: chloramphenicol, antibiotic policy, anemia, aplastic
Klin mikrobiol inf 16k 2022;28(4):101-105

Adresa: doc. MUDr. Olga Dzupova, Ph.D., 3. lékaiska fakulta Univerzity Karlovy, Klinika infek¢nich nemoci, Nemocnice Na Bulovce,
Budinova 2, 180 00 Praha 8, e-mail: olga.dzupova@If3.cuni.cz

Doslo do redakce: 29. 11. 2022
Schvaleno k tisku: 2. 2. 2023
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PUVODNI PRACE

Uvod

Chloramfenikol patif mezi nejdéle znama antibiotika. Byl
objeven v roce 1947 jako produkt pidni bakterie Streptomy-
ces venezuelae a od roku 1949 se zacal pouZzivat 1écebné [1].
V bakteridlni buiice inhibuje proteosyntézu vazbou na 50S
podjednotku ribozomu. M4 bakteriostaticky dicinek na vétsi-
nu citlivych bakterii. U nékterych bakterii, napf. meningitic-
kych patogenti (Haemophilus influenzae, Neisseria meningi-

Obrazek 1
Dotaznik o pouzivani chloramfenikolu

Dotaznik o pouzivani chloramfenikolu

1) Podavate na vasem pracovisti chloramfenikol?

* ne (naposledy jsme jej podavali asi pted ....... lety)
* ano, vyjime¢né, maximalné 1x roéné

¢ ano, zfidka, asi 1-5x ro¢né

¢ ano, asi 6-10x ro¢né

¢ ano, vic nez 10x ro¢né

2) Podava se ve vasi nemocnici chloramfenikol na jiném pracovisti, nez
je infek¢ni oddéleni?

* ne

* nevim

* ano

3) U jakého typu infekci jej indikujete? Prosim zkuste charakterizovat
typickou situaci, kdy podavate (byste podali) chloramfenikol.
(Umyslné vam neddviame moznosti na vybér, abychom neovliviiovali
vase vyjadfovani.)

4) Divod pro podani chloramfenikolu na vagem pracoviiti (muzete
zvolit vic moznosti):

 povazujete ho za lék 1. volby, nejvhodnéjsi pro lécbu konkrétni
infekce:

* nemiiZete podat jiné antibiotikum, napi. kvuli alergii

* podate ho méné perspektivnim pacientiim, abyste Setfili zalozni
antibiotika a nezvysSovali selek¢ni tlak na zvySovani rezistence viici
nim

* lécba chloramfenikolem je ekonomicky vyhodnéjsi

e jiny dtvod:

5) Jak celkové hodnotite efekt 1é¢by chloramfenikolem u svych
pacientii?

* dobré zkusenosti, obvykle nezklamal

* u nékterych pacient byl G¢inny, u jinych selhal

* spiSe 3patné zkuSenosti, vétsinou nevedl k potlaceni infekce

* jiné hodnoceni:

6) Jakou denni davku chloramfenikolu povazujete za maximalni
u pacienta se standardni farmakokinetikou (¢ili s hmotnosti 80 kg
a normalni funkci jater a ledvin)?

* 6 g/den

* 8-9 g/den

* vicnez 9 g/den

7) Setkali jste se béhem své praxe s itlumem kostni dfené v diisledku
1é¢by chloramfenikolem?

* ne

* ano, 3lo o prechodny, reverzibilni ttlum

* ano, 3lo o ireverzibilni utlum, ktery si vyzadal specialni
hematologickou lé¢bu (napf. transplantaci kostni diené)

* nevzpominam si, nedokazu posoudit

8) Pozorovali jste po/pfi 1é¢bé chloramfenikolem néjaky jiny nezadouci
ucinek?

tidis, Streptococcus pneumoniae), byl popsdn pii vysoké
ddvce baktericidni tcinek. Spektrum bakterif citlivjch na
chloramfenikol je velmi Siroké, zahrnuje aerobni a anaerob-
ni grampozitivni a gramnegativni bakterie, atypické bakte-
rie a spirochety. Neptsobi na nefermentujici gramnegativni
tyCinky (pseudomonady, acinetobaktery a dalsi), mykobak-
terie, nokardie. Na nékteré bakterie ma variabilni dc¢inek,
napf. stafylokoky, enterokoky, enterobakterie a bakteroidy.

U chloramfenikolu nebyla zjiSténa piima zdvislost i¢inku na
koncentraci nebo dobé plisoben{; podle analogie s jinymi anti-
biotiky zdvisi jeho ucinek nejspiSe na parametru AUC/MIC
(pomér plochy pod kiivkou a minimdln{ inhibi¢ni koncent-
race). Nejcastéjsim mechanismem rezistence je enzymatic-
ka inaktivace zplisobend vazbou enzymu acetyltransferazy.
Dal§imi mechanismy jsou sniZend permeabilita bunécéné
stény nebo aktivni eflux antibiotika z bakteridlni buriky [2].

Chloramfenikol md malou lipofilni molekulu a pomérné
nizkou vazbu na bilkoviny, coZ umozniuje vynikajici prinik
do tkanf a télnich tekutin, véetné téch, které jsou pro jind an-
tibiotika Spatné dostupné, jako je mozkova tkan, likvor, vy-
potky, synovidlni tekutina a tkdné oka. Vyborné se vstfeba-
vé z gastrointestindlniho traktu, jeho biologickd dostupnost
je po perordlnim podanf{ lepsi neZ po intravenéznim. Je me-
tabolizovan prevazné (90 %) v jatrech, kde je konjugovin
s kyselinou glukuronovou na glukuronid, ktery se pak vylu-
¢uje zluci do stfeva. Tam je hydrolyzovédn bakteridlnimi en-
zymy, opét se vstfebdvd a v jdtrech konjuguje. Neaktivni
glukuronid je z obéhu eliminovin ledvinami, v moci se na-
chazi pouze 5-10 % ucinného chloramfenikolu.

Chloramfenikol byl Siroce pouzivan do 70. let minulého
stoleti. Po zavedeni potencovanych penicilind, cefalospori-
ni 3. generace, fluorochinolont a dal$ich modernich anti-
biotik byla jeho preskripce velmi omezena, predevsim kvi-
li jeho potencidlni myelotoxicité. V souvislosti s narustajici
rezistenci bakterif se v posledni dobé& vraceji na svétovy trh
riiznd antibiotika, jejichZ vyroba byla utlumena (mecilinam,
kolistin, fosfomycin, kyselina fusidovd), a tento vyvoj se ty-
ké i chloramfenikolu. Chloramfenikol je v CR stile dostup-
ny, zajimalo nés proto, do jaké miry je redlné vyuZivéin a ja-
ké jsou s jeho pouZivanim zkuSenosti.

Design dotaznikového prizkumu

V Cervenci a srpnu 2022 jsme zorganizovali studii, v niz
jsme oslovili primafe vSech lazkovych infekénich oddéleni
a klinik, samostatné pracujici nemocnicni infektology a ta-
ké konzultujici 1ékate-mikrobiology z antibiotickych stfe-
disek, ktera ptisobi ve velkych fakultnich nemocnicich bez
infekéniho oddéleni. VSichni osloveni byli poZadani, aby vy-
plnili jednostrdnkovy dotaznik s osmi otdzkami (obr. I).

Vysledky

Podle uvedenych kritérii byli osloveni Iékafi v 39 nemoc-
nicich v CR. Ziskali jsme 35 odpovédi (90 %), z toho 24
z 1Gzkovych infek¢nich oddéleni a klinik, sedm od ambu-
lantnich a konzilidrnich infektologl a ¢tyfi od mikrobiolo-
gl. Nektefi respondenti odpoveédéli jen na Cast otdzek.

Chloramfenikol se pouzivd ve 13 nemocnicich, které se
zUcastnily prizkumu (37 %), nejCastéji na infekénich oddé-
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lenich, ale také v intenzivni pé€i, chirurgii a neurochirurgii.
Jedna se o vzacné poddvané antibiotikum; frekvence této 1é¢-
by v jednotlivych nemocnicich zpravidla neptevySuje 10 pa-
cientli rocné.

minéni respondentti jsou obsazeny v tabulce 1. VétSina res-
pondentd by pouZzila chloramfenikol jako alternativni volbu.
Pouze Ctyfi respondenti jej povaZovali za 1€k prvni volby,
a to tf'i u bfisniho tyfu, jeden u mozkového abscesu.

Ve vyctu okolnosti, které vedou k rozhodnuti podat pa-
cientovi chloramfenikol, uvedlo 21 respondentt (60 %) po-
lyvalentn{ alergii na jina antibiotika, Sest respondentti (17 %)
snahu nezvySovat selekcnf tlak a rozvoj rezistence na zdloz-
ni antibiotika. Dal$imi divody bylo selhdni predchozi anti-
biotické 1éCby, rezistence bakterii a vyborny prunik do tka-
ni.

Jako spolehlivé i¢inny hodnotilo chloramfenikol 15 res-
pondentd, jako Cdste¢né G¢inny Ctyfi a jako nedcéinny zadny
respondent, avSak deset respondentd se nemohlo vyjadfit
vzhledem k nedostatku vlastnich zkuSenosti.

Za maximalni denni mnoZstvi chloramfenikolu pro do-
spélého pacienta o vaze 80 kg se standardni farmakokineti-
kou povazovalo 52 % dotazanych davku 8-9 g. DalSich osm
respondentl (30 %) uvedlo davku 6 g.

Prehled a vyskyt zaznamenanych nezadoucich ucinki
chloramfenikolu je uveden v tabulce 2. Pouze jednou byla
diagnostikovdna aplastickd anemie po chloramfenikolu ve
formé vagindlnich globuli a pacientka byla vyléCena trans-
plantaci kostni diené.

Diskuze a komentaf

a) Indikace chloramfenikolu

Chloramfenikol ve vét§iné rozvinutych zemi témér vy-
mizel z klinického pouZiti, protoZze je spojovan s rizikem
rozvoje aplastické anemie. V soucasnosti se ve vetsi miie
pouziva v ekonomicky chudych zemich, kde je dostupny
v tabletové formé, levny a volné€ prodejny. V podminkach
CR muZe byt chloramfenikol vyuZivan v n&kolika indika-
cich, které vychazeji z jeho schopnosti mimoradné snadno
pronikat pres rizné biologické bariéry:
» Absces mozku: Pri 1écbé mozkového abscesu musi anti-
biotikum piekonat dvé pfekdzky — hematolikvorovou nebo
hematoencefalickou bariéru, a poté druhou bariéru tvore-
nou sténou abscesu.
Zavazné intracelularni infekce (bfisni tyfus, paratyfus A,
skvrnity tyf a dals{ ricketsi6zy, mor a podobné): I v téch-
to piipadech musi antibiotikum pfekonat dvé prekazky,
protoZe patogenni agens se zpravidla nevyskytuje volné
v cytoplazmé, nybrz ve fagozomu nebo podobné bunécné
organele. Preferovanym zptisobem 1é¢by jsou u té€chto in-
fekei fluorochinolony, u nich vSak také existuje riziko idio-
synkratickych zavaznych nezadoucich ucinkd, a neni zde
tak velka terapeuticka Site jako u chloramfenikolu.
Subakutni infekce probihajici ve §patné prokrvenych tka-
nich (dekubity, aspira¢ni pneumonie, chronické infiltraty
a granulomy, které nemohou byt feSeny chirurgicky, a po-
dobné): V dusledku Spatného prokrveni jsou tyto tkané
Spatné dostupné pro bézna antibiotika, ktera se distribuuji

Tabulka 1
Infekéni choroby, u kterych by respondenti indikovali
podani chloramfenikolu

mozkovy absces, purulentni meningitida, shuntovd meningitida
nitrobfi$ni, panevni, plicni abscesy

smiSené infekce s podilem anaerobnich bakterif

bfisni tyfus a paratyfy

infekce mékkych tkan{

infekce vyvolané multirezistentnimi bakteriemi

pertusse

salmonelova sepse

aspirani pneumonie

spondylodiscitida

konjunktivitida — lokdlné ve formé o¢nich kapek

Tabulka 2
Zkusenosti s nezadoucimi G¢inky [é¢by chloramfenikolem
Utlum kostni dfen& po chloramfenikolu Pocet odpoveédi
nesetkal(a) jsem se/nevim/nemohu hodnotit 18
reverzibiln{ dtlum diené 11
aplastickd anemie 12

Jiny nezadouci ucinek chloramfenikolu

nesetkal(a) jsem se/nevim/nemohu hodnotit 28
elevace jaternich enzyma 1
exantém 1

2 po lokdln{ aplikaci

krvi a do lozZiska infekce se dostavaji diky zvysené per-
meabilité cév pfi zanétu a exsudaci. Zaroven plati, Ze tyto
infekce jsou Casto multibakteridlni, s vyznamnou ucasti
mikroaerofilnich mikrobi (viridujici streptokoky) nebo
i striktné anaerobnich bakterii, a proti témto bakteriim je
chloramfenikol velice dobfe u¢inny. V béZné praxi se ten-
to typ infekei Casto 1é¢1 kombinaci dvou antibiotik (napf.
beta-laktam a metronidazol) nebo tigecyklinem; chloram-
fenikol pfedstavuje dobrou alternativu.

* Pertusse: Pti 16¢bé tézké formy ¢erného kasle bude prinik

chloramfenikolu do bronchidlniho sekretu stejné dobry ja-
ko prinik makrolidi, které se k 16¢bé pouzivaji nejcasté-
ji. Pfi 1é¢bé chloramfenikolem vSak mtizeme pouZit vyssi

Yo osxe

davkovani, a tim dosahnout lepsi dcinnosti.

* Bioteroristicky ttok: Chloramfenikol je G¢inny proti tfem

patogennim bakteriim, které by mohly byt zneuZity jako

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2022 4

103




PUVODNI PRACE

biologickd zbran — Bacillus anthracis, Yersinia pestis
a Francisella tularensis. K profylaxi po expozici témto
biozbranim se sice v§eobecné doporucuji fluorochinolony
[3], nelze vSak vyloucit, Ze by teroristé pouZili kmeny
s rezistenci k fluorochinolontim.

Naproti tomu je namisté jmenovat i situace, kdy podani
chloramfenikolu podle naseho ndzoru neni vhodné:

* Sepse, infek¢éni endokarditida: Lékem volby u téchto in-
fekei jsou baktericidni antibiotika.

 Lehce probihajici infekce: U téchto infekci je prinos 1é¢-
by chloramfenikolem p#ili§ maly vzhledem k riziku.

¢ Infekce vyvolané pseudomonddami a dal$fmi nefermen-
tujicimi ty¢inkami: Tyto bakterie nepatii do spektra G¢in-
ku chloramfenikolu. Ve studiich zahrnutych do metaana-
Iyzy z roku 2014 byla primérnd citlivost pseudomonad
13 % a citlivost acinetobakteri maximalné 5 % [4].

« Stafylokokové infekce: Prestoze citlivost k chloramfeni-
kolu je u S. aureus v¢etné meticilin-rezistentnich kment
obecné dobra v in vitro testech [4], klinickd G¢innost by-
vd nepresvédCiva. Mame k dispozici fadu spolehlivéji pt-
sobicich antibiotik.

* Nozokomidlni infekce, infekce vyvolané multirezistentni-
mi kmeny bakterii: Pro empirickou 1écbu nozokomidlnich
infekci zplisobenych enterobakteriemi je chloramfenikol
nevhodny vzhledem k vysokému podilu rezistentnich kme-
nu [4].

Kombinace chloramfenikolu s jinymi antibiotiky, kon-
krétné betalaktamy a fluorochinolony, vykazovala ve studi-
ich ze 70.-90. let nejcastéji antagonismus, pouze u kolistinu
byl prokdzan synergicky ucinek na gramnegativni bakterie
[4,5]. Studie jsou vSak staré a netestovaly se v nich rezis-
tentni bakterie ze skupiny ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobac-
ter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.).

Odpovédi ucastnikil studie vcelku koreluji s vyse uvede-
nymi indikacemi. Chloramfenikol je pouZivan pouze v 37 %
zhc¢astnénych nemocnic a infekénich oddéleni. Diivodem pro
jeho pouZiti jsou nejcastéji alergie na jind antibiotika a ne-
zdar predchozi antibiotické 1écby. Jsou vSak i dalsi legitim-
ni divody, pro¢ podat nemocnému chloramfenikol, jako je
snaha nezvySovat selekéni tlak zaloZnich antibiotik typu
karbapenemt, cefalosporint vyss$ich generaci nebo kolisti-
nu, a neprispivat tak k ndrtstu rezistence. Rovnéz podani
méné perspektivnimu pacientovi je raciondlni rozhodnuti,
které neni vedeno snahou sniZit cenu 1é¢by, nybrZz omezit
toxické ucinky jinych antibiotik (mnohdy castéjsi nez u chlo-
ramfenikolu) a tlak na rozvoj rezistence. Vyznamnym zjisté-
nim byl dobry a celkem spolehlivy G¢inek chloramfenikolu,
ani jeden respondent nepopisoval soustavné selhdvani 1écby.

b) Doporucené ddvkovani

Udaje v literatufe nejsou jednotné: Souhrn tdaji o pii-
pravku Chloramphenicol VUAB (SPC) uvadi davku 1 gram
kazdych 6-8 hodin, tj. 3—4 g na den, u tézkych infekci cel-
kovou denni davku az 100 mg/kg, coz u dospélé osoby zna-
mend 6-9 g. Podle rozs4hlé antibiotické monografie z roku
2010 ¢ini maximalni denni davka 4 g [6]. Americkd infek-

tologicka spole¢nost (IDSA) doporucuje pro 1écbu purulent-
ni meningitidy ddvku 6 g na den [7].

Vice neZ polovina respondentti v naSem dotazniku ozna-
¢ila jako maximdlni davku pro dospélého 8-9 g na den, jen
15 % 1ékatti by tuto ddavku prekrocilo. Z vlastni zkuSenosti
muZeme uvést, ze na Klinice infekénich nemoci Fakultni
nemocnice Bulovka byli chloramfenikolem Iéceni pacienti
s purulentni meningitidou az do konce 90. let a v této indi-
kaci byla poddvana dospélym davka 12—-16 g na den, aniz
byly zaznamendany zdvazné vedlejsi ucinky.

Chloramfenikol je lipofilni antibiotikum, s distribuci ne-
jen do vodniho prostiedi, ale i do tukové tkan€. Proto pova-
Zujeme za spravné fidit ddvkovani podle celkové télesné
hmotnosti. Davku 100 mg/kg/den u zdvaznych infekei do-
porucenou v SPC injekéniho chloramfenikolu tedy povazu-
jeme za adekvatni.

U pacientt s rendlni insuficienci neni tfeba davku reduko-
vat. Dialyzou se eliminuje jen minimalné, proto se nepodava
dodate¢na davka po dialyze. O davkovani pfi kontinudlni eli-
minaci neni dostatek dat. Pfi t€Z$im stupni jaterntho posko-
zeni by nemél byt pouZzit.

¢) NeZadouci dcinky

Nejcastejsi nezadouci ucinky chloramfenikolu jsou nespe-
cifické — nauzea, zvraceni, alergické reakce a projevy dys-
mikrobie, jako jsou prijmy a slizni¢n{ kandidéza.

Dalsim vedlej$im dcinkem chloramfenikolu je poskozeni
nervové tkané, jehoz pricinou je pravdépodobné tcinek na
mitochondrie. MiiZe se projevit zmatenosti, poruchou cho-
véani, depresi nebo periferni neuropatii, zvlast obdvana je
neuropatie optického nervu. U novorozenci muze chloram-
fenikol zpusobit tzv. gray baby syndrom, coZ je obraz into-
xikace v dusledku nedostate¢né jaterni glukuronidace a re-
ndlni eliminace chloramfenikolu. Projevuje se zvracenim,
vzedmutim biiska, cyandzou az obéhovym selhdnim. Mezi
moznymi neZaddoucimi G¢inky je nutné zminit i lékové in-
terakce, které vznikaji v souvislosti s metabolizaci chloram-
fenikolu na jaternich cytochromech [2].

Nejobavangj$im neZddoucim tc¢inkem je ttlum kostni dfe-
né. Tato myelotoxicita ma dvé formy, které se navzajem lisi
patogenezi i zdvaznosti. Reverzibilni difenovy dtlum, jehoZ
pricinou je inhibice proteosyntézy v mitochondriich, se ob-
jevuje Castéji. Je zavisly na kumulativni ddvce, obvykle
vznika v priibéhu l1écby a projevuje se poklesem poctu trom-
bocytd, retikulocytt a leukocyti. Po ukoncent 1é¢by se zmé-
ny spontdnné upravi.

Aplastickd anemie po chloramfenikolu je velmi vzdcnd,
jeji riziko se odhaduje na jednoho postizeného z 24 500 az
40 800 1écenych [8]. Popisuje se jako idiosynkratickd reak-
ce, nezdvisld na ddvce, kterd se projevi za tydny azZ mésice
po 1é¢be, nékdy i béhem 1é¢by. Patogeneze neni tiplné objas-
néna. Pravdépodobné jde o souhru vnitinich pfiin, jako je
genetickd predispozice, napt. pfitomnost HLA-DR2, a pfi¢in
vnéjsich, jako je zafeni, chemické latky, viry anebo chlo-
ramfenikol. Chloramfenikol je tedy jen jednim z moznych
vyvolavateld aplastické anemie, a protoze tato komplikace
obvykle nevznikd bezprostiedné po 1é¢bé, je obtizné spo-
lehlivé urcit pfi¢innou souvislost. Jedna z hypotéz predpo-
klada ptsobeni toxickych dusikatych derivati chloramfeni-
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kolu, které vznikaji pfi jeho biodegradaci bakteridlnimi en-
zymy v zazivacim traktu a pfimo poskozuji DNA kmeno-
vych hematopoetickych bunék [9]. Mohlo by také jit o imu-
nopatologicky déj, svédci pro to jednak casovy odstup od
podavané 1écby, dale pozorovani, Ze riziko této komplikace
se zvySuje pfi opakovaném podavani, a koneéné€ i skutec-
nost, Ze rozvoj anemie byl popsan i po lokdlni aplikaci chlo-
ramfenikolu ve formé o¢nich kapek, s velmi nizkym rizikem
1 : 1 000 000 Iécenych [10].

Aplasticka anemie je hlavnim divodem, pro¢ byl chloram-
fenikol odsunut hluboko do zdlozni 1é¢by. Jeji riziko je pfi-
tom vyznamné niz§i neZ napiiklad riziko poSkozeni kolage-
novych struktur pti 1é¢bé fluorochinolony, o jejichZ podani
se rozhodujeme daleko snadnéji (jen riziko vzniku aneurys-
matu a disekce aorty bylo u exponovanych jedinct bez ohle-
du na vék vycisleno na 1 : 7 200; u seniord bylo riziko 10x
vyssi, tj. 1 : 700) [11,12]. Dokonce penicilin, ktery vnimame
jako bezpecné antibiotikum, je spojen s rizikem smrtelné
anafylaxe 1:100000 [13,14]. Je také namisté dodat, Ze
aplastickd anemie v soucasnosti uz nemusi piedstavovat smr-
telnou komplikaci; 1ze ji vylécit transplantaci kostni diené,
coz je nepochybné naro¢ny a drahy postup, avsak predsta-
vuje feSeni dfive bezvychodné situace.

Domniviame se, Ze pro snizeni rizika 1écby chloramfeni-
kolem by bylo vhodné uplatiiovat ndsledujici opatieni:

» Podavat chloramfenikol jen v situacich, kdy se plné uplat-
ni jeho vyjimecné vlastnosti.

* Nepodavat chloramfenikol opakované. S tim souvisi do-
poruceni evidovat kazdé (i lokaln{) podavani chloramfeni-
kolu v dokumentaci pacienta.

* Pri1écbé celkoveé podavanym chloramfenikolem kontrolo-
vat krevni obraz, véetné retikulocyti dvakrat tydné (v¢as-
né zachycenf reverzibilniho dtlumu kostni dfené).

» Upozornit pacienta, Ze v piipadé vzniku novych potizi za
nékolik mésict po 1é¢bé je nutné podstoupit 1ékarské vy-
Setieni spojené s odbérem krve na stanoveni krevniho ob-
razu.

Zavér

Chloramfenikol byl pro svoji obdvanou myelotoxicitu v mno-
ha rozvinutych zemich nahrazen jinymi antibiotiky. V Ces-
ké republice se v soucasné dobé pouzivd v méné nez po-
loviné dotdzanych nemocnic. Pro svoje unikatni vlastnosti
nepochybné mad misto i v dnesni antiinfekcni 16¢bé a mél by
se vratit do klinickych rozvah o volbé antibiotika u urcitych
pacientl a diagnéz. Pokud je spravné indikovan a zvazen je-
ho benefit a rizika, mtize byt vhodnou a nékdy i zivot za-
chratiujici alternativou.
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Uvod

bakteridlnich populaci a sledovani Sifeni epidemiologicky

Molekuldrné-biologické metody se staly nedilnou soucas-
ti modernf 1ékatské mikrobiologie. Specifickou oblasti je je-
jich vyuZiti pro typizaci bakteridlnich kmenu, ktera je kli-
¢ova v lokdlni epidemiologii nozokomidlnich infekci. Data
ziskand pomoci typizacnich metod 1ze vyuzit k rychlé de-
tekci lokdlnich outbreaki, kontrole jejich prubéhu a cilené-
mu a v€asnému zavedeni kontrolnich protiepidemickych
opatfeni. Dulezitou roli hraje typizace také v ziskavani po-
znatkid o Sifeni bakteridlni rezistence, nebo hledani souvis-
losti mezi nesenou genetickou informac{ a patogenitou mi-
krobd. Dile je duleZitym nastrojem pro studium dynamiky

uspésnych kmend.

Mezi tradi¢ni metody typizace patii zejména pulzni gelo-
vé elektroforéza (PFGE; z angl. pulse-field gel electrophore-
sis) [1] a multilokusova sekvenacni typizace (MLST; z angl.
multilocus sequence typing) [2]. PFGE je zaloZena na Sté-
peni genomové DNA restrikénimi enzymy, separaci DNA
fragmentd v elektrickém poli periodicky ménicim smér
a pfimém porovnavani ziskanych profili. Mezi hlavni ne-
vyhody této metody patii Casovd a laboratorni narocnost,
relativné mald propustnost, vysokd citlivost na vybér re-
strikénich enzymi a standardizaci protokoli pro jednotlivé
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(,,flow-cell”). Tyto oligonukleotidy v ndsledujicich krocich
slouZi jako primery, ze kterych je zahdjena syntéza komple-
mentirnitho vldkna k navdzané templdtové DNA. Vzniklé
dvoufetézcové molekuly jsou opét denaturovany, pavodni
templatové molekuly odmyty a nové syntetizovand vlakna
se svymi volnymi konci opét pfipoji k volnym oligonukleo-
tidm na povrchu reakéni komurky. Tento proces se cyklic-
ky opakuje a nazyva se klastrova ¢i také mustkova (,,brid-
ge*) PCR. Navazani molekul na blizce polozené nukleotidy
umoziuje vznik sekvenacnich klastrt, tedy shlukt sousedi-
cich identickych kopii fragmentl pfipravenych k sekvenaci
(obrazek 1B). Pred samotnou sekvenaci jsou amplifikaci
vzniklé dvoufetézcové mosty naposled denaturovany a re-
verzni vldkna jsou chemicky odStépena. Sekvenace je pro-
vddéna z primerl hybridizovanych na adaptorové sekvence.
V reak¢ni smési s rozdilné fluorescenéné znacenymi oligo-
nukleotidy se v kazdém cyklu ve formé digitdlntho obrazu
detekuji signdly, vznikajici pfi uvoliiovani fluorescen¢nich
znaCek z pravé zaClenénych nukleotidi (obrdzek 1C).
Vyslednd sekvenacni ¢teni tedy vznikaji spojenim signald
z jednotlivych obrazl a jejich délka zavisi na poctu sekve-
nacénich cykli. Z kratkych osekvenovanych tdseku je pak
mozné sestavit ptivodni delsi tiseky DNA (tzv. kontigy), nej-
Castéji pomoci mapovani na znamé, tzv. referencni sekven-

Obrazek 1

Princip sekvenovani na platforméach lllumina. Vytvorfeno v BioRender.com

(®)  Pfiprava knihovny

ce (obrazek 1D). Nejvétsi vyhodou platforem Illumina je
vysokd presnost ¢teni, nevyhodou potom velmi kréatkd cteni
v rozmez{ 75-300 bp. V soucasné dobé jsou dostupné plat-
formy iSeq 100, MiniSeq, MiSeq, NextSeq 550, NextSeq
1000, NextSeq 2000, HiSeq 4000 a NovaSeq 6000 (jejich
porovnani je uvedeno v tabulce 1).

Oxford Nanopore Technologies

Sekvenovani na platformé firmy Oxford Nanopore Tech-
nologies (ONT) je zalozeno na méfeni zmén elektrického
potencidlu pii prichodu DNA nebo RNA pies nanopér (ob-
rdzek 2) [5,6]. Ptiprava sekvenaénich knihoven je velmi jed-
noduchd a zahrnuje, stejné jako v pfedchozim ptipadé, ze-
jména pfipojeni adaptori k vldknim nukleové kyseliny.
Samotné nanopdry, tvofené transmembranovym a motoro-
vym proteinem, jsou umistény na syntetické membrané. Pti
prichodu vldkna nukleové kyseliny se v zdvislosti na tvaru
konkrétnich bazi specificky pferusuje iontovy proud, coz
vede ke zméné elektrického potencidlu. Nespornou vyho-
dou této technologie je snadnd, levna a rychla piiprava se-
kvena¢nich knihoven, moZnost analyzovat vysledky jiZ pfi
probihajici sekvenaci a zejména délka jednotlivych cteni
dosahujici i nékolik kilobazi. U diivéj-
§1 verze této technologie byla jako vel-
ké nevyhoda potvrzena pomérné nizsi
presnost cteni (94-97 %) [7], tedy vetsi
chybovost pfi pfifazovani bazi k ziska-
nym signdlim. V soucasné dobé& ONT
uvadi na trh novou generaci flow cell
R10.4.1, kterd spolu s novou sekvenac-
T ni chemii verze V14 vyznamné zvysu-

. ; je kvalitu vyslednych sekvenacnich

Gznomion DA knihoven dat, a eliminuje tak vyssi chybovost pfi
zpracovani hrubych sekvencnich dat

'anhu 4[ I Jl do podoby findlnich sekvenci. To

Dby . S/ umoziuje vyuZzit data z platforem
N Hybridizace knihoven na ONT bez nutnosti jejich kombinace
| — reakini komdrky (Flow-cell) s kratkymi ¢tenimi, které se vyuzivaji
adaptor pro odstranéni sekvenacnich chyb.
=a Diky tomu se celkova cena sekvenace

* " m = vyrazné snizuje a zaroven se zjedno-

I — / 7 dusuji a zrychluji nékteré kroky pii

e ' ; zpracovéni ziskanych sekvenacnich

DA, Vinik amplifikalnich dat. V soucasné dobé jsou dostupné
knihovna Klastrd platformy MinION, GridION, Pro-
methION48 a PromethION P2, které

@ Sekvenace @ Mapovani ctenla jsou shrnuty v tabulce [. Zajimavé
ERiorescaning skladan findin sekvence jsou zejména nové verze sekvendtori
rnadené nuideotidy Plekryvajicl s (seky riskarmych ftenl PromethION P2, které jsou uréeny pro
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Erath“hkh W novani na ONT platformdch dostupné

i béZnym laboratofim.
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Pacific Biosciences

Sekvenace na platformach firmy Pacific Biosciences jsou
zaloZeny na technologii sekvenovani jedné molekuly DNA
v redlném Case (SMRT; z angl. Single Molecule RealTime
sequencing) (obrdzek 3) [8]. Klicové je pri pripravé knihov-
ny vytvofit kruhovou molekulu jednofetézcové DNA pomoci
pfidani vlasenkovych adaptorii na oba konce DNA fragmen-
ti (obrazek 3A). Sekvenace probihd na ¢ipu v nanojamkach
o pruméru 10 nm, oznacovanych jako ZMW (z angl. Zero
Mode Waveguides). V kazdé jednotlivé ZMW je na dné
imobilizovdn komplex kruhové jednofetézcové DNA a DNA
polymerazy (obrdzek 3B). Vlastni sekvence se stanovuje na
zdkladé detekce fluorescenénich signalt vznikajicich pfi in-
korporaci fluorescenéné znacenych nukleotidti (obrdzek 3C).
Vyhodou SMRT technologie je moZnost sekvenovat oba
komplementarni fetézce DNA v mnoha opakovanich, diky
¢emuz je docileno velmi vysoké presnosti ziskanych cteni.
Dalsi vyhodou je moZnost sekvenovat fragmenty DNA
o délce i1 n€kolika kilobdzi. Nevyhodou je potom vysokd
cena v porovndni s ostatnimi sekvena¢nimi platformami.
V soucasné dobé jsou k dispozici sekvenatory Revio, Sequel
IIe a Onso. Zdkladni technické charakteristiky jsou uvedeny
v tabulce 1.

Zpracovéani sekvena¢nich dat

Zpracovani sekvenacni dat probihd na zdkladé toho, jaka
sekvenacni technologie byla pouZita a jakou analyzu chce-
me nasledné provést. Obecné, prvnim krokem je vzdy kon-
trola kvality sekvenacnich dat, nasleduje jejich cisténi od
nezadoucich sekvenci (napf. adaptorti) a odstranéni nekva-
litnich sekvenci (napf. mist v genomu, kterd nebyla dosta-
teCné dobfe osekvenovdna a data tedy nejsou spolehliva).
Teprve tato data lze pouZzit, aniZ by to negativné ovlivnilo
ziskané vysledky. NiZe uvddime postup zpracovani dat pro
jednotlivé sekvena¢ni platformy, véetné pfikladi vhodnych
softwarovych ndstroju.

U dat ziskanych, v soucasnosti z nejrozsifenéjSich sekve-
nacnich platforem od firmy Illumina, je postup nasledujici.
Nejprve je vyhodnocena kvalita sekvenacnich dat, kterda
jsou ve FASTQ formatu. Zakladn{ sledované parametry jsou
pro jednotliva ¢teni jejich Phred skére (mira kvality identi-
fikace jednotlivych bazi), podil guanino-cytosinového kom-
plementarniho paru v DNA (GC obsah), pocet duplicitnich
¢teni, obsah adaptort, a dalsi, k ¢emuZ lze vyuzit napriklad
kombinaci softwarovych nastroji FastQC (Braham Bioin-
formatics) a MultiQC [9]. Pokud maji data dostatecnou kva-
litu pro dal$i zpracovdni, je ndsledné provedeno odstfiZeni
adaptorti, napiiklad pomoci ndstroji Trimmomatic [10],
Cutadapt [11] nebo fastp [12]. Tyto néstroje vétsSinou posky-
tuji 1 dalsi moznosti pro zpracovani ¢teni, jako napriklad od-
stfizeni ¢asti ¢teni s nizkou kvalitou. Dilezitym krokem je
také kontrola kontaminace, ke které 1ze vyuzit napriklad
program FastQ Screen [13], ktery mapuje ¢teni oproti data-
bdzi obsahujici napriklad lidsky ¢i mysi genom, sekvence
kvasinek ¢i sekvence adaptort. V prfipadé, Ze ke kontami-
naci doslo, je nutné tato ¢teni z dalSich analyz odstranit. Pro
tento ucel lze vyuZzit velmi rychlé, i kdyZ méné piesné as-
semblery, jako jsou BBMap [14] nebo minimap?2 [15], které

Obrazek 2
Princip sekvenovani na platformach Oxford Nanopore
Technologies. Vytvoreno v BioRender.com

Motorowy protein

Transmembrénovy &
profein

MiEmbrana

Proud ioniu

mapuji ¢teni ke genomim zpusobujicim kontaminaci. Na-
mapovana ¢teni jsou z dal$iho zpracovani odstranéna a ke
skladani findlnich genomt jsou pouZita pouze nenamapova-
n4 &teni. Ctent, kterd progla kontrolou kvality, Ize poté pou-
Zit pro findlni analyzy, a to v¢etné skladani genomd. Pro sa-
motné sklddani genomi existuji dva mozné pristupy. Prvnim
je skladani de novo, kdy ve ¢tenich hleddme piekryvy a na
jejich zdkladé sestavujeme sekvenovany genom, aniz by-
chom méli informace o tom, jak by mél vypadat. De novo
sestavovani je ¢asové a vypocetné narocné a je potfeba vel-
ké mnozstvi kvalitnich ¢teni. Navic se ¢asto nepodafi kom-
pletni bakteridlni genom slozit a vysledkem je pouze velké
mnozstvi kontigt, tedy delSich dsekd o velikosti od nékolika
set kilobazi do nékolika megabazi. Na druhou stranu tento
pristup umoziiuje analyzovat i unikdtni genomové oblasti
[16]. Pro de novo sestavovani lze pouZzit nastroje jako SSAKE
[17], Celera Assembler [18], Velvet [19] nebo SOAPdenovo2
[20]. Druhym zpisobem je mapovani ziskanych ¢teni k re-
ferencni sekvenci, tedy sekvenci, kterd je stejnd, nebo velmi
podobna analyzovanému genomu. K této sekvenci jsou jed-
notliva ¢teni v pribéhu sklddani mapovana na zakladé po-
dobnosti. Tento zptisob sklddani je vypocetné méné narocny,
a tedy i rychlejsi, ale umozZiuje analyzovat pouze sekvenéné
pribuzné oblasti, které sdili referencni a analyzované se-
kvence. Cteni z unikdtnich oblasti se nemaji kam pfifadit
a jsou odstranéna z dalSich analyz. Dal§im problémem pfi
sklddani genomi z kratkych ¢teni jsou repetitivni oblasti
delsi, nez je délka jednotlivych ¢teni, a tudiz neni jasné, na
jakd mista se ma spravné dané Cteni prifadit [21]. Pro ma-
povani k referenci lze kromé vysSe zminénych assemblert
vyuzit dal$i ndstroje, jako je BWA [22], Bowtie2 [23] ¢i
SOAP2 [24]. Po namapovani jednotlivych Cteni je potieba
provést dalsi filtraci dat, kdy jsou ze zarovndni odstranéna
nizkokvalitni Cteni a optické ¢i PCR duplikity. Pro tento
ucel l1ze vyuZzit program SAMTools [25], ktery slouZi pro
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Obrazek 3
Princip sekvenovani SMRT na platforméach
Pacific Bioscience. Vytvoreno v BioRender.com
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préci se zarovnanymi ¢tenimi a poskytuje i dalsi funkce, napf.
extrakci ¢tenf pouze z urcité oblasti zarovnani. V poslednim
kroku je ze zarovnanych cteni vytvofena konsenzudlni, tedy
findlni sekvence, coZ lze provést pomoci BCFtools, ktery je
soucdsti jiz zminéného SAMTools.

Diky odlisné technologii sekvenovéni u sekvendtori ONT
se zpracovani ziskanych dat od vySe uvedeného postupu li-
§i. Data jsou ze sekvenatoru ziskana ve FASTS formatu, coz
znamend, Ze jednotliva ¢teni jsou zapsana ve formé proudo-
vych signali. Nejprve jsou tyto signdly prevedeny do po-
sloupnosti nukleotida (tzv. basecalling). K tomuto dcelu se
nejcastéji vyuziva software Guppy, ktery je vyvijeny ptimo
firmou ONT. Pokud bylo v jednom sekvenacnim béhu se-
kvenovano vice vzorkd, umoziuje Guppy kromé basecal-
ling i roztfidén{ jednotlivych ¢teni danym vzorktm (tzv. de-
multiplexing), a zdroven poskytuje i moZnost odstfiZeni
adaptort. Pokud jsou ¢teni prevedena do FASTQ soubord,
je mozné provést kontrolu kvality. Zde 1ze vyuZit néstroje,
jako je pycoQC [26], nanoQC [27] ¢i MinlONQC [28].
V dal$im kroku je vhodné provést odstranéni nekvalitnich ¢i
kratkych ¢teni, pro coz lze pouZzit napiiklad software Nano-
filt [27], ktery umoziiuje i odstfiZzeni daného poctu nukleo-
tidd z obou stran Cteni. Stejné jako v piipadé dat z Illuminy
je zadouci zkontrolovat, zda data nebyla kontaminovana.
Pro mapovani ¢teni k referenci 1ze pouZit napiiklad mini-
map2, naopak pokud maji byt cteni skldddna de novo, lze
pro tento ucel vyuZit softwary, jako jsou Canu [29] nebo
Flye [30]. Dalsim krokem je vyciSténi ¢i zpfesnéni (tzv.
polishing) sloZenych sekvenci pomoci surovych c¢teni, na-
piiklad pomoci nastroji jako Medaka (Oxford Nanopore
Technologies) nebo Racon [31].

Pro data ziskand sekvenatory firmy Pacific Biosciences je
vhodné pouzit nastroj SMRT Link, ktery tato firma vyviji
a poskytuje. Tento software umoziuje kompletni zpracova-
ni dat od kontroly kvality, demultiplexaci, sestavovani geno-
miu, jeho naslednou cirkularizaci, aZ po zpfesnéni slozenych
sekvenci.

V piipadé, Ze jsou pro dany vzorek dostupnd data z obou
generaci sekvenovani, tedy dlouhd i kratka cteni, je vyhod-
né vyuZzit piistup hybridniho sestaveni genomu. Tento po-
stup je finan¢né ndro¢ny (vzorek je sekvenovin dvakrit), ale
umoziuje vyuzit vyhody dlouhych cteni spolu s vysokou
presnosti kratkych cteni, a ziskat tak vysoce kvalitni kom-
pletni genomy [32]. Zdkladem je sestaveni kostry genomu
pomoci de novo skladani za vyuziti dlouhych ¢teni. Nasled-
né jsou slozené sekvence pouzity jako reference pro mapo-
vani kratkych c¢teni. Nastroje, které umoziuji provést hyb-
ridn{ sestavovani, jsou napfiklad SPAdes [33] ¢i Unicycler
[34].

Jelikoz vétSinu uvedenych softwarli a ndstrojd je nutné
ovladat pres piikazovy fadek, a to navic v opera¢nim systé-
mu Linux, vyZaduje jejich pouZiti urcité programdtorské
znalosti. BéZzny uZivatel mtze vyuZzit komercni softwary,
které vétSinou maji interaktivni prostfedi, jako jsou CLC
Workbench, Ridom SeqSphere+ nebo Geneious. Licence
pro tyto softwary jsou ovsem vétSinou zpoplatnény. Jednou
z moznych alternativ je pouziti nastroje UGENE [35], ktery
je zdarma, a jeho nespornou vyhodou jsou také pravidelné
aktualizace.
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VyuZiti vysledkl sekvenovani nové generace v mikro-
biologii

Strukturni a funkéni genomika u bakterii

Data ziskanad celogenomovym sekvenovanim lze vyuzit
pro fadu riznych analyz. Jednou z hojné vyuzivanych moz-
nosti je in-silico vyhleddvani znamych genetickych deter-
minant, k jejichZ stanoveni byvaji standardné vyuZivany la-
boratorni techniky PCR nebo Sangerova sekvenovani. Tyto
analyzy ndm, stejné jako v pripadé€ studia lidského genomu,
mohou pomoci charakterizovat mikroorganismy a identifi-
kovat genetické elementy, jejichZ pritomnost hraje roli v pa-
togenezi, schopnosti pieziti nebo antimikrobidln{ rezistenci.
Ziskané poznatky pak mohou byt dilezité napiiklad z hle-
diska moznosti 1é¢by jimi zpusobenych infekci. Na rozdil od
zpusobu zpracovani surovych sekvenacénich dat jsou pro ty-
to nasledné analyzy vyvinuté cetné online ndstroje, jejichz
shrnuti uvadi tabulka 2. Mezi nejvyuzivanéj$i patii nastroje
dostupné prostiednictvim webového rozhrani Center for Ge-
nomic Epidemiology (CGE), které si klade za cil zprostfed-
kovat analyzu dat ziskanych z celogenomové sekvenace i la-
boratofim s omezenymi zkuSenostmi s DNA analyzou.

S rostoucimi poznatky o genetické vybavé jednotlivych
bakteridlnich druht a klonti vzristd tendence zaméfit se na
cilenou detekci faktorti virulence a genti rezistence. V tom-
to piipadé€ je velmi vyhodné tyto jednotlivé analyzy nahra-
dit celogenomovou sekvenaci. Pro vyhledavani specifickych
gentl souvisejicich s antibiotickou rezistenci a jejich alelic-
kych variant, ale také pro identifikace ziskanych gent rezis-
tence nebo chromozomovych bodovych mutaci vedoucich
k antibiotické rezistenci, slouzi napriklad nastroje Res-
Finder [36], nebo velmi rozsdhld databaze Comprehesive
Antibiotic Resistance Database (CARD) [37]. Nejnovéjsi
verze nastroje ResFinder poskytuje snadno interpretovatelny
in silico antibiogram pro osm bakteridlnich druht, vcetné
grampozitivnich i gramnegativnich bakterii s velkym vy-
znamem pro vefejné zdravi. Specidlni ndstroj LRE-finder
[38] umoziuje detekci mutaci determinujicich rezistenci
k linezolidu. Databaze CARD obsahuje referen¢ni sekvence
DNA a proteint vedoucich k rezistenci a umoziiuje vyhle-

ddvani na principu BLAST. Zaroveil umoZiiuje stanoveni se-
kvenc¢nich variant u detekovanych genti rezistence a predik-
ci rezistentniho fenotypu. V soucasnosti obsahuje vice nez
5000 referen¢nich sekvenci pro 377 patogent. Vyhledan{
gend virulence je oproti vyhleddvani determinant antibiotic-
togenité kmend, které je nesou, neni ¢asto jednoznacény. Pro
rody Listeria a Enterococcus a druhy E. coli a S. aureus lze
vyuzit nastroj VirulenceFinder [39], pro nékolik dalSich pak
databazi na strankach Pasteurova institutu, viz tabulka 2.
Kromé chromozomalni bakteridlni sekvence je mozné stu-
dovat i sekvence (zejména velkych) plazmidd, které 1ze v da-
tech z celogenomového sekvenovani identifikovat. Pro tyto
analyzy lze s vyhodou pouZit dlouha ¢teni, piipadné jejich
kombinaci s kratkymi ¢tenfmi. PouZiti pouze kratkych ¢teni
je ve vétsiné pripadi odkdzdno na mapovani k referenci se
vSemi vyhodami i nevyhodami tohoto pfistupu. Plazmidy
jsou Casto nositeli gent rezistence k antibiotiktim, rezisten-
ce k tézkym kovam, produkce toxint a dalSich latek, ktery-
mi se bakterie ptizpusobuji vnéjsimu prostiedi. Pro identifi-
kaci plazmidi lze vyuzit nastroj PlasmidFinder [40] nebo
pATLAS [41]. Nésledné 1ze plazmidy typizovat napf. pomo-
ci pMLST [40], kde je aktudlné dostupnych 8 typizacnich
schémat. Pokud mame genomy, piipadné plazmidy, sloZzené,
je moZné je nasledné anotovat, tzn. vyhledat a oznacit vy-
znamnd mista. Béhem tohoto procesu se predikuji protein-
kddujici geny a dalsi zdjmové oblasti, jako jsou rRNA, tRNA,
ncRNA ¢i pseudogeny. Pro tento dcel 1ze vyuZzit napt. Proka-
ryotic Genome Annotation Pipeline [42] spravovanou NCBI
nebo ndstroj Prokka [43]. Vysledné anotace jsou uloZeny
v souborech ve formatech Genbank nebo GFF3 a Ize je vi-
zualizovat, napf. pomoci ndstroji Artemis [44] nebo Clinker
[45]. U zobrazenych anotovanych genomu lze, kromé vizu-
alni podobnosti, hodnotit i rizné strukturni prestavby jed-
notlivych genomickych oblasti (inverze, delece, inzerce).

Molekulérn{ epidemiologie bakterif
Dalsi moznosti, kterou ndm celogenomové sekvenovani
umoziiyje, je vzdjemné porovnavani genomu na rizné urov-

Tabulka 3
Srovnani metod vyuZivanych pro typizaci bakterii

Metoda Princip Di::;ggj;ifni Cena Reproducibilita
PFGE srovnavani produkti restrikéniho Stépen{ 00 0 0
MLST stanoveni alel 5-8 housekeepingovych genti o 00 0000
cgMLST stanoveni alel stovek az tisict jadrovych gend 000 000 0000
wgMLST stanoveni alel stovek az tisicl jadrovych a dopliikovych gend 000 000 000

SNV stanoveni jednonukleotidovych zamén 0000 000 000

PFGE - pulzni gelova elektroforéza, MLST — multilokusové sekvenacni typizace, SNV — analyza jednonukleotidovych variant polymor-
fizmad, cgMLST - core-genome MLST, MLST analyza jadrového genomu, wgMLST — whole-genome MLST, MLST analyza celého ge-

nomu
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ni s vyuzitim mnohem vyssiho poctu gent nez zakladni sta-
noveni sekvenéniho typu pomoci MLST. Je moZné provést
analyzu jadrového genomu (cgMLST; z angl. core-genome
MLST), analyzu pan-genomu (wgMLST; z angl. whole-ge-
nome MLST) anebo aZ analyzu jednonukleotidovych za-
mén (SNV; z angl. single nucleotide variant). Pro srovnani
je nejcastéji vyuzivano mapovani k referencni sekvenci, pfi-
¢emz se muze jednat o univerzdlni vefejné dostupnou se-
kvenci nebo vlastni de novo sloZenou referenci.

cgMLST

Metoda cgMLST je obdobou konvenéni MLST, kdy se
namisto alel typicky 7-8 gentli porovnavaji alely stovek az ti-
sict jadrovych (core) gent, tedy genl pfitomnych ve vSech
kmenech daného druhu. Ziskand data jsou hodnocena na z4-
kladé druhové specifickych cgMLST schémat. Tato schéma-
ta obsahuji soubor vSech konzervovanych jadrovych gent
a referen¢nich genomd. Pomoci cgMLST se stanovi pocet
alelovych rozdili mezi testovanym izolatem a referenci, z Ce-
hoz je mozné odvodit genetickou piibuznost izolatd. Je
mozné definovat mezni hodnotu alelovych rozdila, ktera
stanovuje horni hranici pro zafazeni do klastru pfibuznych
izolatd. Mezni hodnota neni v literatufe uvadéna jednotné,
1isi se v rdmci jednotlivych bakteridlnich druhti a také mezi
autory. V porovnani s konvencni MLST poskytuje cgMLST
vy$§i diskriminacni schopnost, a umoZiiuje tak studium
blizce ptibuznych izoldtd na hlubsi drovni. Toho lze s vy-
hodou vyuzit pfi stanovovani fylogenetické pribuznosti
izoldtG nebo prakticky pfi vySetfovani outbreakd v nemoc-
ni¢nich zafizenich. Dal$i vyhodou je moznost mezilabora-
torniho srovnavani diky vefejné dostupnym cgMLST sché-
matim (napf. cgMLST.org), je vSak nutné brit v potaz
i jejich moznou nekonzistenci, kdy existuje pro jeden bakte-
ridlni druh vice riznych schémat.

wgMLST

Na wgMLST Ize nahliZet jako na rozsifenou verzi cgMLST.
Pro analyzu vyuZziva jak jadrové geny, tak vSechny piidatné
(accessory) geny. Jedna se o geny, které jsou specifické pro
dany druh, avSak jejich pfitomnost se mezi jednotlivymi
kmeny muze liSit. Vyhodou této metody je zvySeni rozliSo-
vaci schopnosti oproti cgMLST o dalsi stovky gend, oviem
za cenu obtiznéjstho bioinformatického vyhodnoceni a me-
zilaboratornitho porovnani, jelikoZ reference pro jednotlivé
epidemiologické epizody mohou byt pfizptisobeny vlastnim
potiebam a cilové spektrum stanovovanych genti se miuize li-
Sit.

SNV

SNV analyza je pristup, pii kterém jsou porovnavany a zo-
hledriovany zmény na pozicich jednotlivych nukleotidd. Stejné
jako v pripadé cgMLST neexistuje Zadna pevné dand mezni
hodnota poctu zamén, kterd by definovala, Ze izolaty jesté
patii do stejného nebo uz jiného klastru [46,47]. V nejno-
véjsich studiich je vSak vétSinou vyuZzivdana mezni hodnota
do 10 SNV, ziidka do 20 SNV. Cim vy33i je mezni hodnota
SNV, tim vyssi je pravdépodobnost zahrnuti do klastru

i vzdalenych izolati. SNV analyza je v soucasné dobé me-
todou s nejvyssi diskriminacni schopnosti, protoze umoziu-
je zachytit v§echny zmény v nukleotidové sekvenci oproti
referenci. Jeji nevyhodou v porovnani s cgMLST a wgMLST
je obtizna standardizace a chybné vyhodnoceni udalosti ho-
rizontalniho transferu, které nejsou béhem této analyzy vy-
hodnoceny jako jeden evolu¢ni krok, nybrz nékolikandsob-
nd nukleotidovd zména. Kromé& komerc¢nich programt, jako
jsou Ridom SeqSphere+ nebo CLC Genomics Workbanch
existuje celd fada volné dostupnych softwart, ze kterych
muizeme uvést napiiklad Genome Analysis Toolkit (GATK)
[48], DeepVariant [49], VarNet [50], VarScan [51] nebo
SAMTools [25].

Vyuziti dat z celogenomového sekvenovéni pro dalsi
aplikace

Nékteré z dostupnych aplikaci se zaméfuji na in-silico
hleddni pifitomnosti nebo variant uz popsanych genu. U ce-
1€ fady mikrobd jsou zndmy geny, na zdkladé jejichz sekven-
ce lze dany izolat blize charakterizovat. VétSinou je toto pro-
vadéno specifickou kvalitativni/real-time PCR amplifikaci
a detekci daného tseku, pfipadné pokud potiebujeme zjistit
variantu daného genu doplnénou o néslednou sekvenaci PCR
produktu Sangerovou metodou. Typickym piipadem je pfi-
fazeni k tzv. sekven¢nimu typu metodou MLST. Timto zpt-
sobem lze jiZ nyni ze sekvenanich dat typizovat vice nez
150 druhti bakterii a kvasinek [36]. Ziskana data jsou velmi
dobfe mezilaboratorné reprodukovatelna, a vysledky lze tak
snadno porovnat jak na ndrodni, tak na mezinarodni Grovni.
Dalsi prikladem je typizace bakterii druhu S. aureus zaloZe-
nd na sekvenaci stafylokokového proteinu A s naslednou
analyzou piitomnych repetic pomoci nastroje spaTyper [37]
nebo stanoveni struktury genové kazety SCCmec (zodpovéd-
na za rezistenci k meticilinu) a genti ccr pomoci SCCmec-
Finder [38].

Ziskand data poskytuji v epidemiologickych studiich veli-
ce pfesnou informaci o tom, jak moc geneticky podobné
jsou srovndvané genomy, a zda se jednd o nezdvisle se vy-
skytujici izolaty, napf. se stejnou citlivosti k antibiotiktim
nebo jde o lokdlni klondlni Sifeni [55]. Srovnani jejich dis-
kriminaéni schopnosti je uvedeno v tabulce 3.

Implementace celogenomové sekvenace v klinické
mikrobiologii

Hlavnf{ limitac{ Sirokého pouZiti celogenomové sekvenace
je v soucasné dobg stéle jesté velmi vysokd cena za potize-
ni pristrojového vybaveni a nésledné i provedeni analyzy,
ktera se stile pohybuje v fadu tisicii korun. Moznym feSe-
nim mize byt piistup ONT, kterd nékteré sekvendtory na
ur€itou dobu zapidjcuje v ramci startovnich balickt za cenu
objednané chemie. Cena za sekvenaci jednoho vzorku mu-
Ze byt vyrazné snizena soucasnou sekvenaci mnoha kmend
v jedné analyze, to ale predpoklada jejich kumulaci na spe-
cializovanych pracovistich, kde Ize ocekdvat pravidelné
vySS8i poéty vzorki. Druhym tdskalim je doposud omezena
kontrola kvality a standardizace jednotlivych kroku, od pfi-
pravy sekvenacnich knihoven, pfes samotnou techniku se-
kvenovani az po analyzu ziskanych dat [56,57]. V nepo-
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sledni fadé je nutné pro tyto techniky vytrénovat persondl,
a bud’ vyuzit komer¢ni analyzu ziskanych dat, nebo do tymu
pfijmout bioinformatika, ktery je i pfes dostupnost online
ndstroju pro ucelenou analyzu dat zatim zcela nezbytny. Pro
zavedeni do rutinni praxe je ovSem nezbytné vyvinout uZi-
vatelsky, a zejména cenové dostupné nastroje, s co nejvetsi
mirou automatizace a standardizace, pouZzitelné bez znalos-
ti zakladG programovani.

Zaveér

I pfes tato uskali je z doposud ziskanych poznatki ziejmé,
7e celogenomovd sekvenace je zcela zdsadnim milnikem
v naSem pozndni a je velmi pravdépodobné, Ze v budoucnos-
ti nahradi vétSinu tradi¢nich typizacnich technik. S mohut-
nym rozvojem této technologie spojenym s poklesem ceny
sekvenace, naroc¢nosti provadénych metodik, a tim i dostup-
nosti pro méné specializovand pracovisté, zcela jisté naroste
nase schopnost vyhledavat bakteridlni kmeny s nezadouci-
mi a nebezpecnymi biologickymi vlastnostmi. Tim se ndm
otevie moznost studovat a pochopit Sifeni téchto bakterii
v nemocni¢nim prostfedi, a v souladu s tim také schopnost
zavést Ucinnd protiopatieni, a chranit tak zdravi naSich pa-
cientd.

Tato prace byla tinancné podporena grantem ministerstva
zdravotnictvi NV19-09-00430 a instituciondrni podporou
MZ CR RVO FNBr, 65269705.

Literatura

1. Herschleb J, Ananiev G, Schwartz DC. Pulsed-field gel electrophore-
sis. Nat Protoc. 2007;2(3):677-684.

2. Maiden MC, Jansen van Rensburg MJ, Bray JE, et al. MLST revisited:
the gene-by-gene approach to bacterial genomics. Nat Rev Microbiol.
2013;11(10):728-736.

3. van Dijk EL, Auger H, Jaszczyszyn Y, Thermes C. Ten years of next-
generation sequencing technology. Trends Genet. 2014;30(9):418-426.

4. Verma M, Kulshrestha S, Puri A. Genome sequencing. Methods Mol
Biol. 2017;1525:3-33.

5. Manrao EA, Derrington IM, Laszlo AH, et al. Reading DNA at single-
nucleotide resolution with a mutant MspA nanopore and phi29 DNA
polymerase. Nat Biotechnol. 2012;30(4):349-353.

6. Jain M, Olsen HE, Paten B, Akeson M. The Oxford Nanopore MinION:
delivery of nanopore sequencing to the genomics community. Genome
Biol. 2016;17(1):239.

7. Tyler A, Mataseje L, Urfano C, et al. Evaluation of Oxford Nanopore’s
MinION sequencing device for microbial whole genome sequencing
applications. Sci Rep. 2018;8(1):10931.

8. Rhoads A, Au KF. PacBio sequencing and its applications. Genomics
Proteomics Bioinformatics. 2015;13(5):278-289.

9. Ewels P, Magnusson M, Lundin S, Killer M. MultiQC: summarize
analysis results for multiple tools and samples in a single report. Bioin-
formatics. 2016;32(19):3047-3048.

10. Bolger AM, Lohse M, Usadel B. Trimmomatic: a flexible trimmer for
Illumina sequence data. Bioinformatics. 2014;30(15):2114-2120.

11. Martin M. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput
sequencing reads. EMBnet. journal. 2011;17(1):10-12.

12. Chen S, Zhou Y, Chen Y, Gu J. Fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ
preprocessor. Bioinformatics. 2018;34(17):1884-i90.

13. Wingett SW, Andrews S. FastQ Screen: A tool for multi-genome map-
ping and quality control. F1000Res. 2018;7:1338.

14. Bushnell B. BBMap: A fast, accurate, splice-aware aligner. Lawrence
Berkeley National Laboratory. 2014;LBNL-7065E.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Li H. Minimap2: pairwise alignment for nucleotide sequences. Bioin-
formatics. 2018;34(18):3094-3100.

Nykrynova M, Barton V, Bezdicek M, Lengerova M, Skutkova H.
Identification of highly variable sequence fragments in unmapped reads
for rapid bacterial genotyping. BMC Genom. 2022;23(Suppl 3):445.
Warren RL, Sutton GG, Jones SJ, Holt RA. Assembling millions of
short DNA sequences using SSAKE. Bioinformatics. 2007;23(4):
500-501.

Myers EW, Sutton GG, Delcher AL, et al. A whole-genome assembly
of Drosophila. Science. 2000;287(5461):2196-2204.

Zerbino DR, Birney E. Velvet: Algorithms for de novo short read as-
sembly using de Bruijn graphs. Genome Res. 2008;18(5):821-829.
Luo R, Liu B, Xie Y, et al. SOAPdenovo2: an empirically improved
memory-efficient short-read de novo assembler. Gigascience. 2012;
1(1):18.

Trapnell C, Salzberg SL. How to map billions of short reads onto ge-
nomes. Nat Biotechnol. 2009;27(5):455-457.

Li H, Durbin R. Fast and accurate long-read alignment with Burrows-
Wheeler transform. Bioinformatics. 2010;26(5):589-595.

Langmead B, Salzberg SL. Fast gapped-read alignment with Bowtie 2.
Nat Methods. 2012;9(4):357-359.

Li R, Yu C, Li Y, et al. SOAP2: an improved ultrafast tool for short
read alignment. Bioinformatics. 2009;25(15):1966—1967.

Li H, Handsaker B, Wysoker A, et al. The sequence alignment/map for-
mat and SAMtools. Bioinformatics. 2009;25(16):2078-2079.

Leger A, Leonardi T. PycoQC, interactive quality control for Oxford
Nanopore Sequencing. J Open Source Softw. 2019;4(34):1236.

De Coster W, D’Hert S, Schultz DT, Cruts M, Van Broeckhoven C.
NanoPack: visualizing and processing long-read sequencing data. Bio-
informatics. 2018;34(15):2666-2669.

Lanfear R, Schalamun M, Kainer D, Wang W, Schwessinger B. Min-
IONQC: fast and simple quality control for MinION sequencing data.
Bioinformatics. 2019;35(3):523-525.

Koren S, Walenz BP, Berlin K, Miller JR, Bergman NH, Phillippy AM.
Canu: scalable and accurate long-read assembly via adaptive. Genome
Res. 2017;27(5):722-736.

Kolmogorov M, Yuan J, Lin Y, Pevzner PA. Assembly of long, error-
prone reads using repeat graphs. Nat Biotechnol. 2019;37(5):540-546.
Vaser R, Sovi¢ I, Nagarajan N, Siki¢ M. Fast and accurate de novo ge-
nome assembly from long uncorrected reads. Genome Res. 2017;27(5):
737-746.

Wee Y, Bhyan SB, Liu Y, Lu J, Li X, Zhao M. The bioinformatics tools
for the genome assembly and analysis based on third-generation se-
quencing. Brief Funct Genomics. 2019;18(1):1-12.

Antipov D, Korobeynikov A, McLean JS, Pevzner PA. hybridSPAdes:
an algorithm for hybrid assembly of short and long reads. Bioin-
formatics. 2016;32(7):1009-1015.

Wick RR, Judd LM, Gorrie CL, Holt KE. Unicycler: Resolving bacte-
rial genome assemblies from short and long sequencing reads. PLoS
Comput Biol. 2017;13(6):e1005595.

Okonechnikov K, Golosova O, Fursov M, team U. Unipro UGENE:
a unified bioinformatics toolkit. Bioinformatics. 2012;28(8):1166-1167.
Bortolaia V, Kaas RS, Ruppe E, et al. ResFinder 4.0 for predictions of
phenotypes from genotypes. J Antimicrob Chemother. 2020;75(12):
3491-500.

McArthur AG, Waglechner N, Nizam F, Yan A, Azad MA, Baylay AJ,
Bhullar K, Canova MJ, De Pascale G, Ejim L, Kalan L, King AM,
Koteva K, Morar M, Mulvey MR, O'Brien JS, Pawlowski AC, Piddock
LJ, et al. The comprehensive antibiotic resistance database. Antimicrob
Agents Chemother. 2013;57:3348-3357.

Hasman H, Clausen PTLC, Kaya H, et al. LRE-Finder, a Web tool for
detection of the 23S rRNA mutations and the optrA, cfr, cfr(B) and
poxtA genes encoding linezolid resistance in enterococci from whole-
genome sequences. J Antimicrob Chemother. 2019;74(6):1473-1476.
Joensen KG, Scheutz F, Lund O, et al. Real-time whole-genome sequ-
encing for routine typing, surveillance, and outbreak detection of vero-
toxigenic Escherichia coli. J Clin Microbiol. 2014;52(5):1501-1510.
Carattoli A, Zankari E, Garcia-Ferndandez A, et al. In silico detection
and typing of plasmids using PlasmidFinder and plasmid multilocus se-
quence typing. Antimicrob Agents Chemother. 2014;58(7):3895-3903.
Jesus TF, Ribeiro-Gongalves B, Silva DN, Bortolaia V, Ramirez M,
Carrigo JA. Plasmid ATLAS: plasmid visual analytics and identifica-

(114

Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€karstvi 2022 4




PREHLEDOVY CLANEK

42.

43

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

tion in high-throughput sequencing data. Nucleic Acids Res. 2019;
47(D1):D188-D9%4.

Tatusova T, DiCuccio M, Badretdin A, et al. NCBI prokaryotic geno-
me annotation pipeline. Nucleic Acids Res. 2016;44(14):6614—-6624.

. Seemann T. Prokka: rapid prokaryotic genome annotation. Bioinfor-

matics. 2014;30(14):2068-2069.

Rutherford K, Parkhill J, Crook J, et al. Artemis: sequence visualiza-
tion and annotation. Bioinformatics. 2000;16(10):944-945.

Gilchrist CLM, Chooi YH. Clinker & clustermap.js: Automatic genera-
tion of gene cluster comparison figures. Bioinformatics. 2021;btab007.
Bezdicek M, Nykrynova M, Plevova K, et al. Application of mini-MLST
and whole genome sequencing in low diversity hospital extended-
spectrum beta-lactamase producing Klebsiella pneumoniae population.
PLoS One. 2019;14(8):e0221187.

Baert L, McClure P, Winkler A, Karn J, Bouwknegt M, Klijn A.
Guidance document on the use of whole genome sequencing (WGS)
for source tracking from a food industry perspective. Food control.
2021;130:108148.

Van der Auwera GA, O'Connor BD. Genomics in the Cloud: Using
Docker, GATK, and WDL in Terra (1 Edition). O'Reilly Media. 2020.
Poplin R, Chang PC, Alexander D, et al. A universal SNP and small-
indel variant caller using deep neural networks. Nat Biotechnol. 2018;
36:983-987.

Krishnamachari K, Lu D, Swift-Scott A, et al. Accurate somatic variant
detection using weakly supervised deep learning. Nat Commun. 2022;
13:4248.

51

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Koboldt DC, Zhang Q, Larson EL, et al. VarScan 2: Somatic mutation
and copy number alteration discovery in cancer by exome sequencing.
Genome Res. 2012;22:568-576.

Larsen MV, Cosentino S, Rasmussen S, et al. Multilocus sequence ty-
ping of total-genome-sequenced bacteria. J Clin Microbiol. 2012; 50(4):
1355-1361.

Bartels MD, Petersen A, Worning P, et al. Comparing whole-genome
sequencing with Sanger sequencing for spa typing of methicillin-resis-
tant Staphylococcus aureus. J Clin Microbiol. 2014;52(12):4305-4308.
International Working Group on the Classification of Staphylococcal
Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC). Classification of staphy-
lococcal cassette chromosome mec (SCCmec): guidelines for reporting
novel SCCmec elements. Antimicrob Agents Chemother. 2009;53(12):
4961-4967.

Schiirch AC, Arredondo-Alonso S, Willems RJL, Goering RV. Whole
genome sequencing options for bacterial strain typing and epidemiolo-
gic analysis based on single nucleotide polymorphism versus gene-by-
gene-based approaches. Clin Microbiol Infect. 2018;24(4):350-354.
Salipante SJ, SenGupta DJ, Cummings LA, Land TA, Hoogestraat DR,
Cookson BT. Application of whole-genome sequencing for bacterial
strain typing in molecular epidemiology. J Clin Microbiol. 2015;53(4):
1072-1079.

Simar SR, Hanson BM, Arias CA. Techniques in bacterial strain ty-
ping: past, present, and future. Curr Opin Infect Dis. 2021;34(4):
339-345.

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2022 4

115 |




PREHLEDOVY CLANEK

Respiracni projevy post-covid syndromu
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SOUHRN
Mizera J., Jakubec P., Sova M., Vykopal M., Pobeha P., Genzor S.: Respiraéni projevy post-covid syndromu

Po onemocnéni covid-19 (coronavirus 2019) pfetrvavaji u ¢asti pacientii potize rtizného charakteru. Symptomy, které jsou kauzalné spo-
jeny s postizenim po infekci SARS-CoV-2 (severe acute respriatory syndrome-2) jsou oznacovany jako postcovidovy syndrom. Z plic-
nich potiZi je nejcastéji popisovan vznik fibrézniho postiZzeni (zejména po prodélaném kritickém priibéhu onemocnéni). U &asti pa-
cientt jsou postizeny pouze periferni dychaci cesty s popisovanym air-trapingem dle HRCT plic. Méné casté respira¢ni komplikace
zahrnuji rozvoj sarkoid6zy a pneumatokél. Tento piehledovy ¢lanek shrnuje aktualni znalosti o plicnim postiZeni v ramci post-covid
syndromu.

Klicova slova: post-covid syndrome, plicni postiZeni, lécba

SUMMARY

Mizera J., Jakubec P., Sova M., Vykopal M., Pobeha P., Genzor S.: Respiratory manifestations of post-COVID syndrome
Overcoming infection with coronavirus disease 2019 (COVID-19) can lead to the persistence of various symptoms in some patients.
The complex of symptoms causally related to severe acute respiratory coronavirus 2 infection is called post-COVID syndrome. One of
the most common respiratory complications is pulmonary fibrosis, especially after critical course of the disease. In some patients, ho-
wever, only the peripheral airways are affected by the air-trapping seen on high-resolution computed tomography scans. Less common
respiratory complications include sarcoidosis and pneumatoceles. This narrative review summarizes current knowledge about pulmo-
nary involvement as part of post-COVID syndrome.

Keywords: post-COVID syndrome, pulmonary involvement, therapy
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Post-covid syndrom — tGvod a definice pojmi
Pandemie covid-19 (coronavirus disease 2019) zasahla do
viech oblasti lidského Zivota. Cdst pacientii si do dalsiho Zi-
vota ponese ndsledky tohoto onemocnéni. Postcovidové kom-
plikace jsou definovany jako: a) symptomy, které ve vztahu
k akutnfi infekci perzistuji, zhorSuji se, recidivuji, nebo se no-
vé objevuji; b) zhorSeni kvality Zivota nebo funkéniho stavu
ve srovnani s obdobim prfed prodélanim covid-19; c¢) pfitom-
nost jinak nevysvétlitelnych perzistujicich nebo progreduji-
cich patologickych orgédnovych nalezl pfi zobrazovacich,
laboratornich, ¢i funkénich vySetienich [1,2].

Termin ,,perzistujici post-covid syndrom** (Persistent Post-
COVID Syndrome, PPCS) [3] je definovany jako patologic-
k4 entita, zahrnujici fyzické, zdravotni a kognitivni nasledky
covid-19 infekce, vcetné perzistujictho imunosupresivniho
stavu a fibrézniho postiZeni plic, srdce a cévniho systému.
Tento prolongovany imunoparalyticky a pro-fibroticky stav
vede ke zvySené zranitelnosti sekunddrnimi infekcemi a or-
ganovymi dysfunkcemi i po zddnlivém uzdraveni z akutni
covid-19 infekce. Pti covid-19 infekci dochdzi k excesivnimu
rozvoji syndromu systémové zanétlivé odpovédi (systemic
inflammatory response syndrome, SIRS) s vysokymi hladi-
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Tabulka 1
Prehled priznak( post-akutni faze covid-19 (upraveno podle [7])

Pfiznaky post-akutni faze covid-19

Vyskyt [%; 95 % CI]

Pfiznaky post-akutni fize covid-19

Vyskyt [%; 95 % CI]

Systémové Neurologické a neuromuskul4rn{

Unava 30,97 (23,91-39,03) Bolesti hlavy 4,88 (2,30-10,06)
Slabost 41,20 (25,43-59,01) Ties 3,53 (0,30-30,63)
Horecka 1,08 (0,24-4,66) Zéchvaty/kiece 1,33 (0,49-2,87)
Denni ¢i no¢ni poceni 23,72 (20,68-27,05) Bradykineze 5,19 (2,11-10,39)

Lymfadenopatie 0,89 (0,24-2,26)
Nevolnost 32,68 (14,91-57,36)
Kardiopulmonélni

Dusnost klidova ¢i ndmahova 25,06 (17,86-33,97)
Kasel 8,17 (4,85-13,44)
Expektorace 5,46 (3,19-9,19)

Bolest na hrudi

Palpitace

Navaly horka/flush

Nové diagnostikovand hypertenze

Ostatni kardiovaskuldrni piiznaky

6,36 (3,15-12,42)
9,67 (5,95-15,34)
4,83 (3,18-7,00)
1,30 (0,52-2.66)
1,38 (0,01-67,44)

Horn{ cesty dychact
Bolest v hrdle 4,70 (2,42-8,91)
Ucpany nos 4,99 (2,73-8,92)

Zména hlasu

Ostatni respiracni piiznaky

8,21 (4,17-14.,21)
15,58 (0,68-83,17)

Porucha koordinace/dysmetrie
Svalovi atrofie
Abnormadln{ svalovy tonus
Porucha chtize

Porucha chuti

Porucha ¢ichu

Porucha sluchu

Porucha visu

Porucha feci/dysartrie
Porucha citlivosti/Cit{
Parestezie

Neuralgie trigeminu
Abnormality reflext

Ostatni neurologické piiznaky

1,48 (0,18-5,25)
6,67 (3,09-12,28)
4,44 (1,65-9,42)
4,20 (2,02-8,53)
13,52 (8,96-19,89)
15,17 (10,75-20,97)
1,11 (0,36-2,57)
4,78 (3,32-6,83)
2,22 (0,46-6,36)
10,90 (6,71-17,22)
9,12 (2,21-30,87)
3,28 (0,90-8,18)
22,96 (16,17-30,98)
14,81 (9,29-21,95)

Psychologické a socidlni

Gastrointestinaln{

Nevolnost nebo zvraceni
Prijem

Nechutenstvi

Bolest zaludku/bricha
Bfisni diskomfort
Hubnuti

Krev ve stolici/hematochézie

6.69 (1,64-23,59)
4,00 (2,07-7.57)
17,49 (4,13-51,04)
2,33 (0,54-9,42)
17,95 (11,47-26,12)
20,99 (8.09-44,51)
1,71 (0,21-6,04)

Uzkost

Deprese

Porucha spanku
PTSD

Spatna nalada/dysforie
SniZend kvalita Zivota

Zavislost na pomoci jiné osoby

18,73 (8,89-35,25)
8,06 (4,14-15,10)
18,15 (9,61-31,63)
9,14 (3,66-21,04)
1,79 (0,00-98,74)
36,76 (18,43-59,93)
5,89 (0,46-45,96)

Neuro-kognitivni

Muskuloskeletalni

Bolest svala

11,29 (6,17-19,75)

Bolest kloubi 9,39 (5,72-15,03)
ZhorSend pohyblivost 14,42 (4,67-36,73)
Ostatni

KoZni vyrdzka
Padéni vlast

Konjunktivitida

2,83 (0,95-8,16)
14,34 (5,33-33,23)
1,77 (0,77-3,47)

Porucha paméti

Porucha soustiedéni
Zmatenost

Symptomy Celniho laloku

Jind kognitivni porucha

17,94 (5,26-46,25)
25,98 (20,96-31,73)
2,71 (1,93-3,79)
14,81 (9,29-21,95)
17,77 (0,08-98,23)

PTSD = postraumatic stress disorder (post-traumatickd stresovd porucha)
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nami prozanétlivych cytokinl. Organismus reaguje rozvojem

/////

/////

odpovéd neadekvatné vysokd, dochazi k protrahované imu-
nosupresi, zndmé pod terminem PICS (persistent inflam-
mation, immunosuppresion, catabolic syndrome). Toto je
jedna ze zvazovanych pricin postcovidovych komplikaci.
Pacienti jsou ve zvySeném riziku bakteridlnich a mykotic-
kych infekci a jsou také nachylni ke vzniku plicni fibrézy
[2.4].

Priznaky pretrvavajici po prodélani akutni faze covid-19
mohou byt velmi riiznorodé co do povahy, intenzity i trvani.
Velmi casto jde o chronickou tnavu, zhorSeni tolerance fy-
zické i psychické zatéZe, nevolnost, dusnost a poruchu sou-
stiedéni [5]. Dals{ pfiznaky zahrnuji trvajici horecku, kasel,
bolesti na hrudi, palpitace, bolesti hlavy, potiZe se spankem,
mzitky, parestezie, trvajici poruchu chuti nebo ¢ichu, depre-
se, dzkost, chronicky prijem, bolesti Zaludku, bolesti klou-
bl nebo svalt, vyrdazku, zmény menstruacniho cyklu, nebo
dalsi, leckdy obtiZné uchopitelné a zvladatelné symptomy.
Ve vy$§im riziku vzniku chronickych potizi po prodélani
covid-19 jsou pacienti, ktef{ vyZadovali v akutni fazi one-
mocnéni hospitalizaci. Prevalence déle neZ rok pretrvavaji-
ci poruchy chuti a/nebo ¢ichu byla nizkd, podobné jako pre-
trvdvajici gastrointestindlni potiZe [5,6]. Podrobny ptehled
symptomu post-covid je uveden v tabulce 1.

Kolektiv autorG Skdla et al. navrhl schéma klasifikace
post-covid syndromu, ktery byl ndsledné adaptovan v dopo-
rueni Ceské pneumologické a ftizeologické spolenosti
(CPFS) [1,8]. Tato klasifikace stratifikuje pacienty do kate-
gorii A-D dle pfitomnosti nebo nepfitomnosti subjektivnich
pfiznaki a objektivnich ndlezli na zobrazovacim ¢i funké-

Tabulka 2
Prevalence pozanétlivych intersticialnich zmén
po virovych infekcich

Etiologie Prevalence

ARDS bez ohledu na etiologii 25 % [12]

covid-19 34 % [14], 20 % [15]

Pneumonie pfi chiipce HIN1 ziidka [12]

Pneumonie pii chiipce H7N9 22 % [12]
SARS 62 % [19]
MERS 33 % [19]
HTLV 61,3 % [42]
HIV 29,4 % [42]

ARDS = adult respiratory distress syndrome; MERS = middle
east respiratory syndrome; HTLV = human T-lymphocyte virus;
HIV = human immunodeficiecy syndrome

nim vySetfeni plic. Do skupiny A jsou fazeni pacienti bez
pretrvavajicich subjektivnich pfiznakd a objektivnich zna-
mek plicniho postizeni. Skupinu B tvofi pacienti se sub-
jektivnimi ptiznaky plicniho postiZeni, ale s negativnim ra-
diologickym ndlezem a normalnimi funkénimi plicnimi
parametry. Pacienti ve skupiné C sice nepocifuji subjektivni
obtiZe, ale jsou u nich detekovatelné objektivni znamky
plicniho postizeni. Skupina D zahrnuje pacienty se subjek-
tivnimi i objektivnimi pfiznaky plicniho postizeni. Zv1ast je
hodnocena pfitomnost extrapulmondlnich pfiznakt ¢i nale-
zu (kategorie E) [8]. Uzitecnost této stratifikace autofi de-
monstrovali na pfedbé€Znych datech z prospektivni studie
sledujici po dobu jednoho roku pacienty po prodélani covid-
19. Slo o 102 pacientl (55 Zen), ktefi byli v ramci akutniho
onemocnéni covid-19 v prubéhu jara 2020 vySetieni na
Plicni klinice Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, kde byli
léCeni ambulantné (n = 87), ¢i za hospitalizace (n = 15).
Primérny vék v kohorté byl 46,7 let, v 75 % $lo o pacienty
bez komorbidit. Publikovdna jsou zatim pfedbéZzna data
z kontroly v odstupu tff mésict od akutni fize onemocnén{
covid-19. Prevalence pretrvavajicich plicnich piiznakd byla
35 % (23 % dusnost, 14 % kasel, 13 % bolest na hrudi), mi-
moplicni pfiznaky pretrvavaly v 47 % (21,6 % unava,
20,6 % anosmie, 6,9 % ageusie, 5,9 % bolesti hlavy, 4,9 %
poruchy paméti, 3,9 % artralgie ¢i myalgie, 2 % konjunkti-
vitis, 2 % dyspepsie, 1 % subfebrilie, 13,7 % jiné priznaky.
SniZeni parametrd plicni difuze bylo pozorovano u 60 % pa-
cientl. Mezi patologickymi ndlezy na HRCT (high-resoluti-
on computed tomography, pocitatovd tomografie s vyso-
kym rozlisSenim) hrudniku dominoval air-trapping (32 %),
déle linearni opacity (11 %), znamky fibrézy (6 %) a kon-
solidace (2 %). Laboratorné byla patrna elevace d-dimeri
u 10 % pacientti — u vSech byla nasledné vyloucena plicni em-
bolie pomoci CT angiografie plicnice. Perzistujici elevace
CRP (C-reaktivniho proteinu) svédcila pro pfetrvavajici za-
nétlivou aktivitu u 11 % pacientli. Zastoupeni pacientl v ka-
tegoriich A-D bylo 23 %, 8 %, 46 %, resp. 23 % u ambu-
lantn€ 1é¢enych pacientd, a 13 %, 0 %, 33 %, resp. 54 %
u pacientd, ktefi vyZadovali hospitalizaci. Pfitomnost mi-
moplicnich ptiznaki (skupina E) byla 43 % u ambulantnich,
resp. 67 % u hospitalizovanych pacientd [8]. TiZze pribéhu
covid-19 ve skupiné A-D korelovala s vékem pacientt a na-
opak nekorelovala s pohlavim, BMI a kufactvim. Ve skupi-
nach C a D byla tendence k CastéjSimu vyskytu hyper-za-
nétlivého a hyper-koagula¢niho stavu. U symptomatickych
skupin (B a D) byla pak vétsi mira uzkosti a deprese
(Becktiv a Zungtliv dotaznik). Klicovym vystupem je tedy
pretrvavani subjektivnich a objektivné podloZenych znamek
u vetsi Casti pacientli po hospitalizaci pro covid-19, ale rov-
néz fakt, Ze pouze minimum pacientd mélo pfi pretrvavaji-
cich respira¢nich pfiznacich negativni plicni nélezy, coZ
znamend, Ze pretrvavani pfiznaku plicniho postizeni v post-
covid fazi onemocnéni nelze za zZadnych okolnosti bagateli-
zovat, a Ze tito pacienti vyzaduji komplexni pneumologické
vySetieni. Zvlastni pozornost by vSak méla byt vénovana
pacientim s objektivnimi znamkami plicniho postiZzeni pfi
soucasném chybénf respiracnich symptomu (skupina C), ne-
bot existuje mozné riziko, Ze se u nich s latenci rozvine
symptomatické postiZeni. Ddle studie podtrhuje nutnost za-
méfeni se i na mimoplicni pfiznaky [8].
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Post-covid postiZeni dychaci soustavy
Postizeni plic, prudusek a mediastina po prodélani covid-
19 je do jisté miry heterogenni. NiZe budou probrany nej-

Castéjsi nalezy. Dalsi text je rozdélen do samostatnych pod-
kapitol ke zlepsSeni prehlednosti.

1 Plicni fibréza
1.1 Mechanismus vzniku

Mechanismy poskozeni plic a dolnich dychacich cest v prv-
nich fiazich akutniho onemocnéni, do doby vytvofeni neu-
tralizaénich protilatek, vyplyvaji nejspise z rychlé replikace
a pfimé cytotoxicity viru. BEhem prvnich tydni se rozviji
akutni zanét charakterizovany otokem, hyperplazii pneumo-
cytl, tvorbou infiltratt a fibrin6zniho exsudétu. V nasledu-
jici pozdni fazi imunitni odpovédi jsou T-lymfocyty, mono-
cyty a neutrofily uvolilovany cetné cytokiny, které mohou
vyvolat lokalni a pfi dostatecné intenzité také systémovou
zanétlivou odpovéd [5]. V rdmci pneumonie nalézdme na
skiagramu hrudniku nejcastéji oboustranné infiltraty v plic-
nim parenchymu, ¢astéji vice bazdlné. Ndlez na skiagramu
mize vSak byt také negativni. Na vypocetni tomografii
(computed tomography, CT) plic maji pneumonické infilt-
raty vzhled opacit mlé¢ného skla (ground glass opacities,
GGO), carovitych, mékkych infiltraci, ¢i v tézkych piipa-
dech obraz ,,crazy paving®. Po dvou tydnech mohou vznikat
konsolidace [9]. Mezi dalsi ndlezy na CT patfi dilatace plic-
nich cév, subpleurdlni linedrni opacity, reverzni halé (ptfiznak
atolu), rozsifeni stény pridusek, ¢i mediastinalni lymfade-
nopatie [5]. Rozbory bioptickych a sek¢nich preparati pa-
cientl zemielych v souvislosti s covid-19 vyvolanym ARDS
(Acute respiratory distress syndrome) odhalily difuzni alve-
olarni poSkozeni, tvorbu hyalinnich membrén, difuzni ztlus-
téni alveoldrni sté€ny, interalveoldrni fibrinova depozita, ne-
krézu a apoptézu pneumocytil a infiltraci dychacich cest
mononukledry a makrofagy, okluzi bronchd hlenovymi za-
tkami a poSkozeni bronchidlni vystelky. V plicnich cévach
byly naléziany makroskopické i mikroskopické tromby
a okrsky cév uzavienych proliferacemi vzniklymi neefektiv-
ni neoangiogenezi [5].

Mechanismus vzniku plicni fibrézy po prodélani covid-19
neni doposud zcela objasnén, ale predpoklada se, Ze je ob-
dobny jako u plicnich fibréz z jinych pficin. Vlivem piimé
virové toxicity, vyprovokovaného zanétu a bakteridlni super-
infekce, vedouci v krajnim pripadé az k rozvoji ARDS,
vznikaji v plicni tkdni mikrotraumata. Podil na poSkozeni
plicni tkané muiize byt u téZkych pneumonif téZ iatrogenn{
vlivem toxicity poddvané oxygenoterapie, vlivem ventilato-
rového postizeni pfi umélé plicni ventilaci (UPV; VILI-
Ventilator Associated Lung Injury, tedy ventilatorem asoci-
ované poskozeni plic) [10], ¢i tzv. ,.sebeposSkozeni plic*
v dusledku kombinace spontdnni hyperventilace, nadmérné-
ho usili a napéti plicniho parenchymu (P-SILI — patient self-
inflicted lung injury) [2]. Poskozené alveolarni epitelidlni
buriky secernuji ristové faktory a signdlni molekuly, které
do mista zanétu pfitahuji fibroblasty a podporuji jejich di-
ferenciaci v myofibroblasty. Alveoldrni epitelie a komplexy
fibroblast-myofibroblast produkuji metaloproteindzy 2 a 9,
které déle poskozuji bazdlni membranu a umoZziuji migraci

Obr. 1
Skiagram hrudniku:
hrubé pruhy a retikulace v periferii obou plicnich kridel

fibroblasti-myofibroblastd do plicnich alveold. V misté tak-
to probihajiciho fibrogenniho zanétu dochdzi navic k akti-
vaci koagulacni kaskady. Déje se tak prevazné vnéjsi cestou,
nezdvislou na piitomnosti tkdilového faktoru. Fibroblasty
i myofibroblasty secernuji mnoZzstvi extraceluldrnich protei-
nd, zejména kolageni. Nerovnovdha mezi kapacitou tkario-
vych kolagendz a tkdilovych inhibitort metaloproteindz ve-
de k postupnému hromadéni extracelularni matrix [11],
zejména kolagenu a fibronektinu [12]. Myofibroblasty dale
produkuji angiotensinogen a peroxid vodiku, které se tcast-
ni procesu bunécné smrti alveoldrnich epitelidlnich bunék,
coz ztézuje re-epitelizaci alveolarniho povrchu [11].
Specifikem v pripadé covid-19 je down-regulace ACE-2
(angiotenzin-konvertujici enzym) receptorti na povrchu na-
padenych bunék, ¢imZ dochdzi k zvyseni koncentrace angi-
otenzinu II, silného vasokonstriktoru, ktery se pifimo tcast-
ni v rozvoji zanétu a fibrézy aktivaci tkanového rastového
faktoru beta 1 (TGF-B1), tvorbou kyslikovych radikalt a sti-
mulaci tvorby interleukint 1 a 6 (IL-1, IL-6) [13].

1.2 Epidemiologie

Dle korejské metaanalyzy 30 systematickych review [14]
byla dhrnnd prevalence post-covid zmén na CT hrudniku
(fibrézni zmény a opacity mlééného skla) v obdobi 6-12
mésicu od akutniho onemocnéni 34 % (95 % CI 22-44 %).
Zastoupeni pacientli po t€zkém a kritickém pribéhd covid-
19 bylo 67 £ 28 % a 33 £ 22 %. Prevalence fibr6znich zmén
byla signifikantné pozitivné asociovdna s tizZi onemocnéni
covid-19, vékem, méné s kufdckym statusem.

V italské kohorté 220 konsekutivnich pacientt [15] byla
zjisténa 20% prevalence plicni fibrézy v odstupu 6 mésict
po prodélani covid-19 pneumonie, pficemz ve vyssim riziku
pretrvavani plicni fibrézy byli pacienti, u kterych byly v akut-
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Vv

ni f4zi onemocnéni €781 zndmky zanétu na CT plic (alveo-
larni skore, skdre opacit a intersticidlni skoére; odds ratio
14,87, CI 1,25-175,8). Srovnani prevalence plicni fibrézy
po ruznych virovych infekcich je uvedeno v tabulce 2. Jesté
nizsi prevalence zndmek plicni fibrézy byla pozorovana ve
vySe zminéné kohorté¢ z Hradce Kralové [8], kde byly na
HRCT hrudniku zaznamendny linedrni opacity (11 %), zndm-

ky fibrézy (6 %) a konsolidace (2 %).

Obr. 2
Skiagram hrudniku:
Opacity mlééného skla bilateralné v plicnim parenchymu

Obr. 3
Skiagram hrudniku:
Ploténkova atelektaza ve stfednim plicnim poli vievo

1.3 Radiologicky obraz

Co se tyCe zobrazovacich metod, nalézdme na skiagra-
mech hrudniku po 12 tydnech od prodélani covid-19 pneu-
monie pozanétlivé zmény (retikuldrni opacity, periferni ate-
lektazy, opacity mlé¢ného skla, pripadné obraz organizujici
se pneumonie) ve 36 % piipadl (obr. 1-3). Tyto zmény jsou
u 30 % stale patrné po 6 mésicich sledovani [16]. Jak jiz
bylo vySe zminéno, na HRCT plic nachdzime pozanétlivé
zmény a zndmky plicni fibrézy u téméf 45 % pacienti po
covid-19 pneumonii, je tedy zfejmé, Ze ¢ast zmén na skia-
gramu hrudniku unikd pozornosti a jsou odhaleny az na
HRCT plic. Nejcastéji pfi tomto vySetieni nalézdme obraz
parenchymovych pruh, GGO a zesileni interlobuldrnich
sept. Piehled Cetnosti zachytu riznych radiologickych obra-
70 na skiagramu hrudniku a HRCT plic viz tab. 3. Vyskyt
GGO (34 %) a znamek intersticidlniho plicniho postiZzeni
(32 %) na HRCT dle metaanalyzy kolektivu Lee et al. sig-
nifikantné neklesd po 6 az 12 mésicich [17]. Autofi Huntley
et al. [18] upozoriiuji, Ze s interpretaci dlouhodobého vyvo-
je plicni fibrézy po covid-19 je tieba jesté vyckat a dile pa-
cienty systematicky sledovat. V pfipadé SARS (severe acu-
te respiratory syndrome) a MERS (middle-east respiratory
syndrome) totiZ také dochdzelo k signifikantni resorpci
intersticidlnich zmén plic aZ v horizontu kolem 18 mésict.

1.4 Funkéni plicni parametry

Z hlediska funkéniho vySetfeni plic vyplyva, Ze statické
a dynamické plicni objemy jsou alterované jen u mensiny
pacienti. Nachazime redukci vitdlni kapacity plic (VC)
u 27 % a redukei celkové plicni kapacity (TLC) u 11 % pa-
cientl s pretrvavajici dusnosti [21]. Vzhledem k tomu, Ze
vétsina publikovanych studif neuddvala spolu s transfer fak-
torem (DLCO) parametry transfer koeficientu (KCO) a al-
veoldrni objem (VA), nelze se spolehlivé vyjadrit k etiologii
restriktivntho vzorce. Zda se vSak pravdépodobné, Ze u pod-
statné ¢asti pacientt pajde o extrapulmondlni restrikci na vrub
dekondice a svalové slabosti. [22]. Nejcastéj$im obrazem plic-
niho postizeni po prodélani covid-19 je pokles DLCO. Hod-
noty DLCO jsou v pasmu normy u prakticky vSech pacien-
ti po mirném pribéhu covid-19. Snizeni DLCO pozorujeme
u 33 %, 54 % a 55 % pacientt po stiedné t€7kém, t€zkém,
respektive kritickém prib&hu onemocnéni [22]. U tfetiny
pacientti doslo po 3 mésicich k normalizaci DLCO, zatim-
co snizeni VC pretrvavalo u 22 % a snizeni TLC setrvalo na
11 % [21]. Cinskd [23] studie sledovala 94 pacientt (51 leh-
ky nebo stiedné té€zky prubéh, 43 tézky nebo kriticky pri-
béh) rok po prodélani covid-19 a dosla k zavéru, Ze sniZeni
DLCO pretrvavalo i po roce sledovani u 10 % sledovanych,
objem vydechnuty béhem prvni vtefiny usilovného vydechu
(FEV,) byl abnormdlni u 17,8 %, Tiffenecau index
(FEV/VC) u 10 %, TLC u 5,7 %. Pozoruhodné je, Ze mezi
tietim a 12. mésicem od prodélani covid-19 sice doslo u pa-
cientd k vyznamné tpravé DLCO, avsak statické a dyna-
mické plicni objemy se v tomto horizontu jiz ddle neméni-
ly.

O prvni rozsahlejsi studii dopadti covid-19 na plicni funk-
ce a toleranci zat€ze se postaral italsky tym autord [24], kte-
ry sledoval 379 pacientd po dobu 4 mésici po prodélani co-
vid-19, a zaznamenal signifikantné niZ$i hodnoty usilovné
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vitaln{ kapacity (FVC) a TLC u pacientl po covid-19 pneu-
monii ve srovnani s pacienty bez pneumonie. U pacientd po
invazivni mechanické ventilaci byly zaznamendny signifi-
kantné niz8i hodnoty KCO, TLC a FVC ve srovnan{ s paci-
enty s pneumonii nevyzadujici UPV. Autofi upozoriiuji na
dilezitost uvadéni vysledktt KCO spolu s DLCO a spekulu-
ji, Ze na vin€ snizeni DLCO v ostatnich provedenych studi-
ich, které soucasné neuvadély téz vysledky KCO, mohla byt
pravé snizend FVC. Toto autofi podpiraji provedenym vy-
Setfenim sily respiracnich svali, kde u pacientt po stfedné
t€zkém a tézkém pribéhu covid-19 bylo zaznamendno sni-
Zeni sily inspiracnich svald a sniZeny neuromuskularni dri-
ve, svédcici téZ pro mozné neuromuskuldrni postiZeni. Ra-
kouskd studie potvrdila snizeni FVC, TLC a DLCO
u pacientd s pretrvdavajicimi respiraénimi symptomy ve
srovndni s asymptomatickymi jedinci [25]. Metaanalyza 18
studif s Sestimésiénim sledovanim a 12 studii s ro¢nim sle-
dovanim po prodélani covid-19 [17] udava prevalenci posti-
zeni plicni difuze 39 % po 6 mésicich a 31 % po 12 mési-
cich, snizeni FVC ve 13 % a 5 %. Mira postiZeni plicni

sy

difuze korelovala s tiZi onemocnéni covid-19.

1.5 Tolerance zatéZe

Ve vyse zminéné italské kohorté [24] byly u pacienti po
prodéldni covid-19 pneumonie, a zejména pokud doslo k pro-
gresi do ARDS, zaznamendny signifikantné nizs{ klidové sa-
turace a saturace pii Sestiminutovém testu chiize (6-MWT).
U pacientl po invazivni mechanické ventilaci byla i vyraz-
né nizsi usla vzdalenost béhem Sestiminutového testu chiize
(6-MWD). Vysledky norské studie [25] zkoumajici toleran-
ci zatéze u pacientd na konci akutni fiaze covid-19, prokdza-
ly pfi 6-MWT v den dimise z hospitalizace hyposaturaci
<90 % u 50 % hospitalizovanych pacienti. Némecka studie
[26] opakovala 6-MWT po 60 dnech od propusténi z hospi-
talizace, kdy u zadného ze 33 pacientli nezaznamenali hy-
posaturaci pod 90 %, avsak 79 % pacientii nebylo schopno
urazit predikovanou vzdélenost a 45 % pacientd bylo pod
dolnim limitem normy.

1.6 Terapie

Ohledné terapie pozanétlivych zmén a plicni fibrézy po
prodélani covid-19 doposud neexistuje jednoznacny konsen-
zus. Na zdkladé zkuSenosti s ARDS jinych etiologii se lo-
gickou volbou zda nasazeni systémovych glukokortikoida.
Jako uc¢inné a bezpecné se jevi podavani prednisolonu v ma-
ximdlni davce 0,5 mg/kg s rychlou detrakci béhem tf{ az
Styf tydni [27], kdy dochazi k normalizaci DLCO asi u tfe-
tiny pacientd spolu s alespon parcidlni regresi radiologic-
kych zmén. Studie iniciovand investigdtorem prospektivné
srovndvala dvé ddvkovaci schémata Sestitydenni terapie
prednisolonem. Zatazeno bylo 130 pacientd, ktefi byli roz-
déleni do dvou skupin. Prvni skupina dostdvala v prvnim
tydnu 40 mg prednisolonu pro die, ve druhém tydnu 30 mg,
ve tietim az Ctvrtém tydnu 20 mg a v patém az Sestém tyd-
nu 10 mg prednisolonu. Druhd skupina dostdvala po celou
dobu trvani studie stejnou davku 10 mg prednisolonu denné.
U obou skupin doslo k parcidlni aZ kompletni regresi radio-
logickych nalezt, k dpravé funkénich parametrt a k tstupu

ndmahové dusnosti, pficemZ nebyl prokdzan signifikantni
rozdil mezi skupinami [28]. U pacientd s perzistujicim re-
spira¢nim selhdnim pfi post-covid plicnim postiZeni po vice
nez 20 dnech od propuknuti onemocnéni bylo tspésné zkou-
Seno podani pulzi metylprednisolonu v davce 1 mg/kg s po-
stupnou detrakei [29]. Céstecné protichtidné byly zdvéry
post-hoc analyzy projektu COVADIS [30]. Zde autofi ana-
lyzovali mozny benefit pozdniho podavani (definovaného
jako podavani vice nez 13 dnid od pocatku symptomu covid-
19) systémové kortikoterapie (v ddvce 1 mg prednisonu na
kg pacienta) u pacientti s ARDS (adult respiratory distress
syndrome) vyvolaného SARS-CoV-2. Studie zahrnovala cel-
kem 348 pacientli (57 v ramené s kortikoterapii, 290 bez
kortikoterapie) a neprokdzala zadny signifikantni benefit
pausilniho pozdniho podédvan{ kortikoidi (KS). Ani dle sys-
tematické review Tlayjeh et al. [31] neni dosud dostate¢nd
evidence pro pozdni podavéani kortikosteroidd bez selekce
pacientti. Naopak, dle autort se zda byt pravdépodobné, 7Ze
protrahovand kortikoterapie u subakutniho stadia covid-19
mize vést k prodlouzeni vylucovani virovych ¢astic, a tim
i k dels{ infekénosti pacienti. V piipadé vice dramatickych
obrazi pozdni fize onemocnéni, jako je akutni fibrézni
organizujici pneumonie, bylo v literatufe popsdno nékolik
pripadi velmi dobré odpovédi na pulzni davky KS (1 g me-
tylprednisonu 3 dny po sobé€) ndsledované sestupnym poda-
vanim nizSich davek KS [32,33]. Tento postup v piipadé
onemocnéni covid-19 nebyl dosud zaveden v rutinni praxi.
Néktet{ autofi doporucuji v téchto piipadech pokracovat
v dlouhodobém podévani nizkych davek makrolidd jako
kortikoid Setficich 1éku [34,35], ale evidence o tomto postu-
pu neni dosud dostatecna.

Inhala¢ni glukokortikoidy prokazaly uc¢innost v akutni fa-
zi covid-19, kdy prostiednictvim downregulace ACE-2 a in-
hibice enzymu PAK1 snizovaly miru plicniho zanétu, av§ak
otdzka jejich ucinnosti v post-akutni fazi zistava zatim ne-
zodpovézena [36].

Patogeneze vzniku plicni fibrézy po onemocnéni covid-19
je ve vicero aspektech podobnd patogenezi idiopatické plicni
fibrézy (IPF). Neni tedy pfekvapenim, Ze jsou zna¢né nadéje
vkladany do antifibrotik pirfenidonu a nintedanibu. Tato an-
tifibrotika navic prokazala G¢innost i pfi progresivnich plic-
nich fibr6zach jiné etiologie nez IPF. Nasazeni téchto anti-
fibrotik u post-covid plicni fibrézy je v soucasnosti
predmétem fady vyzkumi [37]. Rovnéz pfedmétem vyzku-
mi je i vyuziti dalSich 1éCiv k prevenci a 1é¢b€ post-covid
plicni fibrézy, napt. spironolaktonu [11], treamidu, deupir-
fenidonu, bovhyaluroniddzy, genisteinu, tetrandrinu, anlu-
huaxianu, stromdlni vaskularni frakce (cSVF) derivované
z tukové tkané, a dalSich [38].

1.7 Nutnost indikace dlouhodobé doméci oxygenoterapie
(DDOT)

U dasti pacientl pietrvava i pres prolongovanou hospitali-
zaci, ¢i kratkodobou domadci oxygenoterapii, respiracni in-
suficience s nutnosti indikace DDOT. Data ze Svédského
ndrodniho registru z obdobf biezen az prosinec 2020 ukazu-
ji, Ze nedoslo k meziro¢nimu nartstu poctu pacientd indi-
kovanych k DDOT. Zménila se v8ak struktura indikaci, kdy
pacienti s pretrvavajici respiracni insuficienci po covid-19
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tvorili 20,5 % indikaci k DDOT. Ve srovnani s DDOT indi-
kovanou z jinych pfi¢in bylo u pacient po covid-19 casté&ji
mozné 1é¢bu ukoncit béhem prvniho roku sledovani (7 % vs

15 %) [39].

1.8 Transplantace plic pro plicni postiZeni po covid-19

Dle dat z Amerického transplanta¢niho registru UNOS
(United Network for Organ Sharing) bylo v obdobi mezi 1. 8.
2020 a 30. 9. 2021 v transplantacnich centrech zapojenych
statti provedeno 3 039 transplantaci plic, z toho 214 (7 %)
bylo z divodu perzistujiciho respiracniho selhani po pro-
délani covid-19. U 140 pacientt (4,6 %) byla transplantace
plic indikovdna pro ARDS, u 74 pacientti (2,4 %) byla indi-
kaci plicni fibréza. T¥imési¢ni pfeZiti po transplantaci bylo
srovnatelné s transplantacemi provedenymi z jiné indikace
[40]. V fijnu 2021 byla v Cesku provedena prvni transplan-
tace plic z indikace pfetrvavajici respiracni insuficience po
extrémné t&7kém pribéhu covid-19. Slo o 60letého, poly-
morbidniho pacienta, ktery v dusledku extrémné tézkého
prubéhu covid-19 s devastaci obou plic stravil celkem 199
dni na mimotélni podpofe obéhu. Béhem této doby prodélal
vice nez 30 epizod nozokomialni infekce. Samotny pribéh

Tabulka 3

Vyskyt rlznych obrazd intersticialnino plicniho postizeni na skiagramu

transplantace byl nekomplikovany, potransplantaéni obdobi
rovnéz, avsak pacient po Sesti mésicich umird v disledku
zdravotnich komplikaci, které pfimo nesouvisely s trans-
plantaci plic [26].

1.9 Shrnuti a komenté¥

U podstatné ¢asti pacientii po prodélani stiedné té€zkého,
ale zejména t€zkého a kritického pribéhu covid-19 pretrva-
vé plicni postiZzeni pod obrazem intersticidlniho plicniho po-
stizeni. Toto postiZzeni v nékterych piipadech muze perzis-
tovat i delsi dobu, u malého procenta piipadi signifikantni
intersticidlni zmény pretrvavaji az 1 rok od prodélani covid-
19. K terapii 1ze s tispéchem pouZit glukokortikoidy v dav-
ce 0,5 mg/kg s rychlou detrakei, pfi¢emz alternativni ddv-
kovaci schémata rovnéZ prokdzala ucinnost. Lze se tedy
fidit regiondlnimi doporucenimi mistnich pneumologickych
spolecnosti. Je zkouméno pouziti nejen nintedanibu a pirfe-
nidonu jako konvencnich antifibrotik, ale pfedmétem vy-
zkumu jsou i antifibrotické vlastnosti dalSich molekul, napf.
spironolaktonu. Objem pacientt indikovanych k DDOT se
s pandemif covid-19 nezvysil, ale zménila se struktura indi-
kaci, kdy cca 20 % nyni tvoti pacienti po prodélané covid-
19 pneumonii. V USA jsou aktudlné
roéné provadény stovky transplantaci
plic u pacientt s perzistujici respiraéni
insuficienci po prodélani covid-19
pneumonie. Casné potransplantacni
vysledky jsou priznivé, srovnatelné
s transplantacemi z jinych indikaci.

a HRCT hrudniku u pacientl po covid-19 pneumonii
s prokazanymi znamkami plicni fibrézy (upraveno podle [16,19,20])

Vyskyt [% vyskyt u pacientid
se zndmkami post covid
plicni fibrézy] [16]

Obraz na skiagramu hrudniku [16]

2 Onemocnéni/dysfunkce malych
dychacich cest

2.1 Radiologicky obraz

88 % V ¢inské studii kolektivu Huang et
al. [42] byly béhem akutni faze covid-
19 u 35 % pacientt pii HRCT vysetie-

Retikuldrni opacity ¢i periferni atelektdza

Splyvava zastinéni/opacity mléc. skla (GGO) 61 %

Maly néddech

25 %

Vyskyt [% vyskyt u pacientid

ni plic pfitomné zndmky air-trappingu,
u 39 % bylo patrné ztlusténi bron-
chidlni stény. Tize téchto projevl one-

Obraz na HRCT [19] se zndmkami post covid mocnéni malych dychacich cest neko-
plicnf fibrézy] [19] relovala s tiZ{ intersticidlniho postiZen{
Retikulace 37 % plic. Na kontrolnich HRCT plic s od-
- stupem maximdlné dvou mésici ne-

Vostina 21 % b PR ) .
yla patrnd signifikantni regrese air-
Trakéni bronchiektasie 24 % trappingu. K podobnému zavéru dosla
Parenchymové pruhy 33 % dg1.51 cms}k‘? stu(}1e,. kde ngdoslo k sig-
nifikantni dpravé air-trappingu po 140

Nepravidelna rozhrani 38 % dnech [43].

Ztlustén{ interlobuldrnich sept 58 % Studie provedend v low€, USA [44],
- — - - zkoumala HRCT nalezy u 100 pacien-
Distorze plicni architektoniky 25 % ti s déle nez 30 dnd pretrvdvajicimi
Opacity mlé&ného skla (GGO) 73 % symptomy po prodélani covid-19 (67 %
. lehké pribéhy, 17 % tézké pribéhy,
Obraz sité 14 % 16 % kritické priibéhy s nutnosti hos-
Konsolidace 62 % pitalizace na JIP). Studie zahrnovala
Crazy paving sS4, tez}skupmy 106 sparovanych kontrql.
Znamky air-trappingu na HRCT plic
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byly ptitomny u 25,4 %, 34,6 %, respektive 27,3 % s po-
stupné nartstajici tizi pribéhu covid-19, a pouze u 7,2 %
zdravych kontrol. Z funkéniho hlediska tiZe air-trappingu na
HRCT, kvantitativné hodnocend s pomoci algoritmu strojo-

vého uceni, korelovala s pomérem VC/TLC.

1. Funkénf plicni parametry

V malé finské kohorté 20 pacientl z helsinské megapolis
[45] bylo 5,1 mésicti po prodélani t€zkého (n = 10) ¢i kritic-
kého (n = 12) pribéhu covid-19 (v 10 pripadech s nutnosti
intubace a mechanické ventilace) provedeno funkéni vySet-
feni plic zahrnujici spirometrii, bronchodilatacni test se 400
ug salbutamolu, impulzni oscilometrické vySetfeni, a opa-
kované vySetfeni frakce oxidu dusnatého ve vydechovaném
vzduchu (FENO) pfi riiznych pritocich se stanovenim bron-
chidlni a alveoldrni frakce. V mezidobi mezi prodélanim
onemocnéni a vySetfenim nikdo z Gcastnikd neuzival inha-
la¢ni bronchodilatancia. Uziti inhalacnich ¢i systémovych
glukokortikoidd neni zminéno. Z vysledkd vyplyva, Ze po
5,1 mésicich nebyly pfi spirometrii, ani impulzni oscilomet-
rii patrné zndmky postizeni perifernich dychacich cest.
Pouze u jednoho pacienta byl hrani¢ni ndlez (FEV, 81 %
predikovaného, Z-skére = 1,66) svéd¢ici pro moznou lehkou
obstrukci dychacich cest. VySetteni FENO prokdzalo u 7
pacient (39 %) mirny eozinofilni zdnét v oblasti dychacich
cest (FENO 25-50 ppb).

Brazilsky tym sledoval 59 konsekutivnich pacienti po
prodélani covid-19 [46] (15,2 % lehky prubéh; 42,4 % stied-
né t€zky prubéh; 30,5 % kriticky pribéh s nutnosti hospita-
lizace na JIP; 11,9 % vyzadovalo invazivni mechanickou
ventilaci) pomoci impulzni oscilometrie a ultrazvuku plic.
Ultrazvuk plic byl provadén dvojici zkuSenych pneumologt
(alesponi devitileta zkusSenost s provadénim ultrazvuku plic)
v 6 definovanych bodech dle Soummer et al. [47]. Pfi vstup-
nim vySetfeni ve druhém mésici po prodé€lani covid-19 uda-
valo 100 % pacientli pfetrvavajici dusnost a/nebo kasel
(50,8 % kasel, 83,1 % dusSnost). Pfi kontrole v patém mési-
ci po akutni fazi onemocnéni klesl pocet pacientti uddvaji-
cich symptomy kasle a/nebo duSnosti na 64,4 % (32,2 % ka-
Sel, 54,2 % dusnost). Pfi prvnim spirometrickém vySetien{
ve druhém mésici byl abnormalni vysledek zaznamenéan ve
44.1 % (13,6 % lehka bronchidlni obstrukce, 30,5 % lehké
snizeni FVC). Pfi druhém vysetfeni doslo ke statisticky ne-
signifikantnimu sniZeni podilu abnormalnich vysledkt na
33,9 % (11,9 % lehka obstrukce, 22 % lehké snizeni FVC)
ptipadi. Vysledky FEF25-75 byly v pasmu normy pii obou
vySetfenich (86, resp. 89 % predikované hodnoty). Abnor-
mdlni vysledek impulzniho oscilometrického vySetieni sig-
nifikantné poklesl ze 71,2 % na 64,4 %. Pti ultrazvukovém
vySetieni byl sledovdn vyskyt B-linii, splyvajicich B-linif,
subpleurdlnich konsolidacf a ,,skdére provzdusiovani* (aera-
tion score [48]). Mezi vysetfenimi doslo k signifikantnimu
snizen{i skére provzdusiiovani, v ostatnich parametrech k ne-
signifikantnimu sniZeni. V dal$i malé brazilské kohorté byl
u pacientd s potizemi pretrvavajicimi jeden mésic od za-
¢atku onemocnéni (lehké pribéhy 27,6 %), ¢i od dimise
z hospitalizace pro covid-19 (stfedné t€zké priabéhy 61,7 %,
tézké pribéhy 20,7 %), zaznamenan abnormalni vysledek
impulzni oscilometrie v 75 % piipadd, pricemz u 50 % pii-

padi byl nalez kompatibilni s postiZenim malych dychacich
cest, coz ve 100 % korelovalo s obrazem air-trappingu na
HRCT [49]. TtalSti autofi ve vySe zminéné studii [24] udé-
vaji vyS88i vyskyt zndmek postizeni malych dychacich cest
u pacientd po mirném az stfedné t€Zkém prubéhu covid-19
ve srovndni s pacienty po t€zkém a kritickém pribéhu one-
mocnéni.

2. Terapie

Aktudlné nejsou dostupnd terapeutickd doporuceni.
U casti pacientt, kde je patrny obstrukéni defekt pri spiro-
metrickém vySetfeni, zndmky bronchidlni hyperreaktivity,
znamky eozinofilniho zdnétu, a/nebo klinické ptiznaky bu-
dici podezfeni z mozného rozvoje astmatu (ndmahovd dus-
nost, perzistujici kasel), je mozné dle klinickych zkuSenosti
vyzkouset inhala¢ni glukokortikoidy. U téch pacientl, kde
nélezy pretrvavaji po fadu mésict, je nakonec diagnostiko-
vdno bronchidlni astma. U ¢asti téchto pacientd detailnim
odbérem anamnézy zjistime, Ze piiznaky kompatibilni s ast-
matem se u nich vyskytovaly jizZ v predchorobi, ale nebyly
doposud diagnostikovany [4].

3. Shrnuti a komentéf

Z dostupnych dat se zd4, Ze u vyznamné Casti pacientl
muZe i po dobu deli nez 5 mésich pretrvdvat postiZeni ma-
Iych dychacich cest. Klasické spirometrické vysetfeni nemu-
si defekt zachytit, lepsi senzitivitu ma zfejme pulzni oscilomet-
rie, kdy nalezy kompatibilni s postizenim malych dychacich
cest té€sné koreluji s obrazem air-trappingu na HRCT plic.
Interpretaci dat vSak zté€Zuje relativné mald velikost publi-
kovanych kohort a rozdilnost metodologii.

2 Sarkoidoza

2.1 Definice

Sarkoidéza je systémové zanétlivé onemocnéni projevuji-
ci se tvorbou nekaseifikujicich epiteloidnich granulomd, bez
pritomnosti nekr6z, s riznou mérou lymfocytarniho zanétu,
postihujici zejména nitrohrudni lymfatické uzliny a plice,
ale taktéz prakticky kterykoliv jiny organ téla [50]. Pato-
geneze tohoto onemocnéni je nejasnd, ale obecné se ma za
to, Ze jde o dusledek abnormalni imunitni odpovédi gene-
ticky predisponovanych jedinct na urcité faktory zevniho
prostiedi [51], pficemZ podezielych nox je celd fada, od aler-
genl az po infekéni agens [52]. Patogenetické mechanismy
vzniku sarkoid6zy se do jisté miry prolinaji s mechanismy
rozvoje onemocnéni covid-19. Zejména jde o spolecné rysy
v ovliviiovdni systému renin-angiotenzin-aldosteron, spo-
le¢né prvky imunitni odpovédi a ovlivnéni drah bunééné
smrti [51].

2.2 Kazuistiky

Doposud bylo publikovano nékolik kazuistik popisujicich
vyskyt sarkoidnich granulomu u pacientti riznou dobu po
infekci SARS-CoV-2. Konkrétné §lo o pét Zen, u kterych by-
ly v odstupu jednoho az dvou tydnil zachyceny kozni sarko-
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idni granulomy (na pazich, holenich, laterdlnich strandch
stehen, glabeldch a submentdlné), biopsie byla provedena
u tfech z nich, s ndlezem nekaseifikujicich sarkoidnich gra-
nulomu [51].

gvycarétl’ autofi publikovali kazuistiku 311letého muze [53],
ktery prodélal covid-19 dvakrat v odstupu 6 mésict. Po-
kazdé byl prubéh asymptomaticky s vyjimkou vysevu své-

divé rizovocervené makulopapulézni vyrazky na zadech,
hornich a dolnich koncetindch. Vysev vyrazky nastal v od-
stupu nékolika tydni od PCR (polymerase chain reaction,
polymerdzovd fetézova reakce) pozitivity SARS-CoV-2.
Podruhé byl rozsah vysevu erytematdznich papul mnohem
veétsi a svédeéni horsi. Pacient byl tedy komplexné vysetfen
véetné CT hrudniku, které odhalilo mediastindlni lymfade-

Tabulka 4
Prehled publikovanych kazuistik a soubor( kazuistik pojednavajicich o pneumatokélach
jako pozdnich komplikaci covid-19

Pohlavi Vék Priibéh Farmakoterapie Latence vzniku
Publikace [m = muZz, [roky] Kuractvi covid-19* v akutni fazi pneumatokél
Z = Zena] covid-19 [dny]
McCann et al. [64] m 67 ne 0O, ATB 9
m 71 ? MV glukokortikoidy, 28
ATB
m 47 ? MV ATB 24
Jamal et al. [65] m 34 ne 0, ATB, 43
glukokortikoidy,
favipiravir,
nizkomolekularn{
heparin (LMWH)
Sugimoto m 50 ne P LMWH, 19
et al. [66] glukokortikoidy
Hamad et al. [67] m 42 ? P podpiirna terapie 35
Genzor et al. [60] m 59 ne P ATB, 33
glukokortikoidy
Chavez et al. [68] 36 m, 41 (£ 13)  kufdci IMV 23 (+11)
17 51 % 32,4 %

* P = pneumonie bez nutnosti oxygenoterapie, O, = nutnost oxygenoterapie, IMV = mechanicka ventilace; EAP = plicni embolie
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nopatii kompatibilni s diagnézou sarkoidézy. Hladina angio-
tenzin konvertujictho enzymu v séru (SACE) byla zvySend
(145 U/L, norma 20-64 U/L), ostatn{ laboratorni nélezy byly
v normé. Bronchoskopické vySetieni bylo negativni, stejné
tak o¢ni vySetfeni. Biopsie z kozni 1éze prokazala pfitom-
nost nekaseifikujicich epiteloidnich granulomd s diskrétni,

40 mg prednisolonu denné doslo k rychlému dstupu koZnich
1ézi.

Déle byla popsdna kazuistika 35letého thajského muzZe
[54], u kterého se v odstupu 10 tydnd od lehkého pribéhu
covid-19 rozvinula ndmahova dusnost, neproduktivni kasel,
malétnost, bolest v hrdle a subfebrilie. V post-covid ambu-

P

prevazné lymfocytarni zanétlivou reakci. Po zahdjeni terapie

Tabulka 4

Pfehled publikovanych kazuistik a soubor( kazuistik pojednavajicich o pneumatokélach
jako pozdnich komplikaci covid-19

lanci bylo na skiagramu hrudniku zjiSténo oboustranné zvét-

Klinicky projev

Velikost
a lokalizace
pneumatokél

Komplikace

Terapie
komplikace

Dalsi
vyvoj

dusnost, bolest na hrudi,

ccad x4 cmv levém

infekce pravé

LMWH, netispésny

po 5 mésicich

hemoptyza dolnim, 1 x lcm a posléze i levé pokus o drendz zmensSeni a po
(soucasné EAP) v pravém stfednim pneumatokély se vznikem PNO vlevo, 12 mésicich
laloku 2 béhy antibiotické vymizeni
(ATB) terapie pneumatokél
dusnost 2 pneumatokély ne konzervativni po 9 mésicich
cca4 x4 cm parcidlni
v levém stiednim regrese
plicnim poli
dusnost, bolest na hrudi cca 5 x 5 cm vpravo, tenzni PNO LMWH, po 3 mésicich
vlevo tenzni PNO vlevo + EAP drendz PNO zmensen{
pneumatokél,
vyplnény tekutinou
dusnost vicecetné, oboustranné, ne konzervativn{ po 3 tydnech
nejvetsi cca 4 x 4 cm subkompletni
s hladinkou resorpce nilezu
diskomfort na hrudi, cca 8 x4 cm ne konzervativni ?
hemoptyza v pravém dolnim
laloku
dus$nost, hemoptyza, cca 10 x 10 cm PNO vpravo drendz PNO, propustén
diskomfort na hrudi v pravém hornim chirurgické osetien{ Z nemocnice,
laloku, PNO vpravo torakoskopicky dalsi follow-up
chybi
bez potizi vicecetné oboustranné, ne konzervativn{ po 2 mésicich
s maximem v dolnich parc. regrese,
lalocich, nékteré béhem follow-up
s hladinkou, dal$i regrese
nejvetsi 32 mm nélezu
prumérné 6,3 (= 2,8 cm),  37x pneumo- 26x chirurgické S5x umrti
Castéji dolnf laloky hematokéla, feSeni na komplikace
a subpleurdlné 30x pneumotorax (76 % VATS) Covid-19,
hospitalizace
pramérné 20
(+24) dni

Klinicka mikrobiologie a infekéni I€karstvi 2022

4

125 |




PREHLEDOVY CLANEK

Seni plicnich hild. Doplnéné CT vysetfeni hrudniku objas-
nilo oboustrannou hilovou, paratrachedlni a subkarindlni
lymfadenopatii. Vysledky transbronchidlni jehlové aspirace
(TBNA) provedené pod endobronchidlni ultrazvukovou
(EBUS) navigaci svéddily o pfitomnosti vyzrdlého sarkoid-
ntho granulomu. Pomoci PCR byla vyloucena reinfekce
SARS-CoV-2. Tuberkuléza a mykotickd infekce byly vy-
louceny PCR detekci a kultivaci bronchoalveolarni lavazni
tekutiny a aspiratu uzliny. Hodnota SACE v séru byla pfi
horni hranici normy. O¢nim vySetienim byla diagnostikova-
na panuveitida, papilitida a retindlni vaskulitida na obou
ocich. Magnetickd rezonance srdce a elektrokardiografie
(EKG) nesvédcily pro postiZzeni srdce. Dva mésice po zaha-
jeni 1écby 60 mg prednisolonu denné, s detrakci na 20 mg
denné, bylo na kontrolnim CT hrudniku patrné zmensent hi-
lovych a mediastindlnich lymfatickych uzlin, coZ bylo do-
provdzeno vymizenim horecek, kasle a podstatnym zlepSe-
nim visu.

Byl publikovan téz kardiologicky soubor ¢tyf muZskych
pacientt s granulomatéznim postiZzenim srdce po probéhlém
lehkém prubéhu covid-19 [55]. U jednoho z nich — 35letého
muZe — byla magnetickou rezonanci a biopticky potvrzena
sarkoidéza myokardu s vybornou odpovédi na pulz glu-
kokortikoidli s ndslednou roéni kortikoterapii postupné se
snizujicimi davkami prednisolonu. U ostatnich tfi pacient
biopsie odhalila obrovskobunéénou myokarditidu, onemoc-
néni s podstatné horsi progndzou, pricemz vSichni tfi prezili
diky v¢asnému zahdjeni kombinované imunosuprese vcéetné
tacrolimu a zajiSténi implantabilnim kardioverterem-defi-
brildtorem (ICD), a v jednom pfipadé pfechodnému napoje-
ni na mimotélni podporu ob&éhu (extracorporeal membrane
oxygenation; ECMO).

Byly téZ zaznamendny piipady rozvoje sarkoidézy v ca-
sové souvislosti s vakcinaci proti SARS-CoV-2. U 61letého
Japonce [56] se po aplikaci prvni davky vakciny BNT162b2
béhem dni rozvinula o¢ni sarkoidéza s pravostrannym po-
stizenim vSech o¢nich segmentl, s nasledné prokazanou hi-
lovou a mediastindlni lymfadenopatii a nekaseifikujicimi
granulomy zachycenymi v histologickém vzorku z transb-
ronchidlni biopsie (TBB) a EBUS TBNA. Pacient byl 1écen
subkapsuldrni injekci glukokortikoidu s regresi oc¢nich
symptomu. Systémové glukokortikoidy nasazeny nebyly.
U jiného 44letého muze [57] odhalilo vySetieni pomoci CT
a pozitivni emisni tomografie (PET/CT) akumulaci fluoro-
deoxyglukézy (FDG) v mediastindlnich uzlinach nad i pod
branici. Nélez byl zachycen v t€sné Casové souvislosti po
aplikaci tieti davky vakciny BNT162b2. V dalSich dvou pfi-
padech (21letd Zena a 28lety muz, kavkazska rasa) [58] Slo
o rozvoj Lofgrenova syndromu s periartritidou v oblasti kot-
niku a vysevem kozni vyrazky. V piipadé muze byla patrni
i oboustrannd hilovd lymfadenopatie. U pacientky doslo ke
vzniku pfiznakii po ockovani druhou davkou vakciny
(1. davka vakcinou ChAdOxl1, 2. davka vakcinou CX-
024414), u pacienta po prvni ddvce vakciny ChAdOx1. Oba
pacienti byli uspé$né 1éCeni systémovymi glukokortikoidy.

Mezi 98 pacienty, kteif prodélali covid-19 infekci a byli
z jinych divodu hospitalizovani mezi 1. 11. 2020 a 31. 5.
2021 na Klinice plicnich nemoci a tuberkulézy Fakultni ne-
mocnice Olomouc, bylo zaznamenano Sest piipadi nové
diagnostikované sarkoidézy. Kauzalni souvislost mezi roz-

vojem sarkoiddzy a covid-19, ¢i vakcinaci proti SARS-CoV-2
vSak zustava nadale nejasna [2].

2.3 Shrnut{ a koment4f

Z doposud publikovanych kazuistik vyplyvd moZznd ¢aso-
véa souvislost rozvoje sarkoidézy s obdobim po prodélani
covid-19 ¢i po aplikaci vakciny proti SARS-CoV-2. Hypo-
téza, Ze by infekce virem SARS-CoV-2 mohla byt spousté-
¢em onemocnéni, se jevi jako pravdépodobna vzhledem
k tomu, Ze ob& onemocnéni sdili nékteré patogenetické me-
chanismy. Relevantnich dat je zatim vSak k dispozici velmi
madlo.

3 Pneumatokély

Pneumatokéla je dutinovd, vzduchem vyplnénd plicni 1é-
ze [59]. Pri¢iny vzniku mohou byt infekeni, ale téZ nein-
fekéni (inhalacni trauma termické ¢i toxické, mechanické
trauma, nasledek invazivni mechanické ventilace i neinva-
zivni ventila¢ni podpory) [60]. Vétsinou dochazi ke spon-
tanni regresi nekomplikované pneumatokély bez nutnosti
specifické terapie [59]. Nejcastéjsi komplikaci je vznik
pneumotoraxu (PNO) [96,98]. V 90 % dostupnych kazuis-
tik tykajicich se vzniku spontdnniho pneumotoraxu pfi/po
covid-19 byla na kontrolnim zobrazovacim vySetfeni nale-
zena pneumatokéla [61]. Dalsi moZznou komplikaci miZe
byt sekundarni infekce pneumatokély aZz vznik abscesu ¢i
empyému. Vzdicnéji mize dojit ke krvdceni do pneumato-
kély se vznikem pneumo-hematokély, vzicné s rozvojem
hemopneumotoraxu, kdy jde Castéji o agresivné antikoagu-
lované pacienty na ECMO [59]. V souvislosti s covid-19
pneumonii mohou pneumatokély vznikat jako komplikace
jak v akutni [62,63], tak v post-akutni fizi onemocnéni.

V zahrani¢ni [64—67] i domdci [60] literatufe byla publi-
kovédna fada kazuistik popisujicich vznik solitdrnich ¢i vi-
cecetnych pneumatokél jako pozdni komplikace covid-19
pneumonie. Vysledky dosud nejvétsi kohorty pacienti
s pozdnim vyskytem pneumo-hematokél prezentoval kolek-
tiv Chavez et al. [68], v jejichZ souboru 37 pacientd s pneu-
mo-hematokélami jednoznacné dominovali muZi (n = 36).
Ve 32,4 % §lo o pacienty po invazivni mechanické ventila-
ci, v 51 % o kufdky. Primérny odstup od prikazu infekce
SARS-CoV-2 do vzniku pneumo-hematokél byl 23 (+ 11)
dnt. Ve 30 pripadech doslo ke komplikaci rozvojem pneu-
motoraxu, pri¢emz 27 pacientti vyzadovalo posléze chirur-
gické oSetieni, v 76 % cestou videem asistované torakosko-
pie (VATS). Pét pacientii zemfelo na jiné komplikace
souvisejici s covid-19, ostatni byli propusténi primérné po
20 (x 24) dnech. Shrnuti dostupnych kazuistik viz tab. 4,
pricemz za povSimnut{ stoji fakt, Ze ve vSech ostatnich pub-
likovanych kazuistikdch $lo o pacienty muZzského pohlavi.

Z4vér

Pandemie covid-19 ztlstane zcela jist¢ po dlouhou dobu
celospolecenskym problémem. Pacienti zotaveni po infekci
mohou mit pretrvavajici potize, z kterych vétSina ustupuje
spontdnné. Naddle vSak plati, Ze pacient s pfetrvavajici re-
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spira¢ni symptomatikou po prodélani onemocnéni covid-19
m4 byt odesldn ke komplexnimu plicnimu vySetieni. Poten-
cidlné zdvazné muze byt postizeni plicntho intersticia, které
mize vést az k rozvoji plicni fibrézy. Zde pies vyzkumné
pokroky zustavd obvyklou modalitou 1é¢by kortikoterapie.
Postizeni malych dychacich cest ma nejisty klinicky vy-
znam a definovana neni ani jeho spravnd a efektivni terapie.
Meéné casté komplikace, jako je vznik sarkoid6ézy a pneu-
matokél, jsou pfedmétem zkoumani.
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