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UVODNIK

Uvodnik

Viézené a milé kolegyné, vaZeni a mili kolegové,

je mi velkym potéSenim Vis co nejsrdecnéji pozdravit nad
strankami prvniho Eisla 29. roéniku ¢asopisu Klinicka mi-
krobiologie a infekéni 1€kafstvi (KMIL). Pevné véfim, Ze
nas spole¢ny KMIL patii a nadédle bude patfit k GspéSnym
Ceskym recenzovanym Casopisiim, ve kterém jsou publiko-
vany ¢lanky s praktickym piinosem pro klinickou mikrobio-
logii a infeké&ni 1ékaistvi v Ceské republice. Jsem piesvéd-
¢en, ze KMIL svou publikacni ¢innosti vyznamné pfispiva
ke kvalitni diferencidlné-diagnostické i 1écebné-preventivni
péci. Dilezitd je i skuteCnost, Ze se daff na strankach nase-
ho KMILu plné realizovat dileZitou vlastnost soucasné me-
diciny, a to je jeji interdisciplindrni charakter. Rada sdéleni
se tyka nejen mikrobiologie ¢i infektologie, ale i jinych ob-
lasti mediciny, naptiklad intenzivni mediciny.

Rad bych podékoval vSem, ktef{ se zaslouZili o tispéSné vy-
d4véani naSeho odborného ¢asopisu a vyznamné ptispéli k na-
plnéni jednotlivych ¢isel KMILu nejen v roce 2022, ale za
celou dobu jeho existence. BohuZel, neni mozné, abych podé-
koval tplné vSem, protoZe toto podékovani patii celé redakc-
ni rad€, autorim jednotlivych sdéleni, oponentim a v nepo-
sledn{ fad€ ¢tendfiim, ktefi si jisté nas oblibeny Casopis radi
prectou. Presto mi, prosim, dovolte, abych podékoval ales-
pont mym nejbliz§im spolupracovnikiim, bez jejichZz pfi-
spéni a neocenitelné podpory by KMIL nemohl vychézet,
a to naSemu vydavateli Milanu Tomaskovi a firmé TRIOS,
spol. s r. 0., zastupctim $éfredaktora a garantim jednotlivych
Cisel, doc. MVDr. Janu Bardonovi, Ph.D., doc. MUDr. Sta-
nislavu PliSkovi, Ph.D. a doc. MUDr. Ludkovi RoZnovské-
mu, CSc. Velké podékovani patii i technické redaktorce
Mgr. Sabiné Janovicové, DiS. Rad bych zdiraznil, ze KMIL
je zarazen v databazich Medline/Index Medicus, Embase/
Excerpta Medica Database a v neposledni fadé i Scopus,

a je tedy vhodnym odbornym casopisem pro publikovani
nejen praktickych ¢lanku ¢i kazuistik, ale i sdéleni vychdze-
jicich z védecko-vyzkumné ¢innosti, napiiklad v rdmci dok-
torskych studijnich programi ¢i grantovych projekta.

Mili pratelé, prvni ¢islo nového ro¢niku KMILu pfindsi
plvodni praci zaméfenou na problematiku vyvoje antimi-
krobidlni rezistence v pocovidové dobé. Dalsi dvé sdéleni
shrnuji informace o faktorech virulence vyznamného bakte-
ridlniho species, a to Pseudomonas aeruginosa, a mikrobio-
logickych metodach identifikace pivodcu infekci krevniho
reCisté se zaméfenim na molekuldrné genetické metody,
véetné PCR v kombinaci s magnetickou rezonanci. Soucasti
tohoto &isla je i velmi zajimava kazuistika botulinismu v Ces-
ké republice. Skladba tohoto &isla znovu potvrzuje ndvaz-
nost naSeho KMILu na lékai'skou praxi a v&fim, Ze V4s prv-
ni ¢islo letosniho ro¢niku zaujme.

Vazené kolegyné, vaZeni kolegové, zavérem bych Vas rad
pozadal o laskavou podporu a zachovani piizné nasemu spo-
le¢nému Casopisu. Soucasné prosim o zasilani ptvodnich ¢i
prehledovych praci a kazuistik, které ndm pomohou v nasi
kazdodenni lékai'ské praxi. Doufam, Ze spole¢nymi silami
se ndm bude dafit i nadale drzet velmi dobrou odbornou
uroveni naSeho KMILu a jeho piislusnost k uzndvanym ces-
kym odbornym periodiktim. Za veSkerou podporu a spolu-
praci predem moc dékuji.

Se srde¢nym pozdravem

prof. MUDr. Milan Kolaf, Ph.D.
Séfredaktor
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Rezistence bakterialnich agens izolovanych
z dolnich cest dychacich pacienttl v intenzivni péci
a jejich klonalita v pocovidovém obdobi

V. PUDOVA?, K. HRICOVA?, K. FISEROVA2, M. HTOUTOU SEDLAKOVA?,
L. DOUBRAVSKAS, M. KOLAR?

1Ustav mikrobiologie, Lékarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci;
2Ustav mikrobiologie, FN Olomouc; ¢Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny, FN Olomouc

SOUHRN

Pudova V., Hricova K., Fiserova K., Htoutou Sedlakova M., Doubravska L., Kolai M.: Rezistence bakteridlnich agens izolovanych
z dolnich cest dychacich pacienti v intenzivni pé¢i a jejich klonalita v pocovidovém obdobi

Cil prace: Obdobi pandemie covid-19 vyrazné ovlivnilo zdravotnicky systém, véetné dopadu na dodrzovani principt racionalni anti-
biotické politiky, zejména v souvislosti s nozokomialnimi pneumoniemi, kdy bylo velmi obtizné odlisit pfipadnou bakterialni super-
infekci od zavazné zanétlivé reakce vyvolané virem SARS-CoV-2. Cilem piedloZené studie byla analyza antimikrobidalni rezistence bak-
terialnich agens izolovanych z dolnich cest dychacich a jejich klonality u pacienti v intenzivni péci v roce 2022 a porovnani s pred-
chozim covidovym obdobim.

Materiél a metody: Do studie byly zahrnuty bakteridlni kmeny izolované z dolnich cest dychacich (DCD) pacientt hospitalizovanych
na Klinice anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny Fakultni nemocnice Olomouc (KARIM) v obdobi tii let (1. 1. 2020 az
31. 12. 2022). Citlivost k antibiotikiim byla stanovena standardni dilu¢ni mikrometodou podle kritérii EUCAST, u vybranych izolatt
bylo provedeno porovnani pomoci pulzni gelové elektroforézy (PFGE).

Vysledky: Rezistence nejcastéjsich bakterialnich agens izolovanych z DCD pacientii hospitalizovanych na KARIM se béhem covido-
vého (2020-2021) a pocovidového (2022) obdobi vyrazné nezmeénila, s vyjimkou Serratia marcescens a Enterococcus faecium. Tato dvé
species vykazala nartst poc¢tu kment béhem pandemie covid-19 a rovnéz vyznamny vzestup podilu rezistentnich kmenu. V piipadé
Serratia marcescens doslo k naslednému poklesu poctu izolati i jejich rezistence v roce 2022. V ptipadé Enterococcus faecium celko-
vy pocet izolatt rovnéz vyznamneé klesl, ale ¢etnost vankomycin-rezistentnich izolatti (VRE) se nadale zvy3ovala. V obdobi pandemie
covid-19 lze zvySeny zachyt VRE spojit s klondlnim §ifenim, v roce 2022 se vSak vyrazna klonalita jiz nepotvrdila. Porovnani podob-
nosti pomoci PFGE u dalich bakterialnich druhti rovnéz neodhalilo vyznamnéjsi horizontalni pfenos mezi pacienty v pocovidovém
obdobi, nebot vétsina izolati (85 %) vykazovala jedine¢ny restrikéni profil.

Zavér: Vysledky naznacuji, Ze frekvence i antimikrobidlni rezistence vétsiny nejcastéjsich bakterialnich agens z dolnich cest dychacich
pacientti hospitalizovanych na KARIM v pocovidovém obdobi ziistava srovnatelna s dobou pied propuknutim pandemie covid-19 i bé-
hem ni. Vyjimkou je druh Enterococcus faecium, u néhoz doslo k nartstu rezistence k vankomycinu v covidovém i pocovidovém ob-

dobi.

Klicova slova: balkterie, antimikrobidlni rezistence, pandemie covid-19, klonalita

SUMMARY

Pudova V., Hricova K., Fiserova K., Htoutou Sedlakova M., Doubravska L., Kolai M.: Resistance of bacterial pathogens isolated from
the lower respiratory tract and their clonality in intensive care patients in a post-COVID-19 period

Objectives: The period of the COVID-19 pandemic had a significant impact on the healthcare system, including its effect on compli-
ance with the established procedures of a rational antibiotic policy, especially in the context of nosocomial pneumonia, where it was
very difficult to distinguish a possible bacterial superinfection from a severe inflammatory reaction caused by the SARS-CoV-2 virus.
The aim of the present study was to analyze the antimicrobial resistance of bacterial pathogens isolated from the lower respiratory
tract and their clonality in intensive care patients in 2022 and to compare it with the previous COVID-19 period.

Material and Methods: Bacterial strains isolated from the lower respiratory tract (LRT) of patients hospitalized at the Department of
Anaesthesiology, Resuscitation and Intensive Care, Olomouc University Hospital (DARIC) over a three-year period (January 1, 2020 —
December 31, 2022) were included in the study. The susceptibility to antibiotics was determined by the standard microdilution me-
thod according to the EUCAST criteria, and selected isolates were compared using pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

Results: The resistance of the most common bacterial pathogens isolated from the LRT of patients hospitalized at DARIC did not
change significantly during the COVID-19 (2020-2021) and post-COVID-19 (2022) periods, with the exception of Serratia marcescens
and Enterococcus faecium species. These two showed an increase in the number of strains during the COVID-19 pandemic, as well as
a significant increase in the proportion of resistant strains. In the case of Serratia marcescens, there was a subsequent decrease in the
number of isolates and their resistance in 2022. For Enterococcus faecium, the total number of isolates also decreased significantly,
but the frequency of vancomycin-resistant isolates (VRE) continued to increase. During the COVID-19 pandemic, increased VRE de-
tection can be linked to proven clonal spread, but significant clonality was no longer confirmed in 2022. Comparison of similarity by
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PFGE in other bacterial species also did not reveal significant horizontal transmission between patients in the post-COVID-19 period,

as most isolates (85%) showed a unique restriction profile.

Conclusions: The results indicate that the frequency and antimicrobial resistance of the majority of the most common bacterial pat-
hogens from the LRT of patients hospitalized at DARIC in the post-pandemic period remain comparable to the time before and du-
ring the COVID-19 pandemic outbreak. An exception is Enterococcus faecium, which showed an increase in vancomycin resistance in

both the COVID-19 and the post- COVID-19 periods.

Keywords: bacteria, antimicrobial resistance, COVID-19 pandemic, clonality

Klin mikrobiol inf 16k 2023;29(1):4-10

Adresa: Mgr. Kristyna Hricova, Ustav mikrobiologie, Lékaiska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci, Hnévotinska 3,

775 15 Olomouc, e-mail: kristyna.hricova@upol.cz

Doslo do redakce: 26. 5. 2023
Schvéleno k tisku: 9. 6. 2023

Uvod

Nozokomidlni pneumonie (HAP) je v soucasné dobé jed-
nou z nejcastéjsich a nejdilezitéjsich komplikaci zdravotniho
stavu hospitalizovanych pacientl, predevsim na jednotkdch
intenzivni péce (JIP). V etiopatogenezi HAP se uplatiiuje $i-
roké spektrum potencidlnich bakteridlnich patogend, prede-
v§im enterobakterie (nejCastéji Klebsiella pneumoniae), Pseu-
domonas aeruginosa a Staphylococcus aureus [1-3]. Velmi
zdvazny problém pro inicidlni antibiotickou 1écbu HAP
predstavuje antimikrobidlni rezistence (AMR), kterd podmi-
fuje neadekvatni antibiotickou 1éébu s naslednym vzestu-
pem morbidity i mortality. Konkrétni dopad rezistence bak-
teridlniho ptivodce HAP na aplikovanou antibiotickou 1é¢bu
uvadi ve své praci Luna et al. [4]. Z vysledki této studie vy-
plyvéa 38% mortalita v pfipadé pacienti adekvatné 1écenych,
zatimco v pifpadé neadekvatni 1écby (bakteridlni plvodce
byl rezistentni) dosdhla mortalita hodnoty 91 %. Herkel et al.
rovnéZ uvadeji statisticky vyznamny rozdil mezi adekvatni
a neadekvatn{ antibiotickou 1écbou HAP ve vztahu k morta-
lit¢. U pacientti s adekvatni 1écbou byla mortalita 27 %, za-
timco v pripadé neadekvitni terapie, kdy bakteridlni ptvodci

byli rezistentni k inicidlni antibiotické 1é¢bé, dosdhla hod-
noty 45 % [5]. Riziko mortality rovnéz zvySuje opozdéné
zahdjeni spravné antibiotické 1éCby, véetné adekvitniho
davkovani [6].

V obdobi pandemie covid-19 vyznam HAP jesté vzrostl.
Béhem tohoto obdobi byl hospitalizovan na JIP velky pocet
pacientil s tézZkym aZ kritickym stupném respiracni insufi-
cience zpusobené virem SARS-CoV-2. Bylo prokazano, Ze
stejné jako u jinych virovych pneumonii (napf. chiipky)
i v pripadé covid-19 nasedajici bakteridlni plicni superin-
fekce vyznamné zhorSuje klinicky priibéh a vysledek 1é¢by,
prodluzuje dobu hospitalizace a zvySuje mortalitu pacientt
[7-9]. Nicméné odlisit pfipadnou bakteridlni superinfekci
od zdvazné zanétlivé reakce vyvolané SARS-CoV-2 je kli-
nicky i laboratorné velmi obtizné. Z divodi ztizené dife-
rencidlni diagnostiky a vyS$si mortality u bakteridlnich su-
perinfekci byla v dobé nejtézsich vin pandemického obdobi
aplikovdna extenzivni antibioticka terapie. Zcela opravnéné
je tedy studovdna otazka souvisejicitho vyvoje AMR v di-
sledku nadmérného pouZzivani antibiotik, zvySené expozice
velkého mnoZstvi pacienti nemocni¢nimu prostiedi (Casto

Tabulka 1
Pocty hospitalizovanych pacient(l a osobodny na jednotlivych oddélenich KARIM ve sledovanych letech

2020 2021 2022 2020 2021 2022
Pocet hospitalizovanych pacientl Osobodny
Oddéleni ¢. 15 614 632 550 4 660,30 6 200,00 3 460,00
NIP/DIOP 44 10 61 2 407,30 220,00 1795,20
Celkem 658 642 611 7 067,60 6 420,00 5125520

Legenda: NIP/DIOP — oddéleni Nésledné intenzivni péée a Dlouhodobé intenzivni oSetiovatelské péce; Osobodny — pocet pacientti

za rok nasobeny pramérnou délkou hospitalizace

Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€karstvi 2023 1




PUVODNI PRACE

prostorové a reZimove reorganizované-
mu) a pouZzivani invazivnich i neinva-
zivnich postupt v intenzivn{ pééi (umé-
14 plicni ventilace, pronace apod.).

Cilem predlozené studie byla analyza
AMR u bakterif izolovanych z dolnich
cest dychacich (DCD) a jejich klona-
lity v roce 2022 u pacientl hospitali-
zovanych na Klinice anesteziologie,
resuscitace a intenzivni mediciny Fa-
kultni nemocnice Olomouc (KARIM)
a porovnani s covidovym obdobim
(2020-2021).

2021 2022
CPM

67 55
27 20
15 4
69 4
21 21
AMI

2 6
0 0
0 0
8 8
2 4
TIG

6 6
4 8
9 4
N N
N N

2020
62
22
41

0
19
2
13
3
6
9
10
4
8
N
N

2022
59
20
38

8
19
49
15
8
8
N
54
50
13
8
N

Materidl a metody

Soubor bakteridlnich kmenti

Do studie byly zahrnuty bakteridlni
kmeny izolované z DCD pacientti hos-
pitalizovanych na KARIM v obdobif tf{
let (1. 1. 2020 az 31. 12. 2022). Pocty
hospitalizovanych pacientd na KARIM
(laZzkové oddéleni ¢. 15 a oddéleni
Nasledné intenzivni péce a Dlouho-
dobé intenzivni oSetfovatelské péce
(NIP/DIOP)), resp. osobodny jsou uve-
deny v tabulce 1. Jednalo se o kmeny,
které byly vykultivovany v signifikant-
ni kvantit¢ pro diagnézu pneumonie
(sputum = 10° CFU/ml, endotrachealni
aspirdt (endosekret) > 10° CFU/ml,
bronchoalveoldrni lavdZni tekutina
(BAL) = 10* CFU/ml). Duplicitné izo-
lované kmeny byly ze souboru vyfazeny.
Vzhledem ke skute¢nosti, Ze vSechna
mikrobiologickd vySetfeni byla reali-
zovadna vyhradné v rdmci standardni
diagnosticko-1écebné péce, nebyl nut-
ny souhlas Etické komise Fakultni ne-
mocnice Olomouc.

2021
CTZ
69
31
45
70
17
GEN
63
4
9
72
N
COoT
79
27
18
69
N

2020
62
30
56

0
11
57
17
21
0
N
62
39
26
0
N

59
25
N
N
N
61
30
38
8
27
6
0
5
N
2

¢et izolovanych kmen0 v jednotlivych letech
2022

y po

Tabulka 2
2021
CRX

70
35
N
N
N
PPT
69
31
45
70
25
COL
10
0
3
N
3

druhu celkov
2020
63
35
N
N
N
64
39
56
0
21
2
0
11
N
1

avorce za nazvem
2022
63
58
N
N
N
0
0
0
0
4
55
23
8
4
27

2021
AMS
76
58
N
N
N
MER
0
0
0
0
21
CIp
68
19
18
66
25

Rezistence nejcastéjSich gramnegativnich bakterialnich agens z DCD pacientd hospitalizovanych na KARIM

Identifikace bakteridlnich agens

K identifikaci izolovanych bakterif
byly pouZity standardni mikrobiologic-
ké postupy s pomoci systému MALDI-
TOF MS (Biotyper Microflex, Bruker
Daltonics). VSechny bakteridlni izola-
ty vykultivované v signifikantni kvan-
tit€ byly uchovany v kryozkumavkach
v hlubokomrazicim boxu pifi —80 °C
(Kryobanka B, ITEST, Hradec Kralo-
vé, CR).

(v procentech). V z
2020
5
57
N
N
N
1
0
0
0
29
1
30
31
0
3

Stanoveni citlivosti/rezistence k an-
tibiotikiim

Citlivost k antibiotikim byla stano-
vena standardni dilu¢ni mikrometodou
podle kritérii EUCAST [10]. Referen-
¢ni bakteridlni kmeny Escherichia coli

Legenda: AMS — ampicilin/sulbaktam, CRX — cefuroxim, CTZ — ceftazidim, CPM — cefepim, MER — meropenem, PPT — piperacilin/tazobaktam, GEN — gentamicin, AMI — amikacin,

CIP - ciprofloxacin, COL — kolistin, COT — kotrimoxazol, TIG - tigecyklin, N — nehodnoceno

Pseudomonas aeruginosa (70;63;85)
Pseudomonas aeruginosa (70;63;85)
Pseudomonas aeruginosa (70;63;85)

Klebsiella pneumoniae (122;131;71)

Klebsiella pneumoniae (122;131;71)
Escherichia coli (23;26;40)

Klebsiella pneumoniae (122;131;71)
Escherichia coli (23;26;40)

Escherichia coli (23;26;40)
Enterobacter cloacae (39;33;24)
Serratia marcescens (18;74;26)
Enterobacter cloacae (39;33;24)
Serratia marcescens (18;74;26)
Enterobacter cloacae (39;33;24)
Serratia marcescens (18;74;26)

Bakteridlni species
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ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 a Enterococcus faeca-
Iis ATCC 29212 byly pouZity k protokolované kontrole kva-
lity. Produkce Sirokospektrych beta-laktamdz (ESBL,
AmpC, KPC, MBL, OXA) byla detekovdna fenotypovymi
testy a konfirmovdana PCR prukazem pfislusnych gend
[11-14]. U kment Staphylococcus aureus byla potvrzena re-
zistence k methicilinu pomoci selektivné diagnostické chro-
mogenni pudy (Colorex/TM/MRSA, TRIOS, s.r. 0., CR)
a pomoci imunochromatografického testu na prikaz PBP2a
(PBP2a SA Culture Colony Test, Alere™). V piipadé van-
komycin-rezistentnich enterokokd byla rezistence konfirmo-
vana prikazem pfisluSnych gent vanA a vanB [15].

Genetick4 analyza bakteridlnich patogenti

Porovnani podobnosti bakteridlnich izolatd pomoci pulz-
ni gelové elektroforézy bylo provedeno u druhti Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Serra-
tia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus fae-
cium, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. K izo-
laci DNA byly pouZity dfive popsané postupy [16,17]. Ke
Stépeni byly vyuzity enzymy Xbal, Smal a Spel. Separace
ziskanych fragmenti DNA probihala v 1,2% agarézovém
gelu pfi napéti 6 V - cm! a pulznich casech 2-35 s po dobu
24 hodin (vétsina druht), respektive 5-60 s 23 hodin (Pseu-
domonas aeruginosa). Po obarveni ethidium bromidem
byly gely porovnidny pomoci pocitatového programu
GelCompar II s vyuzitim Diceho koeficientu (1,0 %) a me-
tody UPGMA (unweighted pair group method with ari-
thmetic means). Restrikéni profily vykazujici shodu vétsi
nez 95 % byly povazovany za identické.

Vysledky

Antimikrobidlni rezistence bakteridlnich agens z DCD

Souhrn antimikrobidlni rezistence bakterii izolovanych
z DCD pacientt hospitalizovanych na KARIM ukazuji ta-
bulky 2 a 3. Z vysledku vyplyva, Ze rezistence nejcastéjsich
bakteridlnich agens béhem covidového a pocovidového obdo-
bi nevykazovala vyznamné rozdily, s vyjimkou druhi Serratia
marcescens a Enterococcus faecium. Tato dvé species vy-
kédzala vyrazny nartst poc¢tu kmeni v roce 2021 a rovnéz
vyznamny ndrGst podilu rezistentnich kment pfi nezvySuji-
cim se poctu hospitalizovanych pacientd, resp. osobodnti na
KARIM v jednotlivych letech (viz tabulka I). V ptipadé
Serratia marcescens se zvysil po¢et kmend z 18 na 74 a po-
té klesl na 26; rezistence k mnoha antibiotikim (pipera-
cilin/tazobaktamu, ceftazidimu, cefepimu, gentamicinu, ci-
profloxacinu, kotrimoxazolu) vzrostla z 0 % v roce 2020 na
66-72 % v roce 2021 a poté poklesla na 4-8 %. V pripadé
Enterococcus faecium vzrostl pocet kment z 39 na 68 a po-
té klesl na 27; pocet vankomycin-rezistentnich kmenti Ente-
rococcus faecium se v roce 2021 zvysil z 8 % (v roce 2020)
na 25 %, nicméné v roce 2022 doslo k dal§imu néristu na
27 %.

Genetick4 analyza
Gen pro betalaktamdzu ze skupiny CTX-M-1 byl deteko-
van u 10 ESBL-pozitivnich izolatti Klebsiella pneumoniae

Tabulka 3

Rezistence nejcastéjSich grampozitivnich bakterialnich agens z DCD pacient(l hospitalizovanych na KARIM

cet izolovanych kmenu v jednotlivych letech)

y po

druhu celkov

, V Zavorce za nazvem

(v procentech

Bakteridlni species

Staphylococcus aureus (41;36;62)

Staphylococcus aureus (41;36;62)

Staphylococcus aureus (41;36;62)

Enterococcus faecium (39;68;27)
Enterococcus faecalis (20;18;20)

N ) =
Q
|
N 0 =
=) d N %ZQO
Q
Q

=
8 5 z S o
Q
g [sg] o
=) I S n @
Q
v—1>-1 ]
N © 7l <
S [ [~ S a e
SHEE =
S e
a 5 © oo
Q
I\
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Q
— | ~
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Q| O >
S
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Q
N
q o o) o~ o
Q
—
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SRS Q H
Q
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Legenda: OXA — oxacilin, ERY — erytromycin, CLI — klindamycin, TET - tetracyklin, VAN — vankomycin, TEI — teikoplanin, AMP — ampicilin
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a jednoho ESBL-pozitivniho kmene Escherichia coli. PCR
také potvrdila pfitomnost genu blagyy u vSech 10 testova-
nych klebsiel (zdkladn{ varianta SHV-1 je soucasti chromo-
zomu) a vyskyt genu blargy v 8 pfipadech. PCR zaméfend
na detekci AmpC betalaktamdz u AmpC-pozitivnich izola-
ta Enterobacter cloacae odhalila pouze typ, ktery je u toho-
to druhu kédovany chromozomalné. Gen pro jiny typ AmpC
betalaktamdzy prenositelny pomoci plazmidu prokdzan ne-
byl. Rezistence tak v tomto pripadé byla spojena s chromozo-
malni mutaci. Rezistence k vankomycinu byla u testovanych
vankomycin-rezistentnich izolati Enterococcus faecium po-
tvrzena piitomnosti genu vanA, v jednom piipadé byl dete-
kovan gen vanB.

Porovndni podobnosti pomoci PFGE bylo provedeno u kme-
nu 8 bakteridlnich druht izolovanych od pacientt hospitalizo-
vanych na KARIM v roce 2022. Dvojice izolati se shodnym
restrikénim profilem byly nalezeny u Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Serratia marcescens a Enterococcus
faecium. Mezi izolaty Pseudomonas aeruginosa se vyskytla
jedna trojice shodnych izolatd a 2 izolaty s vysokym koefi-
cientem podobnosti (> 97 %). VétSina izoldtl (72 z 85 tes-
tovanych; 85 %) vykazovala jedinecny restrikéni profil. Vy-

Obrazek 1
Dendrogram izolatl Klebsiella pneumoniae
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horizontdln{ osa — podobnost bakteridlnich izolatd (%)
vertikdlni osa — oznaceni izolatli, datum odbéru

sledky srovnani izolatti vybranych druhti ptehledné zobrazu-
ji dendrogramy na obrdzcich 1-3.

Diskuze

Porovnani bakteridlnich agens izolovanych z DCD v roce
2022 od pacientd hospitalizovanych na KARIM s izolaty
ziskanymi v covidovém obdobi (2020-2021) neodhalilo za-
sadni zmény v jejich zastoupeni ani v AMR. PredloZené vy-
sledky navazuji na studii FiSerové et al. srovnavajici pfedcovi-
dové a covidové obdobi, kterd rovnéZ neprokdzala vyznamné
zmény ve spektru bakteridlnich patogent izolovanych z DCD
a ani zvyseni rezistence k antimikrobidlnim l4tkdm [18].
Dvéma vyjimkami, u kterych v pfedloZené studii doSlo ke
zfejmym zméndm, jsou druhy Serratia marcescens a Ente-
rococcus faecium, u nichZ béhem covidového obdobi v roce
2021 stoupl pocet zachycenych izolati i AMR (pfi mirné
klesajicim poctu pacientl v jednotlivych letech, resp. oso-
bodnd). Tento narust je s nejvétsi pravdépodobnosti du-
sledkem klondlniho Sifeni bakterii mezi pacienty, ktery byl
v covidovém obdobi na KARIM prokdzan jak u gramnega-
tivnich bakterii, tak u vankomycin-rezistentnich kment
Enterococcus faecium [19,20]. V roce 2022 doslo k poklesu
poctu kmenl Serratia marcescens i jejich rezistence k anti-
biotikiim. Zajimavy je nartst rezistence k vankomycinu u dru-
hu Enterococcus faecium v roce 2022 pti sou¢asném sniZe-
ni poCtu kment tohoto species i poctu pacientii v tomto
roce. PFGE téchto izolatl odhalila pouze dvojici identickych
izolatd, a lze tak predpokladat, Ze rostouci rezistence k van-
komycinu je spojena spise s pfenosem mobilnich elementt
nesoucich geny vanA, respektive vanB, spojenym se selek-
¢nim tlakem antibiotik. Také u ostatnich bakteridlnich druhi
nebylo v roce 2022 zaznamendno zadné vyraznéjsi klondlni
Sifeni a vétSina (85 %) testovanych izoldti méla jedinecny
restrikéni profil, podobné jako ve studiich provedenych na
tomto oddé€leni pred vypuknutim pandemie covid-19 [21-23].

Udaje z literatury tykajici se vyvoje bakteridlni rezistence
v souvislosti s pandemii covid-19 nejsou zcela jednoznacné.
Byly publikovany prace, které ukazuji zvySeni rezistence
bakteridlnich izolatt v pribéhu pandemie covid-19 [24], ale
i opacné studie, které poukazuji na pokles AMR [25]. Pri-
¢emz data mohou byt odlisnd dokonce i v rdmci jedné stu-
die. To lze vidét naptiklad v praci Bentivegna et al., ktef{
celkové zaznamenali niZ8i pocet infekei vyvolanych multi-
rezistentnimi (MDR) bakteriemi v obdobi pandemie. Ale
pfi srovnani rtiznych oddéleni odhalili signifikantné vyssi
incidenci MDR bakteridlnich patogenti u pacientd s covid-
19, véetné narlstu infekci spojenych s ESBL-pozitivnimi
kmeny Klebsiella pneumoniae [25]. Rozdilné vysledky v in-
cidenci MDR bakterii, které byly pfi¢inou nozokomidlnich
infekci na JIP i standardnich oddélenich, prokazali také Polly
et al. Tito autofi popsali zvySeny zachyt karbapenem-rezi-
stentnich kmend Acinetobacter baumannii a methicilin-re-
zistentnich izolatd Staphylococcus aureus (MRSA) béhem
pandemie covid-19 na béZznych oddé€lenich i JIP a soucasné
snizeni poctu kmenu karbapenem-rezistentnich enterobak-
terii a pseudomondd na JIP. PFGE provedend u MRSA izo-
latt ukazala vice klont, a horizontdlni pfenos tak v tomto
ptipadé pravdépodobné nebyl pricinou vétsiho poctu MRSA

K:
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izolatd [26]. Gasperini et al., ktefi porovnavali vyskyt a re-
zistenci bakterii u pacient v pribéhu prvni covidové viny
a po ni, zaznamenali signifikantni nartist poctu infekci krev-
niho fecisté vyvolanych MDR kmeny Escherichia coli a Sta-
phylococcus sp. v pocovidovém obdobi, zatimco u moco-
vych infekei ke zméné nedoslo. Statisticky vyznamné rozdily
mezi obdobimi vSak nebyly u dalSich MDR bakterif, vCetné
ESBL-pozitivnich enterobakterii [27].

Nizkd mira klondlniho Sifeni v pocovidovém obdobi na
KARIM opét podtrhuje vyznam a nutnost hygienicko-epi-
demiologickych rezimt, jejichz disledné dodrzovéni bylo
v dobé vrcholici pandemie covid-19 velmi obtizné. Pri¢ina-
mi byly zejména nemoZnost izolovat jednotlivé pacienty
z divodu jejich vysokého poctu a omezené prostorové ka-
pacity zdravotnickych zatizeni, nedostatek persondlu, poca-
te¢ni nedostatek ochrannych pomiicek i vyuZiti technologie
HFNOT (High-Flow Nasal Oxygen Therapy), které s velkou
pravdépodobnosti prispély k zaznamenanému horizontalni-
mu prenosu bakterii mezi pacienty prostfednictvim kontami-
novaného aerosolu [19,20]. Pozitivni dopad preventivnich
programti branicich pfenosu bakteridlnich kment mezi hos-
pitalizovanymi pacienty doklada také prace Elliotta et al.,
kteff prokdzali sniZenf poctu infekei vyvolanych MDR bak-
teriemi v pribéhu covidové pandemie, ve srovnani s predcho-
zim obdobim, diky zavedenym restrikénim opatifenim a opé-
tovny narust t€chto infekci po jejich uvolnéni [28].

Obrazek 2
Dendrogram izolatli Pseudomonas aeruginosa
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Obrazek 3
Dendrogram izolat(i Escherichia coli
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Celkové zhodnoceni dopadu pandemie covid-19 na AMR
je velmi komplikované. Vysledky jednotlivych studii jsou od-
li$né a souvisi s tim, Ze situace v riznych oblastech i jedno-
tlivych zdravotnickych zafizenich, respektive jednotlivych
oddélenich, byla velmi proménliva. Je zfejmé, Ze mnoZstvi
dat hodnoticich pocovidové obdobi je prozatim malo. Také
tato studie ma svoje limitace, a to maly pocet izolati, ome-
zeni pouze na jedno zdravotnické zafizen{ a retrospektivni
charakter. Na druhou stranu v§ak monitoring AMR na hod-
noceném pracovisti probihd dlouhodobé s vyuZzitim shodné
metodiky jak v odbéru klinického materidlu, tak ndsledném
vysetieni vzorku, takZe ddaje ziskané ve zminovanych ¢aso-
vych obdobich Ize srovnat.

Zavér

Vysledky naznacuji, Ze frekvence i rezistence nejcastéj-
Sich bakteridlnich agens izolovanych z DCD pacientt hos-
pitalizovanych na KARIM v pocovidovém obdobi zistavaji
srovnatelné s dobou pfed propuknutim pandemie covid-19
i béhem ni. Vyjimkou je druh Enterococcus faecium, u né-
hoz doslo k nartstu rezistence k vankomycinu v covidovém
i pocovidovém obdobi. V covidovém obdobi lze zvySeni re-
zistence s nejvetsi pravdépodobnosti pricist klondlnimu §i-
feni, to se ale neprokdzalo po odeznéni pandemie covid-19.
Lze predpoklddat, Ze vySS8i pocet vankomycin-rezistentnich
izoldt v pocovidovém obdobi poukazuje na prenos genti re-
zistence prostiednictvim mobilnich genetickych elementa,
coz muze souviset také se selekénim tlakem antibiotik. Zi-
skand data zdarazniuji vyznam dikladného mikrobiologic-
kého vysetieni, sledovani vyvoje AMR, nutnost dodrzovani
zédsad antibiotického stewardshipu, zapojeni molekuldrné-
biologickych metod pro pripadné odhaleni klondlniho Site-
ni a v neposledni fadé také dilezitost striktniho dodrzovani
hygienicko-epidemiologickych rezimi.
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Faktory virulence Pseudomonas aeruginosa
jako terapeuticky cil u multirezistentnich kmenti

K. NOVAKOVA, M. KOLAR

Ustav mikrobiologie, LF UP a FN Olomouc

SOUHRN

Novakova K., Kolai M.: Faktory virulence Pseudomonas aeruginosa jako terapeuticky cil u multirezistentnich kmeni

Bakterie druhu Pseudomonas aeruginosa (PSAE) jsou znamy svou schopnosti tvorit biofilm a dalsi produkci faktort virulence asocio-
vanych s rezistentnim fenotypem. Multirezistentni (MDR) PSAE jsou vyznamnym problémem ve zdravotnictvi, na ktery se soustie-
duje ¢im dal vice studii zabyvajicich se terapii infekci vyvolanymi témito kmeny. V fadé recentnich studii se v§ak pozornost zaméiuje
spiSe na pfitomnost faktorii virulence nez mechanismii rezistence k uzivanym antibiotikiim, nebot pravé studium faktort virulence
umoziuje roz§ifit moznosti efektivni a ucelné terapie. V tomto piehledovém ¢lanku jsou popsany faktory virulence (FV), vylu¢ované
jednim z péti pouzivanych sekre¢nich systémitt PSAE, u nichz byl pozorovan potencial stat se cilem tzv. antivirulentni terapie infekci
vyvolanych MDR PSAE. Jedna se zejména o alkalickou proteazu (AprA), elastazu B (LasB), exotoxiny A, S a Y (ex0-A/S/Y) a pyocya-
nin. Recentni studie se také kromé konkrétnich faktort virulence zamétuji na slozky sekre¢nich systémti PSAE, které transportuji to-
xiny a lytické enzymy z bakterialni busiky. Inhibici specifickych molekul pro sekre¢ni systémy typu 2 a 3 (T2SS a T3SS) miize dojit
k zabrané sekrece FV do extracelularniho prostoru a hostitelskych bunék, coz by mélo vyznamny dopad na sniZeni virulence PSAE.

Klicova slova: Pseudomonas aeruginosa, multirezistence, falktory virulence, antivirulentni terapie

SUMMARY

Novakova K., Kolai M.: Pseudomonas aeruginosa virulence factors as a therapeutic target in multidrugresistant strains
Pseudomonas aeruginosa (PSAE) is known for its ability to form biofilm and produce other virulence factors associated with a resi-
stant phenotype. Multidrug-resistant (MDR) PSAE strains represent a serious problem in healthcare and are the focus of an increasing
number of studies dealing with the therapy of infections caused by these bacteria. Nowadays, a number of studies focus on the pre-
sence of virulence factors rather than on the mechanisms of resistance to the antibiotics used, as it is the study of virulence factors that
makes it possible to expand the possibilities of effective and efficient therapy. This review describes the virulence factors produced by
the one of the five PSAE secretion systems that have the potential to become targets for so-called antivirulence therapy, have been desc-
ribed. These are mainly alkaline protease, elastase B, exotoxins A, S and Y and pyocyanin. In addition to specific virulence factors, re-
cent studies have focused on the components of the PSAE secretion systems that mediate the transport of toxins and lytic enzymes out
of the bacterial cell. Inhibition of specific molecules for type 2 and 3 secretion systems may prevent secretion of virulence factors into
the extracellular space and host cells, which would have a significant impact on reducing PSAE virulence.
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Uvod

Multirezistentni kmeny Pseudomonas aeruginosa (PSAE)
byly v roce 2017 dle WHO zafazeny mezi bakterie s urgentn{
potfebou pro vyvoj novych antibiotik [1]. Obecné se bakte-
rie tohoto druhu vyznacuji vysokou odolnosti vici zevnimu
prostiedi, véetné dezinfekce, a byvaji proto ¢astym pivod-
cem nozokomidlnich infekei. Pii 1é€bé nozokomidlnich in-
fekei je proto potieba terapie rezervnimi antibiotiky, coz pfi-

spiva k nartstu vyskytu multirezistentnich (MDR) bakterii.
U gramnegativnich nefermentujicich bakterii druhu PSAE
byla zaznamendna fada primarnich i sekunddrnich mecha-
nismu rezistence, predstavujicich hrozbu pro soucasné tera-
peutické postupy. Rozsitené mechanismy rezistence u PSAE
jsou dany vysokou variabilitou genomu. Pravé plasticita ge-
nomu vede k rychlé evoluci pseudomonad, kvili které je
studium novych antimikrobidlnich l4tek neustdle ohroZeno
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dal$imi indukovanymi mechanismy rezistence [2]. Proto se
v posledni dobé studie zaméfuji také na moZnosti tzv. anti-
virulentni terapie. Jednd se o strategii cilici na konkrétn{
faktory virulence (FV) PSAE, jako jsou proteolytické enzy-
my nebo faktory asociované se schopnosti tvofit biofilm.

Sekrecni systémy Pseudomonas aeruginosa

Export toxind a lytickych enzymu slouzicich jako faktory
virulence bakterii je zajisfovan riznymi typy sekrec¢nich
systému (“the type x secretory system® TxSS). U pseudo-
monad jsou ve vztahu k virulenci relevantni sekre¢ni systé-
my typu L, II, III, V a VI [3]. Sekre¢ni systém typu I (T1SS)
predstavuje spolu se sekreénim systémem typu V (T5SS)
nejjednodussi drahu pro transport latek do extracelularniho
prostoru, ackoliv se lisi jejich mechanismus transportu. Se-
kre¢ni systém typu II (T2SS) patfi mezi nejrozsitené;si se-
kre¢ni systémy u gramnegativnich bakterii. Z hlediska tera-
systémem spolu se sekrecnim systémem typu III (T3SS).
Jedna se totiz o systémy transportujici fadu latek s cytoto-
xickym udcinkem na hostitelskou buiiku, jejichz ptfitomnost
byla detekovdna u vétSiny pseudomondd zpusobujicich t&z-
ké infekce. Disfunkce nebo tplnd absence T2SS a T3SS
aparatu vyznamné snizuje virulenci PSAE. Proto se kromé
efektorovych proteind sekreCnich systémd, predstavujicich
FV u PSAE, nékteré vyzkumy zaméfuji na moZnosti inhibi-
ce samotného sekre¢niho systému prostiednictvim pfimé in-
terakce latek se slozkami téchto sekre¢nich systémi nebo
napf. vyvojem protildtek proti slozkdm T3SS [4-6].

Obecné se mohou sekre¢ni systémy rozdélovat do dvou ty-
pu. Jednokrokové a dvoukrokové sekre¢ni systémy. Jednokro-
kové sekrecni systémy dopravuji latky piimo z cytoplasmy na
povrch bakteridlnich bun¢k. Takovy mechanismus vyuZiva
T1SS, ktery transportuje latky do vné&jsiho prostfedi nebo
T3SS a T6SS, které piimo vstiikuji exoldtky do hostitel-
skych bunék [7,8]. Systémem T3SS jsou vstfikovany toxiny
a bakteridlni DNA do hostitelskych bunék prostfednictvim
ttvaru pripominajictho jehlu, proto byva tento apardt oznaco-
van jako injektozom. Tento injektozom je sestaven ze struktu-
rélnich proteint, bez kterych nelze translokovat toxiny pres
cytoplasmatickou membranu (CM) do hostitelské buiiky, pro-
to by mohly piedstavovat cile pro antivirulentni terapii, na-
pt. protein PcrV [9]. Ve vySe popsaném transmembrdnovém
exportnim komplexu je T3SS vyuZivan jak pro stavbu sa-
motné extracelularni jehly, tak pro pifimy transport efektoro-
vych proteind do hostitele [10]. Oproti tomu dvoukrokové
sekre¢ni mechanismy se vyznacuji syntézou prekurzoru da-
ného exoproteinu a jeho exportu prostfednictvim obecné se-
kretorické drahy Sec pfes CM do periplasmy, kde uz se pro-
tein nachdzi ve svém zralém stavu. Proteiny transportované
Sec drdhou se vyskytuji v nesbaleném stavu a maji N-ter-
mindlni signdlni sekvence, které jsou pii translokaci
pres CM odstépeny. Kromé Sec drahy mutze byt prekurzor
translokovdn pifes CM do periplasmy také drdhou Tat
(“twin-arginine translocase‘), kterd je vyuZzivdna pro export
jiz sbalenych proteinl za ucasti kofaktort [8,11]. Odtud je
poté zraly protein prenesen piisluSnym typem sekreéniho
systému T2SS nebo T5SS. Lze rozlisit ¢tyfi komplexy T2SS,
z nichz proteiny hlavnitho komplexu T2SS vykazuji sekven-

¢ni homologii s podjednotkami tvoficimi bakteridlni pilus
typu IV, proto byvaji oznaCovany jako pseudopilus [12].
Pseudopilus zde hraje roli pistu, pohdnénym GspE ATPédzou,
kterym jsou exoproteiny vytlacoviny ven z buiiky pfes se-
kre¢ni kandly [8]. U TSSS jsou transportovdany velké pro-
teiny asociované se schopnosti adheze PSAE [13]. Nejprve
je protein prenesen pies CM Sec drdhou, a poté je transpor-
tovdn pies poriny vnéj$i membrany, na kterych bud setrvd,
nebo je proteolyticky St€pen a uvolnén do extracelularniho
prostoru. U gramnegativnich bakterii existuji dva podtypy
T5SS, a to autotransportéry (T5aSS a T5¢SS) a tzv. TPS se-
krece (“two-partner secretion®) nebo-li T5bSS, kterd je
obecné u gram-negativnich bakterii pifimo urena pro se-
kreci dlouhych proteind [8]. Sekrecni systémy PSAE jsou
znazornény na obrdzku 1.

Efektorové proteiny sekreniho systému typu I

Alkalicka protedza

T1SS pseudomonddy vyuzivaji pro transport alkalické pro-
tedzy (AprA). AprA se ucastni degradace dvou zdkladnich
komponent endotelu a bazdlni laminy, fibronektinu a lami-
ninu [15]. Zarovei byla u této protedzy dokumentovana schop-
nost rozkladat a Stépit proteiny komplementu, jako je Clq,
C2, C3 nebo C5a a cytokini IFN-y, TNF-o. umoZiiujici
PSAE fagocytarni tnik [16-18]. Kromé& degradace cytokint
a slozek komplementu byla u AprA protedzy pozorovdna
schopnost $tépit bakteridlni flagelin, a tudiZ potlacit aktiva-
ci toll-like receptorit (TLR-5), které rozpoznavaji bicikaté
bakterie, a umoznuji tak G¢innou likvidaci Sirokého spektra
mikroorganismu [17]. V nedavné studii byla popsdna schop-
nost této protedzy piimo degradovat neutrofilni extracelu-
larni pasti (“neutrophile extracelullar traps®, NETY), jejichZ
tvorbu sami podnécuji [19]. NETy jsou 3D sité tvoiené ze-
jména z dekondenzované DNA neutrofil a z granuldrnich
a cytoplasmatickych proteinii procesem zvanym netdza.
Jedna se o specificky zpisob bunééné smrti neutrofild, bé-
hem néjZ dochdzi k uvolnéni 3D siti pro polapeni bakterii
a mikroskopickych hub jako reakce na probihajici zanét
v makroorganismu [20,21]. RozruSeni NETq prostfednictvim
AprA hraje kli¢ovou roli u pseudomonadovych plicnich in-
fekei [19]. Kromé samotné schopnosti zptisobit patologicky
stav u hostitele prostfednictvim zminénych mechanismu
ucinku je AprA vhodnym adeptem pro antivirulentni terapii
i diky své detekované pritomnosti u PSAE s rezistenci ke
karbapenemiim [22], a dokonce nejcastéjsi prevalenci ze
vSech testovanych faktort virulence u MDR kmenti PSAE
(67,2 %) [23].

Jednim z pristupt zabyvajicich se vyvojem terapeutic-
kych latek proti PSAE je navrZeni molekul odvozenych od
prirozeného inhibitoru této protedzy (Aprl) kédovaného sa-
motnou PSAE [17]. V sou¢asné dobé vSak neni Zddnd zpra-
va o pokroku vyvoje 1éku na zdklad¢ strukturni homologie
s Aprl. BohuZel ani dalsi publikace od stejného autora ne-
nasvédCuji posunu v této problematice. Recentni studie
Hirakawa a kol., zabyvajici se komplexnéj§im thlem pohle-
du, nabizeji alternativni moznost 1écby MDR PSAE pro-
stfednictvim vyvoje 1éku na zdklad€ pouZiti makroporézni-
ho uhlikatého materidlu na bazi oxidu hore¢natého (MgO).
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Tento materidl, MgOC s, adsorbuje ex-
traceluldrni protein, jako je pyocyanin.
Tato schopnost vyznamné prispivad
k atenuaci toxicity PSAE v lidskych
epitelidlnich buitkkdch [24]. Ma-
kroporézni materidl na bazi MgO kro-
mé FV PSAE adsorbuje také Shiga to-
xin a efektorové proteiny sekre¢niho
systému T3SS u enterohemoragickych
kmenG Escherichia coli [25]. Pfes po-
tvrzenou schopnost MgOC 5, suprimo-
vat faktory virulence bakterif in vitro
a in vivo je stdle otdzkou, v jaké podo-
bé, a zda-li jej viibec bude mozné apli-
kovat v klinické praxi.

Ackoli je TISS dobfe prostudovan,
dosud nejsou zndmy slouceniny, které
by jej blokovaly. Vzhledem k vétsimu
vyznamu ostatnich sekre¢nich systé-
mum PSAE, které tato bakterie po-
uziva pro transport toxind a lytickych
enzymd, soucasné studie vyvijejici an-
tivirulentni latky proti PSAE zfejmé
neuvazuji o T1SS jako o vhodném terapeutickém cili.

Efektorové proteiny sekrecniho systému typu II
Systémem T2SS jsou z bakteridlni buriky uvoliovdny FV,
které se uplatiiuji pti akutnich pseudomonadovych infekcich
[3]. Jedn4 se o toxiny, jako je stafylolytickd protedza (lasA)
a elastdza B, nebo-li tzv. pseudolysin (lasB), fosfolipaza C
(PIcH), pyocyanin nebo exotoxin A (exoA). Zinkové meta-
loprotedzy, zejména lasA a lasB, maji z hlediska cilti pro an-
tivirulentn{ terapii nejpodstatnéjsi vyznam. V recentni studii
Vermilyea a kol. byla prokdzana inhibice aktivity téchto
protedz ve sputu ziskanych od pacientt trpicich cystickou
fibr6zou (CF) prostfednictvim zinkové chelatace zprostied-
kované rekombinantnim lidskym kalprotektinem [26]. Che-
lataci bylo dosaZeno post-transla¢ni inhibice proteolytickych
aktivit lasA i lasB, coz by mélo mit za nasledek sniZeni vi-
rulence PSAE kolonizujici dychaci cesty pacientti s CF.

Elastdza B

Elastdza, konkrétné lasB, je velice diskutovanym efekto-
rovym proteinem vzhledem k jeho abundantnimu vyskytu
u MDR pseudomonad a jeho proteolytické ¢innosti ptisobi-
cf na elastin, fibronektin, kolagen a dalsi komponenty extra-
celuldrniho matrix [23,27-29]. U této elastazy byla zaroven
pozorovana schopnost podkopdvat aktivitu alveoldrnich
makrofdgl (AM) prostiednictvim inhibice aktivity komple-
mentu, omezeni tvorby reaktivnich forem kysliku generova-
nych AM a sniZend aktivita ¢innosti nespecifickych imunit-
nich reakci makroorganismu [30]. Kromé jeji participace
v mnoha pochodech inhibujicich imunitni systém (IS) hos-
titele byla u lasB pozorovdna naopak pfimd podpora akti-
vace Casné prozanétlivé signdlni molekuly IL-1f a indukce
neutrofilniho zanétu, vedouciho k destrukci plicn{ tkané€ cha-
rakteristické pro tézké pseudomonadové plicni infekce [31],
coz samo o sobé napovidd o zapojeni lasB do etiopatoge-
neze respiracnich onemocnéni. V neposledni fadé je lasB

Obrazek 1

Sekrecni systémy PSAE (prevzato ze studie Liao a kol. 2022) [14]. VyluCované

FV pfislusnym sekrec¢nim systémem jsou uvedeny v obrazci nad kazdym typem
sekre¢niho systému. Popisu téchto FV se vénuji nasledujici kapitoly.

asociovdna také se schopnosti zamezit protedzoveé-depen-
dentnim imunomodula¢nim pochodim hostitele prostied-
nictvim degradace bakteridlniho flagelinu spolu s AprA za
nedostatku vapniku a s tvorbou biofilmu [32,33]. Pravé kva-
li Sirokému spektru tcinku lasB v hostitelskych buiikdch
predstavuje zajimavy terapeuticky cil.

Pro ucely antivirulentni terapie byly prozkoumany moz-
nosti pfirozenych i syntetickych inhibitorti lasB [34]. Ve
studii Galdino a kol. byly studovadny tucinky odvozenych
slouc¢enin od 1,10-fenanthrolin-5,6-dionu (fendionu). Ze-
jména s navazanou méd{ zmirnil tento ligand toxicky tc¢inek
jak purifikovanych molekul lasB, tak bakteridlnich sekreti
obsahujicich lasB v modelu in vivo, ¢imzZ prodlouzil dobu
preziti exponovanych larev zavijece voskového [28]. Mole-
kularni dokovaci studie podpoftily vazbu tohoto zkoumané-
ho komplexu na lasB, ale k dpInému pochopeni mechanismu
inhibice je nutnd rentgenova krystalografie spolu s dal$imi
studiemi zabyvajicimi se interakci lasB inhibitorQ se systé-
mem modelovych organismi [34]. Dal§im nadéjnym inhibi-
torem je derivat N-aryl merkaptoacetamidu. Kaya a kol. zdo-
kumentovali pozitivni ucinek tohoto derivatu na lidské
plicni a koZn{ buriky, které byly oSetfeny supernatantem ob-
sahujicim lasB. Bylo prokdzano udrzeni integrity exponova-
nych plicnich a koznich bunék a sniZeni virulence bakterii.
Zaroven byla pozorovdna zvySend mira pieziti larev zavije-
¢e voskového osetfenych supernatantem kultury PSAE pro-
dukujicich lasB [35]. Ve studii Yahiaoui a kol. byla spolu
s inhibi¢nim efektem derivatu N-aryl merkaptoacetamidu
na lasB prokdzana také schopnost potlacovat produkci me-
talo-B-laktamdz u bakterie Klebsiella pneumoniae, [36], coZ
nabyva na vyznamu této slouceniny.

Studie, které projevuji snahu o zavedenf aplikace vySe zmi-
nénych dvou sloucenin (fendionu a derivatu N-aryl merkapto
acetamidu) do klinické praxe, se v soucasné dobé nachdzeji
v preklinické fazi. Vzhledem k dosavadnim datiim dokladaji-
cich jejich netoxické pusobeni na lidské bunécné linie by se
mohlo jednat o slouceniny s obrovskym potencidlem.
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Exotoxin A

ExoA je ribotoxin vyplavovany pomoci T2SS béhem
chronickych pseudomonddovych infekci. ExoA indukuje
ADP-ribosylaci, a tedy inaktivaci eukaryotického elongac-
niho faktoru 2 (EEF2). V disledku inaktivace EEF2 se za-
stavi biosyntéza hostitelského proteinu, coz indukuje apo-
ptézu butiky [37]. Jedna se tedy v podstaté o cyklomodulin,
ktery zpusobuje zastavu buné¢ného cyklu, coz ma cytoto-
xicky uc¢inek na exponovanou buriku. Inaktivace EEF2 vede
k ZAKa-dependentnimu ribotoxickému stresu (‘“Ribotoxic
Stress Response®, RSR), k aktivaci MAP-kindzy (“Mitogen-
Activated Protein“, MAP), P38, a k nasledné fosforylaci in-
flamazoému NLRP1 zpisobujici destrukci epitelidlnich bu-
nék dychacich cest a rohovky. Pravé u pacientti s CF je pfi
exacerbacich detekovana aktivita P38 a hypersenzitivita na
exoA-indukovany ribotoxicky stres vedouci k aktivaci
NLRPI1. Aplikace specifickych inhibitorit ZAK kinaz by
tedy predstavovala tcelnou terapeutickou strategii [38]. Na-
déjnou antivirulentni terapii pfedstavuje rovnéz pouZiti lid-
skych jedno-fetézcovych protildtek (“human single-chain
antibodies*, HuscFvs) s vysokou afinitou k exoA. Poéitacova
simulace prokézala, Ze tyto vytvofené HuscFv vyuZzivaji né-
kolik zbytkd ve svych oblastech urcujicich komplementaritu
(CDR) k vytvoreni interakce s katalyticky aktivnim mistem
exoA, ktery je nezbytny pro ADP-ribosylaci EEF2. Po ex-
pozici bunék exoA oSetienych HuscFvs protilatkami byla
pozorovana inhibice apopt6zy bunék, dokonce byla sniZzena
exprese gend asociovanych s apoptézou, cas3 a p353. Uéin-
nost té€chto protilitek by méla byt otestovana na zvitecich
modelech s ndvaznosti na klinické studie. Z prozatimnich
dat vSak vyplyva, Ze by se mohlo jednat o bezpe¢nou, ticel-
nou a vysoce efektivni latku zmiriujici patologicky efekt
PSAE u obtizn¢ 1é¢itelnych infekcei [39].

Fosfolipdza C

Kromé inhibitort protedz je v feSeni také moznost zacilit
a potlacit aktivitu dal$iho faktoru virulence, a to fosfolipazy
C (PIcH). Jedna se o klicovy moduldtor exprese prozanétli-
vého interleukinu IL-8 v epiteldlnich burikdch bronchioli
pacientt s CF [40], pfimo asociovaného s dysfunkei plicni-
ho surfaktantu [41]. Ve studii Wolfmeier a kol. byl uspésné
aplikovéan lipozom obsahujici sfingomyelin (Sm) na vysoce
virulentni kmen PSAE ziskany od pacienta s CF. Po expo-
zici byla u tohoto kmene prokdzana neutralizace cytolytické
aktivity PlcH, coZ otevird nové moZnosti terapie infekci zpa-
sobenych i ostatnimi gramnegativnimi bakteriemi produku-
jicimi PlcH [42].

Pyocyanin

Pyocyanin je metabolitem systému quorum sensing (QS),
ktery je sekretovan pfes CM pomoci T2SS. Obecné je tento
fenazin zndm pro svou schopnost proptjéit pseudomond-
ddm zeleno-modré zbarveni. Nejednd se pouze o neskodny
pigment, vyznacuje se také schopnosti indukovat oxidativni
stres v hostitelskych buikéch, inhibici aktivity B a T lym-
focytt,, makrofidgli a indukci apoptézy neutrofild [3]. Pu-
sobenim pyocyaninu v makroorganismu dochazi k supresi
pfirozené i ziskané imunity [43]. Zejména u pacientt s CF
predstavuje pyocyanin hrozbu, vzhledem k jeho schopnosti
indukovat nekontrolovatelné vyplaveni NET siti vedouci k exa-

cerbaci a poskozeni plicni tkdné [44]. Toxicita tohoto pig-
mentu vyznamné ovliviiuje pribéh respiracnich infekei,
a proto se v soucasné dob¢ rizné studie zaméfuji na jeho ne-
utralizaci prostfednictvim pusobeni specifickych protilatek.
Napft. studie Susilowati a kol. demonstrovala protektivni
ucinek Anti-PCN IgY protilatek ziskanych imunizaci kufat
pyocyaninem u exponovanych bunéénych linii B lymfocytd
slouzicich pro vyzkumné ucely, tzv. Raji bunék. U téchto
Raji bunék byla pozorovana inhibice pyocyaninem-induko-
vané smrti, dokonce byla popsana zvysena vitalita zkouma-
nych Raji bunék [43]. Vyvoj terapeutickych protilatek je
vzhledem k jednoduché dostupnosti, ubikvitdrnimu vyskytu
a patologickému efektu pyocyaninu v makroorganismu vel-
mi diskutovanym tématem [3].

Disrupce T2SS

Systém T2SS se sklada z péti pseudopilinti, kompletuji-
cich se do pseudopilu, ktery funguje jako pist k vytla¢eni
exoproteind z bunék. Stanovenim struktury pseudopilino-
vych komplexd XcpVWX a XcpVW a funkéni analyzou by-
lo ve studii Zhang a kol. potvrzeno, Ze dva pseudopiliny,
XcpV a XcpW, tvoii jadrovy komplex nepostradatelny pro
hrot pseudopilu. Absence bud XcpV, nebo XcpW vede
k nefunkcnosti T2SS. V této studii byly na zaklad€ infor-
maci o architektufe pseudopilu z méfeni malotihlového roz-
ptylu rentgenového zafeni (,,Small Angle X-ray Scattering®,
SAXS) a nasledném interakénim rozhrani komplext vyvi-
nuty inhibi¢ni peptidy naruSujici komplex XcpVW a tedy
cely hrot pseudopilu in vitro a in vivo. U&innost téchto pep-
tidd byla zkoumdna v modelovém organismu, hadédtku
obecném. Pfi expozici té€chto ¢ervi byla pozorovana snize-
nd virulence PSAE dokazujici inhibi¢ni dcinek aplikova-
nych peptidd [45]. Kromé& samotné struktury pseudopilu se
fada studii zaméfuje na vyvoj latek blokujicich Tat drahu,
kterd je uplatiiovana pied samotnou sekreci proteinu z pe-
riplazmy do extracelularniho prostoru pomoci T2SS.

Pro tyto tcely je pouzivana metoda vyuZzivajici vysoce vy-
konny screening (*“ high-throughput screening® HTS). Za
pouziti HTS bylo ve studii Massai a kol. vyhodnoceno cca
40 000 molekul a identifikovano 59 pocatecnich hitd jako
mozné inhibitory Tat. V této studii byla pouZzita PlcH jako
chromogenni substrdt pro testovdni inhibi¢niho Gc¢inku 14-
tek, kterd je exportovdna do periplazmy pomoci Tat a né-
sledné translokovdna pres vnéjsi membranu T2SS. Snaha
tymu Massai a kol. vedla k identifikaci tfi Tat inhibitord
a jednoho inhibitoru T2SS. Ackoli Zadny z identifikovanych
inhibitorti nebyl vhodny jako hlavni sloucenina pro vyvoj
1é¢iv, tato studie potvrzuje potencidl vyuziti HTS jako efek-
tivniho zpisobu pro identifikaci inhibitorti Tat a T2SS [5].
V dalsi recentni studii byla pomocf in silico analyzy identi-
fikovédna sloucenina s inhibi¢nim tc¢inkem za pouZiti protei-
nu ExoA jako sekretovaného markeru u PSAE. Tato identi-
fikovand sloucenina, kterd je pifibuznd neddvno popsané
latce s antimikrobidlnim u¢inkem vici Proteus mirabilis
[46], velmi ucinné inhibovala sekreci ExoA, nicméné v dal-
$im testovani vykazovala problémy se solubilitou v kulti-
vac¢nim médiu pfi koncentraci vys$si nez 250 uM. Pod touto
hranici koncentrace u ni nebyla prokdzana schopnost inhibo-
vat samotny rist PSAE. Vzhledem k prokazané netoxicité
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pro lidskou bunéc¢nou linii A549 vsak tento inhibitor spliiu-
je pozadavky na blokatory virulence bakteridlnich systémi

[6].

Efektorové proteiny sekre¢ntho systému typu III

Pomoci T3SS pseudomonddy injektuji toxiny, jako jsou
exotoxiny S, T, Ua 'Y (exo-S,T,U,Y) do hostitelskych bunék
makroorganismu. Tyto toxiny se uplatiiuji zejména u lokali-
zovanych infekci, jako jsou o¢ni infekce nebo pneumonie
[3]. U exoY byla prokazdna schopnost hromadit cyklické
nukleotidy v hostitelské buiice prostiednictvim své nukleo-
tid-cyklazové aktivity. Po infekci mysi plicni tkdné pseu-
domonddou produkujici exoY byla pozorovana hemoragie,
tvorba intersticidlniho edému v alveoldrnich septech a in-
filtrace perivaskuldrniho prostoru erytrocyty a neutrofily.
Analyza patogeneze na molekuldrn{ drovni potvrdila zvySe-
nou sekreci cytokint a prevalenci apoptdzy postizenych bu-
nék zdroven s celkovym naruSenim integrity plicni tkdné
[47].

Exotoxin S

Exotoxiny exoS a exoT vykazuji 76% sekvencni homo-
logii. V obou pripadech se jednd o bifunkéni cytotoxiny
s GTPazovou a ADP-ribosyltransferdzovou (ADPr) aktivi-
tou. Oba uvedené cytotoxiny zpusobuji naruSeni aktinového
cytoskeletu hostitelské buriky pro tucely adheze PSAE.
Zaroveil u nich byla pozorovdna schopnost indukovat apo-
ptézu hostitelské bunky [14]. Konkrétné exoS je spojovédn
s ireverzibilni destrukci pulmondrné-vaskuldrni bariéry ve-
douci k diseminaci PSAE, a tedy zhorSeni prognézy pacientt
s pneumonii [48]. Tento exoprotein vykazuje antifagocytarn{
a cytotoxickou aktivitu. Jeho roli se z hlediska intracelular-
ni perzistence PSAE snaZila objasnit neddvna studie
Kroken a kol. Vysledky této studie dokazuji dvé dalsi role
ExoS prostiednictvim své ADPr aktivity pfi sledovani in-
tracelularniho Zivotniho cyklu PSAE;
potlaceni smrti hostitelské buiiky pro
zachovani replikaéniho cyklu PSAE
a inhibice antifagocytarnich aktivit
ostatnich efektorovych molekul T3SS
pro umoznéni bakteridlni invaze. Tato
zji§téni pfispivaji k rostoucimu mnoz-
stvi dikazl, Ze exoS-kddujici (inva-
zivni) kmeny PSAE mohou byt fakul-
tativnimi intraceluldrnimi patogeny
[49]. Kromé role exoS pii patogenezi il
rizného spektra onemocnéni byl ve
vysoké mife exoS spolu s exotoxinem
U (exoU) detekovan u MDR Kklinic-
kych izolati PSAE, proto jsou tyto to-
xiny povaZzovany za vhodné terapeu-
tické cile [50].

Vysoce vykonny screening za pou-

Fass

1. FRAE trmmmportins o

ktery by vykazoval tG¢innost také in vivo [51]. Kromé obje-
vu novych inhibi¢nich sloucenin se vyzkumy zabyvaji také
potencidlem jiZz popsanych, v praxi aplikovanych latek. Za
predpokladu, Ze by ibuprofen mohl zmirnit virulenci PSAE
prostfednictvim inhibice T3SS bylo v neddvné studii Cao
a kol. zjisténo, Ze ibuprofen nejen, Ze pisobi bakteriostatic-
ky na PSAE samotnou, ale potlacuje expresi exoS snizenim
exprese regula¢niho genu T3SS, ExsA [52].

Exotoxin U

Zatimco aktivita ExoS je spojena s prinikem PSAE za
vzniku membranovych vezikulti umoziiujicich intracelular-
ni preziti, exprese ExoU zplsobuje rychlou destrukci plaz-
matické membrany hostitelské buiiky. ExoU je povaZovan
za nejtoxictéjsi efektorovy protein T3SS, ktery disponuje
fosfolipazovou aktivitou A, (PLA,) zpusobujici ireverzibil-
ni destrukci bunéénych membran s ndslednou nekrézou
[53]. U PSAE produkujicich exoU byla na mySich popsdna
jeho spojitost s rozvinutim septického Soku v ndvaznosti na
pneumonii [54]. Infekce plicnich mikrovaskuldrnich endo-
telidlnich bunék (“pulmonary microvascular endothelial
cell* PMVEC) kmeny PSAE produkujicimi exoU spustila
robustni generaci ROS oproti PMVEC vystavenym PSAE
bez exprese ExoU. Fosfolipdzova aktivita exoU byla pozo-
rovana také u mitochondrii vystavenych bunék PMVEC
[55].

PrestoZe mechanismus regulace exprese exoU zatim nebyl
zcela objasnén, bylo prokdzdno, Ze pro dspéSnou sekreci
exoU je vyZadovan chaperon SpcU, ktery umoziuje rozbale-
ni molekuly exoU a jeji transport pomoci injektozomu do
cytosolu hostitelské buriky. Tento chaperon vSak nepokra-
¢uje spolu s exoU na plazmatickou membranu exponované
buriky, pouze exoU doprovdzi ven z bakteridlni butiky [56].
Zaroven bylo dokumentovano, Ze fosfolipazova aktivita ExoU
je pozorovatelnd pouze za ptitomnosti lyzatu savéich bunék
CHO (“Chinese Hamster Ovary*). Urcité eukaryotické hos-

Obrazek 2

Mechanismus toxicity exoU (prevzato z Foulkes a kol., 2019) [60]
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ziti optimalizované fluorescencni ese- * Wit oaol! do cytinoln hostiteliie bt

je s detekei real-time identifikoval
slouceninu STO1101 inhibujici toxic-
kou aktivitu exoS in vitro. Tato studie kacubytickis oy
navrhuje design inhibitoru exoS na za-
kladé chemické struktury STO1101,
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titelské kofaktory tedy pfimo interaguji s ExoU a jsou nutné
pro indukci jeho cytotoxické a lytické fosfolipazové aktivity
[57]. Nésledné bylo demonstrovdno, Ze ExoU je aktivovdn
enzymem superoxid dismutazou 1 (SOD1) [58]. Kromé pu-
sobeni SOD1 je pro efektivni utilizaci fosfolipidi vyZza-
dovana také lokalizace exoU na plazmatické membrané ho-
stitelské buiiky zaroveni s jeho ubikvitinaci, coz koreluje
s tvrzenim, Ze pro aktivaci exoU jsou nutné eukaryotické
kofaktory, v tomto pripadé ubikvitin [59]. Dokud je exoU
vazan na SpcU, jednd se o neaktivni protein, avSak po jeho
ubikvitinaci, ndsledné lokalizaci na plazmatickou membra-
nu a oligomerizaci se zacne projevovat PLA2 aktivita (ob-
razek 2) [60].

ExoU by mohl byt jako farmakologicky cil kompatibilni
s pouZivanymi antibiotiky, pficemZ inhibitory ExoU by
slouzily jako adjuvantni terapie. Timto zptisobem by inhibi-
tory exoU mohly zmirnit drastické cytotoxické ucinky, za-
timco konvenc¢ni antibiotika by eliminovala PSAE. Kromé
strategii pro objevovani novych antivirulentnich sloucenin
jsou zapotiebi dalsi strukturdlni analyzy, na zakladé kterych
by mohly byt provadény molekuldrné fizené designy jiz
objevenych inhibitord ExoU pro jejich bezpecné pouziti in
vivo [60]. Ve studii Foulkes a kol. se podafilo pomoci bu-
nécnych eseji, fluorescencni mikroskopie a molekuldrniho
dokovédni vyhodnotit efektivni nizkomolekuldrni inhibitory
exoU; pseudolipasin A (PSA), slouc¢enina A a sloucenina B.
Pomoci simulaci molekuldrniho dokovani bylo potvrzeno, Ze
PSA, sloucenina A a sloucenina B jsou schopny kompeti-
tivni inhibice fosfolipazové aktivity exoU in vitro. Zaroven
byla v této studii prokdzana schopnost téchto tii latek zmir-
nit ExoU-dependentni cytotoxicitu po infekci HCE-T
(“Human corneal epithelial cell-transformed*) bunécné li-
nie v koncentracich pod 0,5 mM. Po pfidani antimikrobidl-
ni latky, konkrétné moxifloxacinu, bylo docileno jak inhibi-
ce cytotoxického pisobeni exoU, tak inhibice ristu PSAE.
Tento experiment tedy dokazuje synergické ptisobeni anti-

Obrazek 3
Inhibice PcrV a zabrana translokace toxind do hostitelské bunky prostrednic-
tvim T3SS (prevzato ze studie Sundin a kol. 2021) [9]

virulentn{ latky s antibiotikem. Zdroven studie dokazuje efek-
tivni pouZiti jejich testovactho modelu pro identifikaci i¢in-
nych inhibitord ExoU [61].

Disrupce T3SS

Soucdsti molekuldrniho komplexu T3SS jsou proteiny
PopD, PopB a PcrV spolu s PcrG. Jedna se o proteiny na sa-
motné Spicce injektozomu. Své misto zde ma4 také zatim ne
moc detailné charakterizovand molekula PscF, kterd prezen-
tuje stfedovou ¢dst jehly (viz obrdzek 1). Nicméné vzhledem
k této vysoce konzervované ¢asti T3SS vyskytujici se u vSech
pseudomondd a yersinii by PscF molekula mohla predstavo-
vat zajimavy terapeuticky cil. PopD a PopB tvofi heterodi-
mer, ktery umoziuje sestaveni funkénich translokont s je-
jich nédslednou penetraci do cilové buné¢né struktury. PcrV
a PcrG jsou heterodimery tvorici integralni ¢ast hrotu injek-
tozomu. PcrV, nebo-li V antigen PSAE, je asociovan se zhor-
Senou progndzou pacientt a s antibiotickou rezistenci PSAE.
Pro svou imunogenitu je molekula PcrV pouzivana pro vy-
voj vakein proti pseudomonddovym infekeim [3,62].

O PcrV proteinu je vSak uvazovano také z hlediska antivi-
rulentni terapie. V recentni studii bylo zanalyzovano 7 600
malych molekul, které by mohly vykazovat vysokou afinitu
k PcrV. Z tohoto souboru molekul byly vybrdny netoxické
blokétory PcrV, diky kterym bylo dosazeno sniZeni virulen-
ce PSAE prostfednictvim blokace T3SS (obrdzek 3). Tyto
slouceniny s inhibi¢ni aktivitou jsou malé velikosti, vykazu-
ji dobrou rozpustnost ve vod¢ a teoreticky je 1ze upravit pro
Iékaiskou medikaci. Na zdklad¢ vyse uvedenych vlastnosti
by se mohly vyuZzit jako odrazovy mistek pro dalsi vyvoj [9].

Na PcrV se soustred'uji také studie zabyvajici se vyvojem
aplikovatelnych protilatek. KBOO1-A je pegylovany frag-
ment monoklondlni protildtky proti T3SS s anti-PcrV aktivi-
tou. Na souboru CF pacienttl byla provedena dvojité zaslepe-
nd srovndvaci studie, ve které byla prokdzana bezpecnost
a dobrd sndSenlivost slouceniny
KBOO1-A u testovanych subjekti.
Nicméné zde byla dokumentovédna ne-
dostatecnda ucinnost KBOOI-A [63].
Naopak k pozitivnim zavértim dospéla
studie Ali a kol., ve které byl pozoro-
van ucinek latky MEDI13902. Jednd
se o bivalentni, bispecifickou monok-
londln{ protildtku tfidy imunoglobuli-
nu Glk, kterd se vdZe jak na protein
PcrV, tak na exopolysacharid Psl
umozinujici kolonizaci a adherenci
PSAE k buikdm makroorganismu.
V Kklinické studii faze 1 byla prokdza-
na bezpecnost a efektivita laitky ME-
DI3902 u zdravych subjektd.
Vzhledem ke skuteCnosti, Zze ME-
DI3902 je vyvijena pro prevenci nozo-
komidlnich infekci zpusobenych
PSAE, potvrdila tato studie potencidl
jeji aplikace na rizikové pacienty [64].
Po vyhodnoceni klinické faze 2 pro
MEDI3902 u pacientd s pseudomona-
dovou pneumonii nebyla prokdzana
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ucinnost testované latky [65]. Jind studie vSak docilila pro-
fylaktického tc¢inku MEDI3902 v kombinaci s meropene-
mem v souvislosti s infekci plic a sepse zplsobené PSAE
u krélika [66]. V soucasné dobé probiha cela fada dalSich
studif, které se soustfedi na T3SS jako terapeuticky cil. Pro
jejich popis by vSak byl nutny prehledovy ¢lanek zabyvajici
se pouze touto problematikou.

Sekreéni systém typu V

Tento typ sekrecniho systému zprostfedkovava transport
molekul asociovanych s tvorbou biofilmu, jako jsou EstA
nebo fosfolipdza PlpD (“patatin-like protein D*). EstA je
autotransportérovd molekula s esterdzovou aktivitou.
Zvysuje expresi rhamnolipidd, coZ ma za nasledek podporu
tvorby biofilmu [67].

Fosfolipdza PlpD

Oproti EstA je vice charakterizovana fosfolipaza PlpD,
a proto predstavuje vhodnéjsi terapeuticky cil [3]. PlpD je
enzym s fosfolipdzovou aktivitou, umoziujici adherenci
bakterie. PlpD je syntetizovdna jako makromolekula nesou-
ci tzv. POTRA (“polypeptide transport-associated‘) domé-
nu a 16-ti vldknovy P-barel. Beta-barel s doménou POTRA
vykazuji vlastnosti TpsB proteind. Ty jsou asocioviny se
specializovanymi sekre¢nimi systémy TPS u gramnegativ-
nich bakterii. TpsB proteiny jsou umistény ve vnéj$i mem-
brané€, specificky rozpozndvaji a ndsledné transportuji své
partnerské proteiny, TspA [68]. Tento TspA region fosfoli-
pazy PlpD hraje ziejmé roli pfi inhibici ristu bakterii pro
udrzen{ optimdlni hustoty populace v biofilmu [13]. Snadnd
dostupnost PlpD a jeji schopnost zvysit virulenci PSAE pro-
stiednictvim adherence a regulace tvorby biofilmu, ¢inf fos-
folipazu PlpD vhodnym adeptem pro vyvoj inhibitor. Bo-
huzel vSak zatim nejsou Zadna data o vyvoji latek, které by
ucinné blokovaly piimo PlpD, nebo jeji transport pomoci in-
hibice molekul T5SS.

Sekrecni systém typu VI

Pomoci T6SS jsou sekretovany FV, jako jsou bakterioly-
ticky protein Tsel-3 hydrolyzujici peptidoglykan uplatiiuji-
ci se pfi bakteridlni kompetici a fosfolipaza D (PLD) piso-
bici na prokaryotické i eukaryotické buiky [14].

Fosfolipaza D (PIdA, P1dB)

Jednd se o fosfolipazu se schopnosti St€pit fosfodiesterové
vazby v hlavnich komponentich bunéénych membran. Diky
své enzymatické aktivité ptispiva k priniku PSAE do epite-
lidlnich bunék. PLD fosfolipazy, PIdA a P1dB, se podileji ta-
ké na aktivaci signdlni drahy PI3K/Akt, ¢imZ usnadiiujf in-
vazi PSAE do hostitelskych bunék [69,70]. PIdA by mohla
hrat roli béhem plicnich infekci, navic je v kmenech PSAE
zfejmé koselektovana s determinanty rezistence k imipenemu,
coz prohlubuje vyznam tohoto FV z hlediska vyvoje antiviru-
lentni latky [71]. PrestoZe kompletni struktura i mechanismus
ucinku P1dA nebyly aZ doneddvna popsdny, recentni studii
se podafilo odhalit krystalickou strukturu PIdA. Vzhledem ke
strukturni podobnosti PIdA s eukaryotickou fosfolipazou D,
1ze spekulovat o tom, Ze PIdA je schopna napodobit urcité

funkce hostitelské PLD. Diky informaci o struktufe tohoto
enzymu, Ize odvodit mechanismu jak aktivace, tak inhibice
PIdA [70]. Nicméné vzhledem k teprve neddvnému objeve-
ni krystalické struktury PIdA lze pfedpokladat, Ze identifi-
kace ucinnych inhibitord této fosfolipazy jesté bude néjaky
¢as trvat.

Dal’i moZnosti alternativni terapie MDR PSAE

Kromé vyse popsanych FV, které jsou vylucovany jednim
z péti uvedenych sekrecnich systémt PSAE, jsou dals{ stu-
die zaméfeny na fadu jinych FV pro tcely vyvoje antiviru-
lentnich latek. Napiiklad pyoverdin, hlavni siderofor PSAE,
reguluje produkci FV sekretovanych systémem T2SS, jako
je exotoxin A a protedzy PrpL, které maji devastujici ucinek
na plicni tkan, a nepfimo indukuje zdnétlivou reakci [72].
Pokud by se podatilo inhibovat produkci pyoverdinu, ¢imz
by se zabrénilo sekreci dal$ich navazujicich FV, dosdhlo by
se vyznamné atenuace toxicity PSAE.

Kromé antivirulentni terapie se v souc¢asné dobé diskutuje
také o tzv. anti-QS strategii. V tomto pripadé se jedna o in-
hibici exprese molekul systému QS. Po specifické vazbé au-
toinduktord na signalni molekuly QS se totiz aktivuji geny,
jejichz exprese je charakteristickd pro piisluSny patogenni
fenotyp PSAE [73]. Anti-QS strategie tedy piedstavuje, po-
dobné jako antivirulentni terapie, nadéjnou alternativu v 1éc-
bé infekci zptisobenych MDR kmeny PSAE.

Zavér

Prohlubovani znalosti v oblasti antivirulentni terapie by
mohlo vést ke stanoveni nové, cilené a efektivni terapie in-
fekei vyvolanych PSAE. Tato terapie kombinovand s anti-
biotickou 1é¢bou muze podstatné zesilit Gc¢innost obou po-
davanych latek, snizit riziko rozvinuti dal§tho onemocnéni
a zdsadné minimalizovat riziko rozvoje Zivot ohroZujiciho
septického Soku. V piipadé, Ze by se podarilo zavést nové
terapeutické postupy vyuZivajici terapii antivirulentnich 14-
tek, vyznamné by to pfispélo ke sniZzeni pouZivani antibak-
teridlnich latek ve zdravotnictvi, a tfm k minimalizaci jejich
selekéniho tlaku na vyvoj sekundédrnich mechanismi bakte-
ridlni rezistence.

Podporeno projektem ,,Ndrodni institut virologie a bakte-
riologie (Program EXCELES, ID: LX22NPO5103) — Finan-
covdno Evropskou unii — Next Generation EU*, projektem
IGA_LF 2023 012 a projektem MZ CR - RVO (ENOL,
00098892).
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Mikrobiologické metody identifikace ptivodcii infekci krevniho
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SOUHRN

Cichova L., Antuskova M., Dzupova O.: Mikrobiologické metody identifikace ptvodcii infekci krevniho fe€iité se zaméfenim na
T2Bacteria Panel

Zlatym standardem k urceni etiologického agens infekce krevniho fecisté je hemokultivaéni vysetieni. Jeho hlavnimi nevyhodami jsou
relativné nizka senzitivita a dlouha doba do detekce patogenu, coz vede k pozdnimu podani cilené antibiotické lécby a k nutnosti za-
hajovat empirickou lé¢bu Sirokospektrymi antibiotiky. Takovy postup negativné ovliviiuje celkové lé¢ebné vysledky a pfispiva k sifeni
antibiotické rezistence. Vyzkum v poslednich letech umoznil zavést metody pro rychlejsi identifikaci patogennich mikrobu z pozitivni
hemokultury a dale metody piimé detekce patogent z plné krve bez nutnosti pfedchozi hemokultivace. Metody pfimé detekce z plné
krve dramaticky zkratily ¢as do detekce etiologického agens infekce krevniho feciité, maji viak rovnéz své limitace. Jako pomérné per-
spektivni se jevi metody, které kombinuji PCR a T2 vaZenou magnetickou rezonanci. V ¢lanku je podan piehled diagnostickych me-
tod a podrobny popis testu T2Bacteria Panel, jeho vyhody a nevyhody vychazejici z prospektivnich observa¢nich studii a pfehledovych
¢lanki. Zatfazeni téchto metod do diagnostiky infekci krevniho fecisté a potencialné i lokalizovanych infekci by mohlo mit v budouc-
nu pozitivni vliv na ¢asné podani cilené antimikrobni lé¢by a néasledné i na celkové lé¢ebné vysledky a zpomaleni 3ifeni antibiotické
rezistence.

Klicova slova: bakteriemie, sepse, T2Biosystems, T2Bacteria Panel, antibioticka lé¢ba, prima diagnostika

SUMMARY

Cichova L., Antuskova M., DZzupova O.: Microbiological methods for identification of the etiological agents of bloodstream infections
with focus on the T2Bacteria Panel

Blood culture is the gold standard method for identifying the etiological agents of bloodstream infections. A relatively low sensitivity
and a long time to detection are its main disadvantages, resulting in delayed administration of pathogen-specific antibiotic therapy and
the need to initiate empiric treatment with broad-spectrum antibiotics. Such an approach negatively affects overall treatment outco-
mes and contributes to the spread of antibiotic resistance. Research in recent years has allowed the introduction of methods for rapid
identification of pathogenic microbes from positive blood cultures, as well as methods for direct detection of bacteria and fungi from
whole blood without the need for prior culture. Direct detection tests from whole blood have dramatically reduced the time to identi-
fy the causative pathogen of a bloodstream infection, but they also have their limitations. Methods that combine PCR and T2-weigh-
ted magnetic resonance imaging appear promising. This article provides an overview of diagnostic tests and a detailed description of
the T2Bacteria Panel, its advantages and disadvantages based on prospective observational studies and review articles. Future imple-
mentation of these methods in the diagnosis of bloodstream infections and potentially localized infections could have a positive im-
pact on the early administration of pathogen-specific antimicrobial therapy and subsequently on overall treatment outcomes, as well
as on reducing the spread of antibiotic resistance.
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Uvod bakteriemie ¢i fungemie se systémovymi priznaky. Muze
Infekce krevniho Fecisté (bloodstream infection, BSI) je byt sekunddrni, vychazejici z infek¢niho loZiska pfitomné-
definovand jako onemocnéni se systémovymi piiznaky in-  ho v t€le, nebo primdrni bez loZiska [1]. Zlatym standardem

fekéni nemoci a pozitivni hemokulturou, jinymi slovy je to  urceni ptivodce bakteriemie a fungemie je hemokultivace,
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kterd ma vSak i pres sviij nezpochybnitelny piinos fadu ne-
vyhod. Hlavnimi limitacemi je nedostate¢na citlivost, potie-
ba odbéru relativné velkého mnozstvi krve a dlouhd doba do
identifikace patogenu. Falesnd negativita hemokultivace je
Casto zpusobena antibiotiky podanymi pred odbérem krve.
Podle studie Sheera et al. se u pacientt se sepsi citlivost he-
mokultury sniZila z ptivodnich 50,6 % na 27,7 % po zahdje-
ni antibiotické 1écby (p < 0,001) [2]. Podle jiného zdroje kle-
sé citlivost hemokultivace po podani antibiotik az o 50 %
[3]. Interpretaci vysledki hemokultivace komplikuje i Casta
falesna pozitivita, zpisobend kontaminaci krve béhem pre-
analytické faze.

Doba do prikazu ptivodce z hemokultury (tzv. turnaround
time, TAT) se pohybuje pti pouziti klasickych metod identi-
fikace patogent v rozmezi 48-72 hodin. Pfitom v¢asné za-
h4jen{ adekvéatni antibiotické 1€cby sepse je naprosto zdsadni,
nebof jeji zpozdéni je spojeno s vyss$i morbiditou a letalitou,
prodlouzZenim doby 1é¢by, doby hospitalizace a s tim souvi-
sejicimi dal$imi komplikacemi, a s vy$$imi ekonomickymi
ndklady. Nedostatecna citlivost hemokultury a dlouhy TAT
vedou obvykle k nutnosti zahdjit empirickou antibiotickou
1é¢bu, a pro tu se obvykle pii neznalosti patogenu zvoli Siro-
kospektry pripravek nebo kombinace vice 1€k, jejichZ anti-
bakteridlni spektrum se s¢itd. Empirickd antibioticka 1é¢ba
ma vetsi potencidl jak terapeutického selhdni, tak vzniku
nezadoucich uc¢inkd, jako je dysmikrobie, toxické a alergic-
ké reakce a mnohem vétsi dopad na vznik a §ifeni antibio-
tické rezistence ve srovndni s 1é¢bou cilenou na konkrétni
patogen.

Jiz zavedeni metody MALDI-TOF (Matrix-assisted laser
desorption/ionisation time of flight) do bézné laboratorni
praxe v poslednich deseti letech vyznamné zkratilo ¢as nutny
k identifikaci patogenu a stanoveni citlivosti na antibiotika.
Metoda je zaloZend na porovnavani proteinového profilu vy-
Setfovaného patogenu ziskaného hmotnostn{ spektrofotomet-
rif s databazi profild konkrétnich mikrobd. Vyseteni plynule
navazuje na pozitivni detekci v hemokulturach v automatic-
kém hemokultivaénim systému a patogen je ur¢en béhem
12-24 hodin po pozitivit€¢ hemokultury. Citlivost je uvadé-
na v rozmezi 60-99 % v zdvislosti na konkrétni bakterii.
U gramnegativnich bakterii diky pfesné extrakci proteind
z bunécné stény se citlivost pohybuje mezi 84-99 %, u gram-
pozitivnich bakterif se uvadi nejcastéji kolem 80 % s rozme-
zim 65-96 % [4]. MBT Sepsityper® IVD Kit je test spolec-
nosti Bruker, ktery umoziluje zrychlenou identifikaci pomoc{
MALDI-TOF z pozitivni hemokultury béhem 15-20 minut
[5]. I pfes urychleni detekce jsou testy zaloZené na metodé
MALDI-TOF zévislé na citlivosti hemokultury a ¢ase do po-
zitivity.

Nové diagnostické metody

Soucasnym trendem v mikrobiologii je vyvoj rychlych dia-
gnostickych testd, tzv. rapid diagnostic testing (RDT), mezi
néz kromé molekuldrné genetickych metod patii i detekce
antigent, enzymu produkovanych bakteriemi a zanétlivych
medidtort. Molekularné genetické metody do velké miry
spliiujf pozadavky na vysokou citlivost, rychlost a minima-
lizaci pracnosti. Metody pouzivané k urceni ptivodct sepse
1ze rozdélit na metody identifikace z pozitivni hemokultury

a metody piimé detekce z plné krve. Podle principu pouZité
metody se rozliSuji metody amplifika¢ni (nucleic acid am-
plification techniques, NAAT) s vyuzitim PCR (polymera-
zové fetézové reakce) a sekvenacni metody nové generace.

1. Metody identifikace z pozitivni hemokultury

Tyto metody jsou i pres svou vysokou citlivost 91-100 %,
velké spektrum panelu detekovanych patogend, véetné gend
rezistence a rychlost vlastniho provedeni 1-3 hodiny stile
zatiZzeny dlouhym celkovym ¢asem do identifikace, ktery za-
hrnuje i dobu hemokultivace do pozitivity [6]. Prehled me-
tod je uveden v tabulce 1.

2. Metody piimé detekce z plné krve

Paralelné s rychlym vyvojem metod identifikace z hemo-
kultur rychle pfibyva i technologii k detekci patogent pfimo
z plné krve. Jejich hlavnim bonusem je dramatické zkraceni
¢asu do identifikace patogenu na 3—6 hodin, nevyhodou né-
kterych je pomérné nizka senzitivita ve srovndni s identifi-
kaci z hemokultury. Prvn{ test pro detekci patogent z plné
krve zavedeny do praxe byl The LightCycler® SeptiFast fir-
my Roche pracujici na principu real-time PCR, se senzitivi-
tou 65-75 %, ktery byl posléze stazen z trhu [11]. Kombi-
nace patogen specifické PCR a miniaturizované T2 vdZené
magnetické rezonance je podstatou metody pouZité firmou
T2Biosystems pro detekci bakteridlnich a fungdlnich pato-
gend a gend rezistence, kterd bude podrobnéji popsédna niZze.
Piehled metod je uveden v tabulce 2.

Nadgje byla vkladana do systému IRIDICA firmy Abbott,
ktery kombinuje patogen specifickou PCR a Electrospray
ionization-mass spectrometry (ESI-MS); panel obsahoval
780 mikroorganismd a 4 geny rezistence. Firma Abbott v§ak
prestala vyzkum podporovat a jeho testovani bylo po dvou
letech pozastaveno. Divody pro stazeni studie byly ekono-
mické, logistické i regulacni. Ukdzalo se, Ze pfistroj je né-
ro¢ny na prostor, cena piistroje i reagencii je vysokd, je nut-
nd nepretrZitd obsluha, propustnost je nizkd a neni dostatek
studif prokazujicich piinos metody [18]. Ceiti autofi Tkadlec
a kol. ve studii prokdzali, Ze diagnostika syst¢émem IRIDICA
je ve srovnani s konvenénimi metodami primérné o 34 ho-
din kratsi [19].

Nevyhodami PCR metod je nemoznost odlisit infekci a ko-
lonizaci (u infekci krevniho fecCisté infekci a kontaminaci),
potieba dostupnosti zkuseného a kvalifikovaného pracovni-
ka a adekvatniho laboratorniho prostfedi, absence vysetfeni
citlivosti a detekce omezeného spektra patogent, na které je
test cileny [6]. Vysledky mohou byt zkreslené pfitomnosti in-
hibitorti amplifikace a nizkou koncentraci mikroorganismd.

Sekvena¢ni metody nové generace se déli na amplifikacni
a tzv. shotgun metody. Amplifikaéni neboli sekvenaéni analy-
za 16S je zaloZena na amplifikaci genu pro 16S rRNA bak-
terii nebo 18S rRNA hub pomoci univerzélnich primerd;
amplikony jsou poté sekvenovany a podle ziskaného taxo-
nomického profilu je identifikovana bakterie nebo houba.
Shotgun metody stejné jako sekvenacéni analyza 16S vyuZi-
vaji sekvenovdni nové generace (next generation sequen-
cing, NGS), ale sekvenuje se pfi nich paralelné veskery ge-
neticky materidl obsaZeny ve vzorku. Sekvenace je tedy
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necilend (untargeted sequencing). Vysledkem je identifika-
= ce patogenu a potencidlné i gend rezistence. Tyto metody
% S p - umoziiuji obsdhlou analyzu genetického materidlu ve vzorku,
§ % = 5109 Sl maji vSak rovnéz své limitace: jsou ndkladné a narocné na
gl £y S ® kvalifikovany persondl a informacni systém k interpretaci
3_3.; @ vysledkd, jejich citlivost je pii detekci z krve ovlivnéna
Castym zachytem kontaminace a pritomnosti lidské DNA.
X % Pfim4 diagnostika metodou PCR v kombinaci
g a 2 le | % N s magnetickou rezonanci
g ) S = \;'; % Vyrobce T2Biosystems, Lexington, MA, USA, v roce 2018
— 5 & uvedl na trh inovativni, pIné automatizovany stolni ptistroj
© |~ T2Dx Instrument, uréeny k detekci patogenid a gentl rezi-
< stence pfimo z plné krve. V soucasné dobé existuji ¢tyfi pa-
= . nely: pro bakteridlni a kandidové infekce, pro geny rezi-
= 3] stence a nejnovéji i rozsiteny panel pro dalsi druhy kandid.
a 2 Prvni tfi jsou jiz schvdlené americkymi a evropskymi regu-
= @ N la¢nimi organy (FDA — U. S. Food and Drug Administra-
2 2 g tion, CE-IVD — Conformité Européenne — in vitro diagnos-
2 & % tics). T2Bacteria® Panel identifikuje Sest bakterii nejcastéji
2 = P zplsobujicich nozokomialni infekce krevniho fecisté znamé
a < 23 pod akronymem ESKAPE: Escherichia coli, Staphylocco-
3; lf & cus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
5 o | B : nii, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium (ve
5 |8 % b5} 2 zkratce ESKAPE je obvykle pod druhym pismenem ,E*
S 'g 8 < § 8 uveden Enterobacter spp.). T2Candida® Panel je uréen k pr-
qE) vy (_'3 (Z) E (5 fr kazu Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata,
s ; § = S % o -] _ Candida krusei a Candida parapsilosis. Panel T2Resistance
g — % (45 g E‘ 5 ﬁ; = je uréen k detekci 13 gent rezistence grampozitivnich a gram-
_ré; N g “ E E o S = negativnich bakterii [20].
=2 I Principem metody je detekce mikrobidlnich nukleovych
2 2 kyselin patogen specifickou PCR a ndsledna detekce ampli-
320 ~ - 8- kond pomoci T2 vdzené magnetické rezonance (T2MR).
= g _ S s g2 V pristroji dochézi k zakoncentrovani patogent, lyze bunék
g § 2 i % B = a amplifikaci uvolnéné nukleové kyseliny pomoci PCR.
] E < g E e Pfitomnd je termostabilni polymerdza a primery ESKAPE
= _§ % E E é E M bakterii nebo kandid. Amplikony bakteridlni nebo kandido-
% E 8 2 £ 5 o vé DNA hybridizuji na sonddch navdzanych na superpara-
S = = ; o B == magnetické ¢astice, vznikaji jejich agregaty, které jsou diky
3 3 3 % = s % 2 g zméné¢ chovani v magnetickém poli detekovany pomoci
2 T 2|20 |98 2 5 T2MR.
‘E 2a ﬁ & '§ g 5 g % K vySetfeni je nutné pacientovi odebrat 4 ml nesrazlivé
c 28 |4 2= 5 Z = & krve do zkumavky K2EDTA nebo K3EDTA Vacutainer.
2 f"é % % S| e = % = :' Z. Vysledek je k dispozici za 3—5 hodin. Soucasné je v pristroji
s |§|%35 5|5 B EBs 2= mozné vySetfovat 1-7 vzorkd, jeden vstup je vyhrazen pro
S § E8 2|88 >28 : . E statimové vy3etfeni. Metoda je velice citlivé, limit detekce
=2 je 1 CFU/ml, tedy niz8i nez u klasické PCR. V kazdém
§, § vzorku je interni kontrola, kterd monitoruje proces amplifi-
§ . g gﬂ kace a detekce. Ovéfuje, zda vzorek neobsahuje interferuji-
E & 22 § 2 ?0 = ci inhibitory a ovéfuje pravdivost negativniho vysledku.
a b= S| £ |E s | § Hlavni vyhody této metody jsou vysoka senzitivita, specifi-
| £ 318 1|3 2 b2 cita a kratky TAT. Vyrobce uddva senzitivitu u bakterii
- a kandid 90 % a 91 % a specificitu 98 % a 99 % [21,22].
2 £ V prvni studii hodnotici T2Bacteria Panel autord De An-
9 § é < 5 @ é § gelis e:t al. })ylo V.y§etfeno 14vO vv.%ovrkﬁ od .1.29. pacientu se su-
B 2 E g @ § 5 spekei na .1nfek01 krevniho re.ms’te. SCI.lZI.thI/ta byla 83,3 %
g g 3 + 8| = 4 2 2 a specificita 97,6 %. Negativni prediktivni hodnotq byla
3|3 i 6 kS 5 z + 2 stanovena na 99,8 %. U 13,8 % vzorku byl vysledek diskor-
== ~ £ | EX O - dantni — T2Bacteria Panel pozitivni a hemokultura negativ-
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ni, a vzorky byly hodnoceny jako falesné pozitivni. Po za-
vedeni tzv. true-infection kritéria, které umoznilo zahrnout
do hodnocenf citlivosti kromé hemokultury i vysledky vy-
Setfeni dalSich validnich biologickych materidlt, senzitivita
stoupla na 89,5 % a specificita na 98,4 %. Ukazalo se, Ze
vzorky s diskordantnim vysledkem byly odebrany pod anti-
biotickou clonou, proto byla bakteridlni naloz pro kultivaci
na rozdil od T2Bacteria Panel prili$ nizka. Diky vysoké cit-
livosti technologie T2MR detekuje i patogeny ovlivnéné jiz
zahdjenou antibiotickou 1é¢bou. Zajimavé bylo, Ze vzorky
vySetfované T2Bacteria Panel byly méné Casto kontamino-
vané, protoZe byly odebrdny jako druhé v potadi za hemo-
kulturami [23].

Nguyen et al. publikovali zatim nejrozsahlejsi studii hod-
notici T2Bacteria Panel, kterd zahrnula 1 427 pacientl v 11
americkych nemocnicich. Hemokultura byla pozitivni na sle-
dované bakterie u 3 % a T2Bacteria Panel pozitivni u 13 %
vzorkd. Senzitivita a specificita byly shodné 90 %, negativ-
ni prediktivni hodnota byla 99,7 %. V 10 % piipadu byla he-
mokultura negativni a T2Bacteria Panel pozitivni. Autofi
zavedli nasledujici kritéria pro hodnoceni spolehlivosti vy-
sledki: ,,proven BSI“ — hemokultura a T2Bacteria Panel
soucasné pozitivni, ,,probable BSI* — hemokultura negativ-
ni, T2Bacteria Panel pozitivni, patogen byl prokdzan z jiné-
ho odbéru hemokultury nebo validniho biologického mate-
ridlu, ,,possible BSI* — hemokultura negativni, T2Bacteria
Panel pozitivni, detekovand bakterie byla vérohodnou etio-
logii zjiSténé choroby (napft. E. coli u cholangoitidy). Pokud
z 10 % neshodnych vysledkl byly “probable” a “possible”
vysledky povazovany za pravdivé pozitivni, specificita se
zvysila na 96 %. Diskrepanci mezi negativnim vysledkem
hemokultivace a pozitivnim vysledkem T2Bacteria Panel au-
tofi vysvétluji schopnosti T2Bacteria Panel detekovat i bak-
terie usmrcené, neproliferujici, inhibované antibiotiky nebo
intracelularni ve fagocytech. MizZe se vsak jednat i o fales-
nou pozitivitu danou pfitomnosti bakteridlni DNA pfi tran-
zientni bakteriemii v disledku kratkodobého a klinicky ne-
zavazného poruseni kolonizované sliznice nebo kiize [24].

V navazujici studii se autofi zaméfili na neshodné vysled-
ky mezi hemokultivaci a T2Bacteria Panel. Z 233 pacienti
se u 21 vzorkt od 20 pacientti (9 %) lisil vysledek pozitivni
T2Bacteria Panel a negativni hemokultury. Osmdesat pro-
cent té€chto pacientd bylo v dobé odbéru léCeno antibiotiky.
Neshodné vysledky byly opét hodnoceny podle vySe popsa-
nych kritérii pro proven, probable a possible bakteriemii. Pfi
nesplnéni kritérif byl vysledek T2Bacteria Panel hodnocen
jako falesné pozitivni. U 14 z 20 pacientt (15 z 21 vzork()
s diskordantnim vysledkem byl ndlez vyhodnocen jako pro-
bable nebo possible bakteriemie a byla u nich diagnostikova-
na loziskova infekce: u sedmi pacientti pyelonefritida, u Ctyf
absces, jednotlivé pneumonie, infikovany hematom a osteo-
myelitida. Tyto lokalizované infekce byly zpuisobeny pato-
genem detekovanym T2Bacteria Panel, jiny patogen nebyl
z biologického materidlu prokazan. Test T2Bacteria Panel je
tedy pravdépodobné schopen detekovat ptivodce lokalizova-
né infekce, pfi niz dochdzi k intermitentni bakteriemii. Vy-
znamnou roli v nesouladu vysledkd mezi obéma metodami
autofi rovnéz pfipisuji antibiotikim [25].

V dosud jediné Ceské studii autorti Dievinka et al. byla
zjiSténa senzitivita 94 % a specificita 100 %. V 36,7 % pozi-

Obrazek 1
Schéma metody T2Bacteria Panel

Plna krev (EDTA)
1

T2B Cartridge <= Reagent Tray Kit
)

T2Dx Instrument
3-5 hodin

zakoncentrovani bakterii, lyza bunék
1
patogen-specificka PCR
\

hybridizace amplikont se sondami
na superparamagnetickych ¢asticich

1

detekce agregatt T2 vazenou
magnetickou rezonanci

1

ur¢eni ESKAPE bakterii

tivnich vzorkl byl patogen prokazan pouze pomoci T2Bacte-
tiky. Sedesét procent pacientti diky rychlejii metodé dosta-
lo casnéji cilenou 1é¢bu. V prubéhu studie se zvySila
i citlivost hemokultur ze 14,8 % na 36,4 %, patrné v di-
sledku nového proskoleni persondlu ve spravném provedeni
odbéru krve [26].

Rychlost identifikace patogenu pomoci T2Bacteria Panel
zGstavé zatim nepfekonand. Cas do detekce se méni v zé-
vislosti na poctu simultanné vysetfovanych vzorkd. Ve stu-
dii autorti Nguyen et al. byl vysledek dostupny primérné za
3,61 h, pfi plném obsazeni pfistroje za 7,7 h. Cas do pozi-
tivni signalizace hemokultur byl v priméru 38,5 h a do iden-
tifikace patogenu 71,7 h [24]. Ve studii Dievinka et al. trva-
la detekce patogenti pomoci T2Bacteria Panel primérné
0 55 hodin méné€ nez hemokultivace [26].

Test T2Bacteria Panel ma i své limitace. Riziko kontamina-
ce je pravdépodobné nizsi nez u jinych PCR technik a spada
predevsim do preanalytické faze. Je dilezité provést asep-
ticky odbér krve, zamezit kontaminaci vzorku pfi dalsi ma-
nipulaci a pfed kazdym pouZitim povrch pfistroje a pracov-
ni plochu dikladné a opakované dezinfikovat. Pfi vlastnim
vySetfeni je prace s biologickym materidlem minimalizova-
na. Do pfistroje se vkladd pfimo zkumavka s materidlem
a neni potfeba zadna laboratorni pfiprava, pfi niZ by mohlo
dojit k ptipadné kontaminaci. Kromé toho béZné kozni kon-
taminanty (koaguldza-negativni stafylokoky a koZni kmeny
korynebakterif) nejsou v panelu obsaZeny a metoda je tedy
nedetekuje. T2Dx pristroj je uzavieny systém a T2Bacteria
Panel je zacilen na DNA obsaZenou v bakteridlnich buii-
kéch, nikoliv na volnou DNA. Tyto vlastnosti byly vyvinuty
s cilem minimalizovat kontaminaci a inhibici cirkulujic{ lid-
skou DNA [24].
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Pii detekci polymikrobidlnich infek-
ci pomocf klasické multiplex PCR re-
akce dochdzi pfi vyznamné kvantita-
tivni pfevaze DNA jedné bakterie ke
kompetitivni inhibici dal$iho cile. Pti
pouziti T2Bacteria Panel byl tento jev
pozorovan pouze pfi soucasné piitom-
nosti E. coli a P. aeruginosa s vysokou
prevahou prvni bakterie ve vzorku.

Interpretace  vysledkd vySetfen{
T2Bacteria Panel by méla byt vedena
zkusenym klinikem s ohledem na kli-
nicky stav nemocného a vysledky
standardnich diagnostickych postupti.

Cena jednoho vySetieni pomoci
T2Bacteria Panel je pfiblizné
5.000,— K¢ bez DPH, tedy pomérné
vysoka, a vySetfeni zatim neni hrazeno
zdravotnimi pojisSfovnami. Metoda ne-
umoziiuje detekovat vSechny patogeny
vyvoldvajici bakteriemie, nemize tedy
nahradit konvencni mikrobiologické
metody a méla by slouzit jako dopli-
kové vySetfeni. Bakterie ze skupiny
ESKAPE jsou nejcastéj$imi etiologic-
kymi agens nozokomidlnich bakterie-
mii a castymi ptvodci komunitnich
bakteriemii (S. aureus, E. coli), a pro-
to autofi studii doporucuji metodu jako
vhodnou k pouziti na oddé€lenich ur-
gentniho piifjmu a jednotkdch inten-
zivni péce. Casn identifikace patoge-
nu umoZziuje Casné zahdjeni cilené
antibiotické 1écby nebo Casnou dees-
kalaci dvodni Sirokospektré 1é¢by.

Panely pro bakterie a kandidy neu-
moznuji soucasnou detekci geni rezi-
stence. Citlivost na antibiotika Ize ové-
fit antibiogramem u vykultivovaného
mikroba, proto je paralelné provddénd
hemokultivace nezbytnd. Druhou
moZnosti je zafazeni panelu pro detek-
ci rezistence, coz déle vyznamné zvysi
cenu mikrobiologické diagnostiky.

94,1
98
99
99
86
854
83
63!

Specificita (%)
66-95

Senzitivita (%)
29-65
100
90
91
78
48
89
63
NPV 98,4
93

13 geni rezistence (G-, G+ bakterie)
1 359 patogend: 303 bakterii, 40 hub®

200 bakterif, 65 hube
> 1 000 patogent (bakterie, DNA viry,

73 G+, 12 G- bakterii, 6 hub,

56 bakterii, 19 hub, 9 genu rezistence®
> 1 200 patogenti (bakterie, viry)
paraziti, houby)

Detekované mikroby
2 geny rezistence

6 druht kandid
6 bakterii
5 druht kandid

Tabulka 2

tody pfimé detekce patogenll z pIné krve (upraveno podle Peri et al. [11])

iDTECT® Dx Blood test
Karius NGS Plasma

Fungiplex® Candida
Test™

Magiplex™ Sepsis
Hybcell Pathogens
DNA assay

Real-Time test
T2Biosystems
T2Biosystems
T2Biosystems?
SepsiTes™
Micro-Dx™

Nazev

arni me

Molekul

Zavér

Diagnostické metody nezdvislé na
hemokultivaci maji potencidl zlepsit
1é¢bu pacienti s infekcemi krevniho
feCisté, protoZze umoziluji faddové rych-
lejsi cilenou detekci patogend v porov-
nani s konven¢nimi metodami, maji
vyS$i senzitivitu a specificitu a jejich
vysledek je méné ovlivnén jiz probiha-
jici antibiotickou 1é¢bou. Lze piedpo-
kladat, Ze casnéji zahdjena cilend anti-
infekéni 1écba povede k lepSimu
1éCebnému vysledku a perspektivné se

sy

odrazi ve zpomalen{ §ifeni antibiotické

Bruker Daltonik
T2Bacteria® Panel
T2Candida® Panel
T2Resistance® Panel
PathoQuest, Illumina
Karius, Illumina

Vyrobce
Seegene
Molzym
Molzym
CubeDx

tody (NAAT)

cnl me

a Skeel et al. [12], b https://www.molzym.com/index.php [13], ¢ https://www.molzym.com/index.php [14], ¢ https://www.molzym.com/index.php [15], ¢ Knabl et al. [16],

MR - magneticka rezonance, NGS — next generation sequencing, NPV — negativn{ prediktivni hodnota
U https://kariusdx.com/ [17]

Sekvena¢ni metody nové generace

Multiplex real-time PCR
PCR + miniaturizovand MR
PCR 16S/18S + sekvenace
PCR 16S/18S + sekvenace
PCR 16S/18S + sekvenace
Necilend NGS (shotgun)
Necilena NGS (shotgun)

Technologie
Amplifikay
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rezistence. Skutecny piinos zavedeni novych metod zavisi
na vice faktorech, jako je nasledny zptisob zpracovani vy-
sledku klinickym lékafem, propojeni s programy antibiotic-
kého stewardshipu, stav antibiotické rezistence v daném za-
fizeni a pomér cena-vykon, coZ bude nutné ovéfit v dalSich
studiich. Podnétem pro dalsi vyzkum je také zatim neovéie-
ny piinos metody k diagnostice etiologie lokalizovanych in-
fekei a optimdlni nacasovani odbéru krve na vysetfeni.

Prdce byla podporena internim grantem Fakultni nemoc-
nice Bulovka ¢. 22-1GS06-36.
Podporeno MZ CR — RVO (FNBul, 00064211).
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Pfipad botulismu v CR a souéasné moznosti detekce
neurotoxinu Clostridium botulinum

J. DRESLER?, K. MATUSKOVA4, Z. KALANINOVA2, P. POMPACH3, M. VOLNY?,
P. NOVAK2, A. BURANTOVA4, M. HOLUB*
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SOUHRN

Dresler J., Matuskové K., Kalaninové Z., Pompach P., Volny M., Novak P., Burantova A., Holub M.: P¥ipad botulismu v CR a souas-
né moznosti detekce neurotoxinu Clostridium botulinum

Botulismus je v Ceské republice raritni Zivot ohroZujici onemocnéni. Od roku 1960 bylo hlaseno celkem 155 ptipadi, pficemz od ro-
ku 2013, s vyjimkou vyskytu familiarniho botulismu v roce 2013, se jednalo dle udajii ISIN (diive EPIDAT) pouze o 3 izolované pii-
pady. V nasi praci uvadime vyskyt botulismu po poziti pastiky nedohledatelného ptivodu u manzelského paru, jenz byl hospitalizo-
van v Cervenci 2022 pro otravu botulotoxinem. Z neurologickych pfiznakii dominovala dysartrie, po aplikaci antibotulinniho séra
doslo k vyraznému zlepSeni klinického obrazu. Vzorky pacientt byly analyzovany pomoci afinitnich nosi¢ci a MALDI hmotnostni
spektrometrie. Jedna se o moderni vysoce citlivou techniku k zji§téni pfitomnosti botulinnich neurotoxint. Na rozdil od klasického
prukazu obtiZznym a finan¢né nakladnym biologickym pokusem na mysich nedochazi pfi vySe uvedené analyze k usmrcovani labora-
tornich zvirat.

Klicova slova: botulinové neurotoxiny, alimentdrni botulismus, diplopie, dysartrie, antibotulinni sérum, MALDI,
peptidovy substrdt

SUMMARY

Dresler J., Matuskova K., Kalaninova Z., Pompach P., Volny M., Novak P., Burantova A., Holub M.: A case of botulism in the Czech
Republic and current possibilities for detecting the neurotoxin produced by Clostridium botulinum

In the Czech Republic, botulism is a rare life-threatening disease. A total of 155 cases have been reported since 1960; according to the
ISIN (formerly EPIDAT) database, there have been only three isolated cases since 2013, with the exception of a single occurrence of
familial botulism in 2013. In our work, we present the occurrence of botulism after ingestion of paté of untraceable origin by a coup-
le who were hospitalized for botulotoxin food poisoning in July 2022. Their neurological symptoms were dominated by dysarthria.
After administration of antibotulinum serum, their condition improved significantly. Patient samples were analyzed using affinity car-
riers and MALDI mass spectrometry, a modern highly sensitive technique for detecting the presence of botulinum neurotoxins. Unlike
traditional detection by a difficult and costly biological experiment on mice, the above analysis does not require the killing of labora-
tory animals.

Keywords: botulinum toxins, food botulism, diplopia, dysarthria, botulinum antitoxin, MALDI, peptide substrate
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Uvod né F) obligdtné anaerobni, sporulujici, grampozitivni bakte-
Botulismus patii v Ceské republice k velmi vzicné se vy-  rie Clostridium botulinum, vzécné i Clostridium butyricum
skytujicimu onemocnéni. Posledni vyskyt familidrniho bo-  a Clostridium baratii [2,3].
tulismu byl zaznamendn v roce 2013, a dile byly zazname- Klostridia jsou pfitomna v pidé, kam se dostdvaji ze zazi-
nény izolované pfipady v letech 2014, 2015 a 2017. Otrava je ~ vaciho traktu zvifat. Tepelnd odolnost spor se zvySuje v po-
zpusobena neurotoxinem (nejéast&ji typu A, B, E a vzdc-  travindch s vyS§im pH a vyS$$im obsahem soli [4].
| 26 Klinicka mikrobiologie a infekénf Iékafstvi 2023 1




PREHLEDOVY CLANEK

Za vhodnych anaerobnich podminek se pak spory méni ve
vegetativni formu a produkuji toxin, ktery je termolabilni
a je nicen pifi 85 °C za 15 minut [5]. Jednd se o nejjedo-
vat€j$i zndmy toxin s letdlni ddvkou pro ¢lovéka 1 ng/kg
télesné hmotnosti [6]. Botulotoxin je proto povaZovan za vy-
znamnou hrozbu v rdmci bioterorismu nebo potencidlni bio-
logickou zbrari [7].

Podle zptisobu ndkazy se tradi¢né rozliSuje nékolik typh
botulismu — alimentarni, vznikly kontaminaci rany, a koje-
necky. NejCastéjs$i alimentdrni botulismus je vyvoldn po-
zitim kontaminovanych potravin, pfedev§im nedostate¢né
tepelné upravenych. Nastup symptomd se obecné objevuje
od 18 do 36 hodin po poZiti kontaminované potraviny.
Pocéte¢ni pfiznaky se mohou projevovat zvracenim, nevol-
nosti, kie¢emi v bfise nebo prijmem. Uvodni neurologické
pfiznaky zahrnuji xerostomii, mlhavé nebo dvojité vidéni.
Dal$im typem je botulismus zpGsobeny kontaminaci rany.
Klinické pfiznaky jsou podobné predchozimu typu, kromé
zmény gastrointestindlni motility. Dalsi formou je velmi vzéc-
ny kojenecky botulismus, ktery je zpisoben vstfebanim to-
xinu produkovaného C. botulinum kolonizujicim stfevni trakt
déti, a to az do veéku jednoho roku. Kojenecky botulismus
Casto souvisi s pozitim medu. Mezi prvotnimi klinickymi pii-
znaky dominuje zacpa, ddle mizeme pozorovat suchost sliz-
nice, sniZenou gastrointestindlni motilitu, retenci moce a ko-
lisani srde¢ni frekvence [3,4].

Nejnovéji identifikovanou formou botulismu je iatrogenni
botulismus. Intoxikace se miZe objevit u jedincd, kteti dosta-
vaji injekce botulotoxinu pro kosmetické tcely (napf. vrasky
na obliceji) nebo z terapeutickych divodi (napf. pii 16¢bé
svalové spasticity), ale také v souvislosti s intragastrickou
aplikaci injekci botulotoxinu [8]. ReSerse dostupné literatu-
ry z roku 2017 vSak uvadi, Ze v soucasné dobé neexistuje
presvédCivy prikaz trvalého tbytku hmotnosti po pouZiti
endoskopické injekce botulotoxinu [9].

Botulismus je pfi v€asné diagndze reverzibilni, ale mize
i zanechdvat ndsledky ¢i koncit smrti [2]. Diagnéza je za-
loZena na epidemiologické anamnéze a charakteristickych
klinickych ptiznacich. Prikaz toxinu se standardné provadi
obtiznym a finan¢né ndkladnym biologickym pokusem na
mysich [10]. Alternativni pfistup detekce vyuziva produkti
Stépenych botulotoxinem pomoci afinitnich nosi¢d a MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization) hmotnostn{
spektrometrie [11]. Tato technika pfimé detekce vyuziva vy-
soce specifické proteazové aktivity botulotoxinu s cilenymi
peptidy specifickymi pro kazdy toxin sérotypu [11]. Peptidy
odvozené z endopeptiddzové aktivity BoNT jsou nasledné
detekovany pomoci MALDI-TOF-MS. V pufru tato metoda
dosahuje citlivosti az 0,01 LDs, pro mys (stfedni letdlni dav-
ka). Pfesnéjsi typ toxinu lze ndsledné urc¢it pomoci poly-
merazové fetézové reakce (PCR, polymerase chain reaction)
nebo novéji PCR v redlném case (RT PCR), pfipadné pfi
piitomnosti dostate¢ného mnoZzstvi toxinu i pfimym prika-
zem vlastnich peptidd toxinu pomoci tandemové hmotnost-
ni spektrometrie.

Kazuistika
60lety pacient A a jeho 59letd manZelka, pacientka B, by-
li pfivezeni rychlou zachrannou sluzbou na Emergency UVN

Praha 24. 7. 2022 ve 12.20 hod. Oba manzelé 17. 7. spole¢né
konzumovali pastiku. 20. 7. zacaly lehké obtiZze ve smyslu
tinavy. Unava, malétnost, slabost ale progredovaly, postupné
se pridaly i dysartrie a kolébava chiize. U pacienta A byla
dysartrie o néco horsi. Nemocni sami upozornili na obavy
z botulismu a své priznaky spojili se zkazZenou pastikou
(mohlo to souviset s faktem, Ze pacientka B je zdravotnik —
fyzioterapeutka). Pfi piijmu laboratorné bez vyraznéjsi pa-
tologie. Klinicky se nové objevily mirné problémy s poly-
kéanim. Bez prodleni bylo indikovano podani séra antitoxing.

Pacientka B byla chronicky 1é¢ena pro arteridlni hyperten-
7i, pacient A nemél Zadné komorbidity. Ani jeden z nich ne-
mél v anamnéze alergii, coZ je dilezitd informace ve vztahu
k podani nehuménnich sér. Z Toxikologického informacni-
ho stfediska bylo ndsledné ziskdno 20 lahvicek séra Anty-
toksyna botulinowa (vyrobce Wytwornia Surowic i Szcze-
pionek BIOMED, spol s r. 0., VarSava, Polska republika).
Pacientim byly podany dvé 3hodinové infuze (fedéno do
250 ml fyziologického roztoku a infuze séra musela byt za-
hrdta na 36 °C). Béhem podani séra byly monitorovany Zi-
votni funkce obou pacientti.

Klinicky stav byl stabilni a jiZ nedochdzelo k dal§imu zhor-
Sovani. Po nékolikadenni observaci byli oba pacienti pro-
pusténi do doméciho prostiedi. Ze vstupnich odbérd jsme
zajistili 1 vzorek pro zpétné potvrzeni diagnézy botulismu,
tj. pred aplikaci antitoxinu.

Diagnostika a 1écba

Z dtivodu jasného klinického obrazu a rizika prodleni pfi
¢ekani na vysledky analyzy (k hospitalizaci doslo v sobotu
a prislusni laboratorni pracovnici nebyli pfitomni) bylo in-
dikovdano podéani séra antitoxini pfed provedenim vlastn{
analyzy. Pacientim bylo odebrano sérum pied podanim an-
titoxinu a plazma po podani antibotulinniho séra a uloZeno
na —80 °C.

Analyza toxinu provedenim biologického pritkazu na my-
§ich v Ndérodni referen¢ni laboratofi pro anaerobni ndkazy
v Ostravé byla timto pracovistém odmitnuta z divodu pro-
dlevy uskladnénim vzorku (prikaz toxinu je mozno provadét
pouze v Cerstvém vzorku). Déle bylo zjisténo, Ze alternujici
pracovisté ve Statnim veterindrnim dstavu v Praze 6-Lysola-
jich se timto typem analyz jiZ nezabyva. Vyse uvedené vzor-
ky pak byly analyzovany pomoci afinitnich nosi¢d a MALDI
hmotnostni spektrometrie. Tato technika je dlouhodobé vy-
vijena a implementovana ve spolupraci Biotechnologického
dstavu, Mikrobiologického tstavu AV CR a Vojenského
zdravotniho tstavu. V soucasnosti je k dispozici analyza pro
detekcei typii A a B. Tyto analyzy jednoznacné neprokdzaly
pfitomnost vyse uvedenych toxint ve vzorcich. Alikvotni
podil téchto vzorkl pak byl zaslan do némecké narodni re-
ferenéni laboratofe (Institut Roberta Kocha, Berlin), kde
rovnéZ nebyla zjisténa pfitomnost botulinového neurotoxinu
A, B, E aF, a to jak vySe uvedenou technikou, tak i pomo-
ci enzymoimunoeseje.

Diskuze
Diagnostika botulismu je samoziejmé vzhledem k nut-
nosti neodkladného podani antiséra v prvni fadé klinicka.
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U tohoto konkrétniho piipadu v rozhodovani pomohl jiZ jen
fakt, Ze se stejnymi priznaky pfijeli dva ¢lenové spolecné
domadcnosti, tedy podezieni na otravu bylo zjevné. Déle po-
mohla dobrd informovanost pacientt, véetné dulezité infor-
mace o zkaZené pastice, kterd nds navedla jiZ cilené. Klinicka
odpovéd na podani séra (zdstava progrese neurologického
postizeni) diagnézu prakticky potvrdila. Posledni rodinny
vyskyt botulismus byl zaznamenan v roce 2013, kdy $lo o tfi
¢leny jedné rodiny, ktefi pozili kontaminovanou vepiovou
pastiku. Pacienti dostali antibotulinni sérum a uzdravili se
[1]. Nicméné vzhledem ke Spatné dostupnosti séra uvedeny
rodinny vyskyt vedl k navySeni pohotovostni zdsoby antibotu-
linnfho séra v Toxikologickém informacnim stedisku v Pra-
ze.

V piipadé nejasné anamnézy, rapidni progrese neurologic-
kého deficitu, postiZzeni u pouze jednoho pacienta, ¢i naopak
vice nemocnych bez jasné anamnézy poZiti stejné potraviny,
podezieni z bioterorismu, je vSak diferencidlni diagnostika
mnohem $irsi a ziskani zpétného laboratorniho potvrzeni je
proto nezbytné, a to v kratkém casovém tuseku.

Negativni vysledek analyzy v krevnich vzorcich mohl byt
zpusoben tim, Ze pacienti byli hospitalizovani po 7 dnech od
ingesce pravdépodobného zdroje otravy. Empiricky jsou bo-
tulotoxiny v krvi prokazatelné maximdlné do 72 hodin, kde
jsou rychle degradovény pfitomnymi protedzami. Pro potvr-
zeni ndkazy jsou esencidlni vzorky stolice, které by mohly
slouzit k izolaci a kultivaci pravdépodobné pfitomného to-
xigenniho kmene, piipadné je vyuZitelny nepfimy prukaz
genu pro toxin (touto technikou Vojensky zdravotni dstav
rovnéz disponuje). Technika PCR pomize v prikazu i v pfi-
padech, kdy jiz doslo k degradaci toxinu v organismu, a pii-
my prikaz na zdkladé jeho Gcinku ddva negativni vysledek.
Mezi dalsif mozné vzorky patii Zaludecni aspirat a podezie-
1y vzorek jidla, ktery se rovnéZ v tomto piipadé nepodatilo
zajistit.

Odbér stolice vSak z divodu raritnosti botulismu, a s tim
souvisejicimi nedostatenymi zkuSenostmi s touto otravou,
nebyl realizovan. Takového vzorky dle praxe némecké refe-
renéni laboratofe vykazuji pozitivitu i pfes negativni vysle-
dek v séru. Lze je skladovat i pfi teploté 4 °C (zmrazovani
neni doporuc¢eno) do nasledného transportu.

Detekce produktti protedzové aktivity botulotoxinu pomo-
cf afinitnich nosi¢t a MALDI hmotnostni spektrometrie je
v odborné komunité dlouhodobé etablovanou a preferova-
nou alternativou k experimentu na zvifeti. V pripadé meto-
dy pokusu na mysich miZze pro vysetieni jednoho pacienta
dojit k usmrceni az 10 laboratornich mysi (urcuje se té€Z typ
toxinu a orientacné i jeho koncentrace). V rtiznych variacich
tohoto vysSetfeni miiZze byt pokus i velmi stresovy pro labo-

ratorni zvife, a je tedy nutné velmi dobfe zvaZovat nutnost
vyuziti této metody. Nemalym tskalim tohoto pfistupu je ta-
ké nutnost proskoleného a zkuSeného laboratorniho perso-
nélu pro pozorovani specifické symptomatologie otravy pred
thynem [10,11].

Je potieba zduraznit, Ze pokus na sajicich mysich je po-
sledn{ laboratorni diagnostikou provddénou na Zivych sav-
cich. V obecné roviné se proto domnivame, ze je-li moznost
pouZzit jind vySetieni k potvrzeni diagnézy nez pokus in vi-
vo, méla by byt v kazdém pripadé preferovana.

Pode&kovéani

Laboratorni analyza pomoci afinitnich nosi¢ti a MALDI
hmotnostni spektrometrie byla realizovdna za podpory Dlou-
hodobého zaméru rozvoje organizace Ministerstva obrany
¢. 907930101413 a projektu MO1012.

Autori dékuji Dr. Martinu Dornerovi, Dr. Martinu Skibo-
vi a Dr. Silvie Worbs z némecké ndrodni referencni labora-
tore pro botulinové nakazy z Institutu Roberta Kocha v Ber-
Iiné za provedeni analyz dodanych vzorki.
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ZPRAVA

Vzpominka na byvalého primare infek¢éniho oddéleni

docenta Poljaka

Dne 20. kvétna 2023 zemfel ve véku 96 let nestor ostrav-
ské a ceskoslovenské infektologie doc. MUDr. Vladko Pol-

jak, CSc. Docent Poljak pracoval na
infekénim oddéleni v Ostravé-Po-
rubé od 70. let minulého stoleti,
dlouhodobé byl primafem oddé€leni
a soucasn¢ krajskym odbornikem pro
obor infekénich chorob. Docenturu
ziskal v roce 1988, kdy obhdjil di-
zertaCni praci o klisfové encefaliti-
dé. I po odchodu do starobniho di-
chodu v 90. letech se naddle aktivné
zajimal o déni na klinice, pravidelné
se zucasttioval klinickych seminaf,
na kterych nds udivoval svymi roz-
sdhlymi teoretickymi znalostmi
i cennymi postiehy z klinické praxe,
a to nejen z oboru infekéniho 1ékat-
stvi.

Docent Poljak dlouhodobé vyuco-
val infekéni lékafstvi na Lékarské
fakult€ Univerzity Palackého v Olo-
mouci, byl autorem nékolika uceb-

vvvvv

nemoci* z roku 2000, ktera se stala srozumitelnou ucebnici

medikl nejen olomoucké univerzity.
Byl aktivni v pfednaskové i publikac-
ni ¢innosti béhem svého zaméstnani,
ale i po odchodu do dichodu. Obdi-
vuhodna byla jeho rozsahld jazykova
vybavenost. Dokonalou znalost ang-
lictiny a némciny vyuZzival pri piekla-
dech odbornych textu.

Docent Poljak byl spolecensky, pra-
telsky a ochotny poradit i mladSim ko-
leglim na klinice. V osobnim Zivoté se
zajimal o Ceskou literaturu, o sport,
byl fanouskem Baniku Ostrava, vé-
noval se turistice a byl velmi dobry
taneénik.

Vénujte prosim docentu Poljakovi,
spolu s kolegy Kliniky infek¢niho 1é-
karstvi Fakultni nemocnice v Ostrave,
tichou vzpominku.

Doc. MUDr. Ludék Roznovsky, CSc.
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