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ANOTACE

Prace pojednava o bakterii Clostridium botulinum a detekci toxinu produkovaného
touto bakterii. Cilem prace je Ctenafe v prvni Casti seznamit s charakteristikou a vlastnostmi
bakterie Clostridium botulinum. Dalsi ¢ast je vénovana samotnému toxinu — botulotoxinu,
ktery uvedend bakterie produkuje a jeho patogennimu ucinku na zvifata i ¢lovéka. S tim
souvisi i onemocnéni projevujici se po intoxikaci botulotoxinem zvané botulismus. Hlavni
Casti této bakalaiské prace jsou metody detekce samotného botulotoxinu. Tato Cast se vénuje

detailnimu popisu jednotlivym metod a jejich vyuziti v klinické praxi.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Methods for Detection Clostridium botulinum Toxins

ANNOTATION

The thesis focuses on bacteria Clostridium botulinum and the detection of a toxin
produced by the bacteria. The aim of the thesis is to acquaint the characteristics and properties
of bacteria in the first part. Next part is about toxin itself — botulinum toxin, which the
bacterium produces and about it‘s pathogenic effect on animals and humans. Related to this is
diseases after botulinum toxin intoxication called botulism. The main part of this bachelor’s
work is about methods of detection botulinum toxin. This chapter is devoted to the detailed

description of individual methods and their use in clinical practice.
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botulotoxin
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UvVOD

Bakterie rodu Clostridium jsou volné Zijici grampozitivni, sporulujici ty¢inky z ¢eledi
Clostridiaceae. Zastupci rodu Clostridium produkuji siln¢ nebezpecné toxiny. Mezi
nejznaméjsi zastupce tohoto rodu patii druh Clostridium botulinum. Clostridium botulinum
pfeziva za riznych podminek v potravé, ¢imz se snadno dostdva do organismu hostitele.
V organismu hostitele se bakterie pomnozi a ze svych spor za¢ne produkovat velmi toxickou
latku zvanou botulotoxin. Botulotoxin se nejcastéji vyskytuje ve Spatné zakonzervovanych
potravinach, vinou ¢ehoz se snadno dostava do téla hostitele. V téle hostitele napadne
nervovy systém a zpusobi zavazné onemocnéni zvané botulismus. Botulotoxin piedstavuje
velkou hrozbu pro populaci z divodu jeho potencialniho vyuziti pti bioteroristickém ttoku.
Proti tomuto toxinu neexistuje u¢innd vakcina a pfi rozpraseni botulotoxinu ve form¢ aerosolu
by doslo k rychlému Sifeni v populaci.

I kdyz ma botulotoxin tak silné nezadouci G¢inky na ¢lovéka, vyuziva se ve velmi
slabych koncentracich v medicing. Jeho mechanismus plsobeni lze vyuZzit napt. v estetické
medicing pii botoxovém zakroku nebo také k 1é¢bé fady onemocnéni, ktera jsou provazena
zaSkuby zplsobenymi nervovym poskozenim nebo svalovymi tonusy.

Tato bakaléatfskd prace se predev§im zaméfuje na rizné metody detekce bakterie
Clostridium botulinum, jimiz lze identifikovat produkovany botulotoxin v riznych matricich
vzorkll. Metody detekce botulotoxinu se stale inovuji, fada védct se snazi pfijit na novéjsi
a lepsi teSeni. Za zlaty standard pro detekci botulotoxinu je povazovan test provadény na
mysich. Mezi dal$i metody detekce patii testy zalozené na imunologickych metodéch,
vyuzivajicich reakci mezi protilatkou a antigenem. Existuje ale i spousta metod, které jsou
zalozené na endopeptiddzové aktivité samotného botulotoxinu. Tyto metody pak maji princip

odvozeny od instrumentéalnich metod.
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1 CLOSTRIDIUM BOTULINUM

1.1 Historie

Prvni zminka o bakterii Clostridium botulinum saha do 18. stoleti, pfesné&ji do roku
1793, kdy némecky basnik a okresni 1ékat Justinus Christian Kerner (1786-1862) popsal
prvni piiznaky botulismu. Latku nalezenou ve zkazenych klobasach nazval jako klobasovy
jed. V té dob¢ byly klobasy vyrabény z vnitinosti vepit, krve a masa, které byly poté vatreny
ve vrouci vodé a skladovany pii pokojové teploté. Tyto podminky vedly k dokonalému pteziti
spor a pomnozeni bakterie Clostridium botulinum (Matthews a kol., 2017). V roce 1817
doktor Kerner velmi podrobn¢ referoval v 1ékarskych listech o smrti sedlaka, ktera nastala po
poziti vyuzené, ale nepievaiené klobasy (Krhut, 2006). AvSak doktoru Kernerovi
se nepodatilo prokazat podezieni na biologicky jed (Matthews a kol., 2017). O dvacet let
pozdéji (roku 1884) doslo v belgické vesnici Ellenzells k otravé 34 1idi, z nichZ tfi zemfeli.
Puvodce této otravy byl nalezen ve zbytcich uzené sunky (Adams a kol., 2016).

Poprvé byla bakterie Clostridium botulinum izolovana v roce 1895 z domaci Sunky,
ato belgickym bakteriologem Emile Pierre-Marie van Ermengemem (1851-1932) na
univerzit¢ v Gentu. Tato Sunka byla ponofena do slaného nalevu, kde byly poskytnuty
anaerobni podminky pro pteziti spor C. botulinum. Bakteriolog Ermengem jako prvni diky
této izolaci identifikoval, ze nemoc zpusobena touto bakterii, je produktem intoxikace
potravin sporami C. botulinum. Nazev této bakterie vznikl z latinského slova ,,botulus®, coz
v piekladu znamena klobasa (Erbguth, 2004).

Tato bakterie vSak od svého prvotniho popsani nespadala do rodu Clostridium, ale do
rodu Bacillus. Po té co belgicky lékar spatiil fylogenetické rozdily mezi t€émito dvéma rody,
pojmenoval bakterii dnes jiz znamym nazvem Clostridium botulinum (Wareing a kol., 2010).
V roce 1920 se Hermanu Sommerovi podafilo izolovat ¢isty BoNT typu A a roku 1949
vyzkumny tym Arnolda Burgena prokazal mechanismus plisobeni BoNT spocivajici
Vv blokovani neuromuskularniho pfenosu snizenym uvolfovanim acetylcholinu. V klinické
praxi byl poprvé BoNT vyuzit roku 1981 anglickym oftalmologem Alanem Scottem k lécbé
strabizmu (Krhut, 2006).

-13-



V 70. letech ve stat¢ New York vypukla nejvétsi nakaza botulismu po konzumaci
konzervované polévky, coz vedlo k vydani dalSich ptfedpisi pro bezpecné zpracovani

konzervovanych potravin (Matthews a kol., 2017).

1.2 Morfologie a kultivace

Clostridium botulinum se fadi mezi Gram-pozitivni striktné¢ anaerobni, pohyblivé
a sporulujici bakterie. Jeji velikost se pohybuje v §ifce okolo 2 pm a v délce 10 um a vice.
Klostridie maji rovny tyckovity tvar a nékdy mohou mit i mirn¢ zahnuté okraje. Tvofi ovalné
spory uvniti bakterialni buiiky, které vydouvaji ty¢inku. Spory jsou uloZeny subterminalné
tzn. mezi stfedem a koncem ty¢inky (viz Obrazek 1). Proces tvorby spor se nazyva sporulace.
Spory jsou rezistentni vici vnéj$imu prostiedi a odolavaji i nékolikahodinovému varu. Dale
spory piezivaji nepiiznivé podminky, jako je vliv UV zafeni, dezinfekce, kyselejsi prostiedi
a vysychani (Adams a kol., 2016). Je-li bakterie vystavena vnéjS§imu stresu, pak produkuje
spory, které jsou extrémné odolné viici okolnim faktorim (Cenciarelli a kol., 2019). Barveni
spor se provadi metodou dle Wirtze-Conklina. Spory jsou obarveny zelené malachitovou
zeleni av mikroskopu jsou pozorovany uvnitf cervené zbarvené bakteridlni bunky.
Clostridium botulinum ma na svém povrchu peritrichialni bi¢iky, pomoci kterych je schopna
pohyblivosti. Bi¢iky jsou tvofeny bilkovinou zvanou flagelin. Buiikky maji na svém povrchu
vrstvu ochranné membrany, kterd ma za kol chranit bakterialni buiiku. Tato ochranna vrstva
také umoznuje klostridiim ptezit i n€kolik let (Wareing a kol., 2010).
nepiitomnosti kysliku, jelikoZ je pro né€ kyslik toxicky (Lawley a kol., 2012). Podminkou pro
jejich rust tedy je, aby médium mélo nizky redoxni potencial (cca -100 az
-200 mV). Nejvhodnéjsi kultivacni média pro anaerobni klostridie jsou agarové pludy bez
atmosféry kysliku nad vrstvou agaru. Toho lze dosdhnout diky zahiati a vypuzeni Op,
pfidanim redukujicich latek a absorpci Oy, ktery je nahrazen N,. Na krevnim agaru vyrustaji
Klostridie v kruhovych, na povrchu drsnych, bélavych koloniich obklopenych zoénou
hemolyzy (viz Obrazek 2). Tato hemolyza je vyraznéjS$i na agaru s krali¢i krvi. DalSim
zpusobem laboratorni izolace bakterie C. botulinum je na ristovém médiu TSC v anaerobnim
prostiedi s méné nez 2 % kysliku (Goering a kol., 2016).

Dalsi charakteristikou C. botulinum je vztah k pH prostiedi. Bakterie roste pouze
vrozmezi pH 4,8-7 a nemlze vyuzit laktozu jako primarni zdroj uhliku, coz je

charakteristicka vlastnost dilezita pro biochemickou identifikaci téchto bakterii. Proteolytické
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kmeny C. botulinum hydrolyzuji Zzelatinu a vSechny typy klostridii, az na Kklostridie

produkujici botulotoxin typu G, produkuji lipdzu (Peutherer a kol., 1999).

Obrdzek 1: Morfologie bunky Clostridium botulinum s endosporou pozorovand
V transmisnim elektronovém mikroskopu pri zvetseni 50 000x (Johnson, 2019)

Obrazek 2: Bakterie Clostridium botulinum na krevaim agaru
(microbe-canvas.com)
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1.3 Vyskyt Clostridium botulinum

Bakterie Clostridium botulinum je vSudypfitomna v Zivotnim prostiedi a ve formé spor
se hojn¢ vyskytuje v padach, v prachu, moiskych a sladkovodnich sedimentech, ale také ve
sttevech riiznych zvifat. V ptirod¢ se bakterie ucastni hnilobnych procesti, kde jsou vhodné
podminky pro zivot, nebot’ je zde minimalni koncentrace O (Johnson, 2019). Bunky této
bakterie mohou byt izolovany prakticky ze vSech druhii potravin. Vhodnymi substraty pro
rust téchto bakterii jsou zakonzervované masné nebo zeleninové potraviny a také ryby ¢i
houby naloZené ve slaném nalevu, u nichz nalézdme vypouklé vicko. Déle 1ze bakterii nalézt
nakladené v medu nebo v pasté z liskovych ofechti. K produkci toxinti potom dochézi hlavné
pfi nespravném procesu domaciho zavafovani. Velké zdravotni riziko pfedstavuji vakuoveé
balené nebo Cerstvé potraviny, na nichz se spory objevuji nejcastéji. Nejveétsi vyskyt je pak na
ovoci, zelenin¢ a houbach. Pokud je jejich vyskyt zjistén v lidském stfevé, znaci to zpravidla
nasledek alimentarni kontaminace. Vysokym rizikem pro vyskyt klostridii jsou komerc¢né
vyrabéné potraviny, zejména vakuové balené potraviny s prodlouzenou trvanlivosti, které se
pied samotnou konzumaci jiz tepelné neupravuji (Motarjemi a kol., 2014).

V Ceské republice patii onemocnéni zptisobené bakterii Clostridium botulinum
k velmi vzacnému onemocnéni. V letech 1960-2013 bylo v Ceské republice hlagené 119
ptipadii ndkazy touto bakterii. Nejvétsi vyskyt byl hlavné v StiedoCeském, Severomoravském
a Jihomoravském kraji. Zdrojem nakazy byly vétSinou masové konzervy a zeleninové
konzervy doméaci vyroby. AZ na 2 ptipady, kdy se jednalo o kojenecky botulismus, $lo vzdy
0 alimentarni botulismus a nejcastéji byli botulismem zasazeni muzi (Ambrozova, 2019).

V USA byly opakované zaznamenavany intoxikace touto bakterii u vézil po poZziti
doméacky ptipravovaného alkoholického népoje z brambor. U Eskymakii v Kanad¢ byla
nejCastéji popisovana epidemie po poziti ryb, motskych savcl ¢i ptakt. V mirném
klimatickém pasmu Evropy se nejvice v pidé vyskytuje BONT typu B a BoNT typu E
prevladajici v sedimentech. Na africkém kontinentu byla bakterie C. botulinum detekovana
v pudach oblasti Zambie a Keni s nejvétsim vyskytem sérotypu BoNT A-D (Espelund a kol.,
2014).
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2 TOXINY BAKTERIE CLOSTRIDIUM BOTULINUM

Klostridie jsou anaerobni bakterie produkujici neurotoxin zvany botulotoxin. Tento
neurotoxin patii mezi velmi nebezpe¢né mikrobialni metabolity s negativnim dasledkem na
zdravi Clovéka. Dale se botulotoxin fadi mezi toxiny s nejvyssi toxicitou. Na zaklade
imunologické rozdilnosti se rozlisuje sedm riznych sérotypt botulotoxinti, které se od sebe
lisi antigenni strukturou a schopnosti tvofit proteolytické enzymy (Carter a kol., 2015).
VétsSina sérotypu je jeSté rozdélena na zakladé rozdilné aminokyselinové sekvence do
nckolika podtypt, které jsou oznacovany dodatecnymi ¢Cisly. Biologicky ucinek je u vSech
sérotypiit BONT totozny a vSechny jsou piitomny ve sporach. Z bunky jsou pak toxiny
uvolnovany po jejim rozpadu. Botulotoxiny typu A, B a E jsou povazovany za nejvice
nebezpecné pro Cloveéka a u lidi svym téinkem vyvoldvaji huméanni botulismus. Pro zvitata
jsou pak toxické sérotypy C a D (Brul a kol., 2011).

Cely rod klostridii je heterogenni a je rozdélen do ctyf biologicky (fylogeneticky
a fyziologicky) odlisnych skupin na zakladé odlisné produkce jednotlivych typi BoNT.
Z epidemiologického hlediska jsou dilezité pouze prvni dvé skupiny (Slany, 2015). Prvni
skupina zahrnuje proteolytické kmeny, které jsou schopny produkovat BoNT typu A, B a F.
Bakterie produkujici tyto sérotypy BoNT se vyskytuji zejména ve stievech savci, v pide a na
rostlinach. Proteolytické kmeny maji tu schopnost, Ze dokazou produkovat enzymy, které
Stépi proteiny. Predispoziéni gen pro tvorbu botulotoxinu lze u této skupiny nalézt
Vv bakteridlnim chromozomu. Expozice sérotypit BoNT produkované¢ho touto skupinou
zpusobuje predevsim intoxikaci ¢loveéka (Carter a kol., 2015). Optimalni teplota pro rist
kment produkujicich tyto sérotypy BoNT je 37 °C, ale mohou vyrustat i V rozmezi 10-48 °C.
Inhibi¢ni u¢inky pro tuto skupinu ma teplota niz$i nez 10 °C, pH<4,6 a koncentrace soli
v roztoku nad 10 % (Gupta, 2015). Pokud potravina neni dostate¢né tepelné zpracovana,
dochazi k pomnozeni spor. Spory kmend vyskytujicich se v této skupiné maji vysokou
tepelnou odolnost a jejich pfitomnost je v potraviné charakterizovana zluklym zapachem
(Adams a kol., 2016).

Dalsi skupinou jsou sacharolytické kmeny, které fermentuji fadu sacharidd. Do této
skupiny patii kmeny, které maji predispozici k produkci BoNT typu E, B a F. Hlavnim
mistem vyskytu téchto kment je vodné prostfedi. Tyto kmeny ptedstavuji velké riziko pro
chlazené potraviny a zplsobuji botulismus ptedev§im u zvifat (Carter a kol., 2015). U téchto
typtt BONT maji spory niz$i tepelnou odolnost. Optimalni teplota pro rist je 30 °C, ale rostou
i pfi nizsich teplotach (az 3 °C). Z tohoto diivodu je posunuta i inhibi¢ni teplota, ktera je pro
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tuto skupinu pod 3 °C. Dalsim inhibi¢nim faktorem je pH<5 a koncentrace soli v roztoku nad
5 % (Matthews a kol., 2008).

Do tieti skupiny se fadi kmeny produkujici botulotoxiny typu C a D. Radi se mezi
neproteolytické kmeny a jejich optimalni teplota k ristu je 40 °C. Pii teplotach nizsich jak
15 °C uz tyto kmeny nerostou. Genomova sekvence kodujici produkci botulotoxinu je u této
skupiny ulozena v lyzogennim bakteriofagu. Casto jsou tyto kmeny spojovany
s onemocnénim zvifat a nezafazuji se mezi toxiny zpusobujici lidsky botulismus. (Dikeman
a kol., 2014).

Posledni skupinou jsou kmeny produkujici BONT typu G. Nejvétsi vyskyt klostridii
produkujicich tento typ BoNT je ve stfevnim traktu savci, ptakl a ryb. Minimalni teplota pro
rust téchto klostridii je 10 °C, ale optimalné rostou pii 37 °C. Tento sérotyp toxinu ma svou

genomovou sekvenci kodovanou v plazmidu (Kanovsky, 2001).

Tabulka 1: Prehled botulotoxinii (Johnson, 2019)

Toxin Primarni hostitelé Umisténi neurotoxinového genu

A clovek, koné chromozom, u nékterych plazmidy

B clovek, koné, prasata, primati chromozom, plazmidy

C ptaci, koné, skot, norci, lisky, psi, Zelvy  pseudolysogenni bakteriofag,
plazmidy

D dobytek pseudolyzogenni bakteriofag
u skotu, plazmidy

E ryby, vodni ptaci chromozom, plazmidy

F lidé chromozom, plazmidy

G neni znamo plazmidy

V poslednich letech doslo k prilomovému objevu dalSiho sérotypu BoNT. Jedna se
0 BoNT H, ktery objevili mikrobiologové Jason Barash a Stephen Arnon, spolu se svym
kalifornskym tymem. Tento sérotyp toxinu byl nalezen ve stolici kojence a zatim proti
novému typu neexistuje zadna protilatka. V jeho genu byla totiz nalezena jina ¢ast DNA neZ
U ostatnich sérotypi. Z bezpecnostniho diivodu nebyl zvefejnén piesny popis vzniku BONT
typu H, protoze pouhych 3,5 gramt by teoreticky stacilo k vyhlazeni celého lidstva a mohl by
byt tento sérotyp H vyuzit jako biologicka zbran (Barash a kol., 2014).
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2.1 Genom toxinu Clostridium botulinum

Genom BONT popisuje schopnost klostridii saprofytického zplsobu zivota v ptdé
avodnim prostiedi. Neurotoxinovy gen charakterizujici tvorbu BoNT mulZeme nalézt
u bakterie C. botulinum zakédovany v chromozomu, plazmidu nebo také v bakteriofagu.
Kazdy typ BoNT je kdédovan pomoci genu o velikosti 3,5 kb (Slany, 2015). Déale ndm genom
odhaluje doposud nevysvétlitelnou schopnost klostridii degradovat chitin obsazeny ve
schrankach hmyzu a u padnich korysi. Existuje domnénka, Ze tato schopnost je zplisobena
vyluCovanim enzymi, tzv. chitindz. Predispozi¢ni gen pro vylucovani téchto enzymi neni
obsazen v kazdém genomu klostridii nebo je obsazena pouze katalytickd doména téchto
enzymi. Aby bylo mozné posoudit, zda se tyto enzymy zapojuji do degradace chitinu, musi
byt proveden tzv. chitindzovy test. Tento test potvrzuje napt. u kmene produkujiciho BONT
typu A schopnost produkovat chitinazy, tudiz tento typ dokaze degradovat chitin. Timto Ize
fici, ze kmen produkujici BONT A m4 aktivni chitindzovy systém. Tohoto jevu vyuzivaji
nékterd klostridia, zijici v moiskych vodach nebo pidnim prostiedi, pti kolonizaci riznych
zivocicht obsahujicich chitin, jako jsou korysi, hmyz a houby (Sebaihia a kol., 2007).

Prvni  cela  dokonfena  genomova  sekvence  Clostridium  botulinum
(C. botulinum ATCC 3502) byla sekvenovana Sangerovou metodou a zvefejnéna V roce
2007. Tato genomova sekvence naleZela proteolytickému kmenu klostridie produkujici
BoNT A. DalSimi sérotypy spadajicimi do skupiny toxinu produkovany proteolytickymi
kmeny jsou BoNT B a F. Pro kazdy typ neurotoxinu vsak existuje jind genomova sekvence
a umisténi této sekvence uvnitf genu neni nahodné a pro kazdy typ BoNT specifické (Sebaihia
a kol., 2007). Mnoho sérotypti obsahuje n¢kolik podtypi a variant, které se od sebe lisi na
urovni AMK. Srovnani sekvenci mezi kmeny u skupiny I identifikovalo chromozomalni
I plazmidové umisténi genu, ktery koduje produkci BONT. Presnéji u této formy genomové
sekvence BONT typu A se genom sklada z plazmidu o velikosti 16 344 bp a chromozomu
o velikosti 3 886 916 bp (Hill a kol., 2013).

Genomy proteolytické skupiny I a neproteolytické skupiny II se od sebe lisi
a nevykazuji Zadnou homologii. U skupiny II byl nalezen podobny genom, pouze s niZSim
obsahem G a C bazi (Carter a kol., 2015). Porovnanim rRNA sekvenci se ukazalo, ze mezi
jednotlivymi skupinami se vyskytuji malé rozdily z davodu ¢tyf raznych klastri, které
odpovidaji ¢tyfem skupinam neurotoxinti (Fang a kol., 2010). Genomové sekvence pomohly

K porozuméni riznych variant vSech typd BoNT a poskytly informace o umisténi
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botulotoxinového genu v kmenech. Dnes jsou sekvence fady genomi klostridii k dispozici ve
vSech vefejnych databazich (Hill a kol., 2013).

2.2 Botulotoxin

2.2.1 Struktura botulotoxinu

Botulotoxin zvany také jako klobasovy jed se fadi mezi termolabilni proteiny.
Je produkovan mikroorganismy rodu Clostridium a byl izolovan celkem Zz Sesti moZnych
pavodct (C. botulinum, C. butyricum, C. barati atd.). Sklada se ze dvou polypeptidickych
fetézcl, jak lze vidét na Obrazku 3, které jsou produkovany bakterii oddélen¢ a az Gcinkem
klostridiovych protedz jsou spojeny disulfidickym mustkem ve vazbé na hemaglutinin a dalsi
proteiny. Tézky (H) fetézec (100 kDa) se vaze na nervové bunky a lehky (L) fetézec (50 kDa)
je zinkové endopeptiddza pronikajici do buiiky (Krhut, 2006). Molekula BoNT se sklada ze tii
prostorové oddélenych a funkéné€ odlisSnych domén. Prvni doména je vazebna, ktera
se nachazi na terminalnim konci H fetézce a jeji role spociva ve specifické vazbé toxinu
k receptoru presynaptického vlakna. Toxicita BONT je zptsobena druhou doménou, kterou je
katalyticka aktivita L fetézce — Zn endopeptidazy. Tato doména zptsobuje adherenci toxinu
K bunééné sténé a vyvolava tim aktivaci tfeti — translokacni domény. Transloka¢ni doména
zastava funkci prostupu toxinu ptes bunéénou membranu do cytosolu (Pellett a kol., 2019).
BoNT je produkovan v inaktivni formé jako protoxin a po pozieni je absorbovan zaludeéni
sliznici. V Zalude¢ni sliznici je zapoc€ato patogenni piisobeni toxinu a to kvili zméné tercidrni
struktury. Terciarni struktura se méni po pusobeni travicich enzymt na BoNT, coz vede
k rozstépeni na dva fetézce (Slany, 2015). Odtud je BoNT transportovan do krevniho feciste,

¢imz se toxin dostavd do nervového systému, kde je zapoc€at jeho ucinek (Dikeman
a kol., 2014).
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Obrazek 3: Struktura botulotoxinu — zndzornéni H a L Fetézce, A — zjednodusené
zobrazeni, B — krystalicka struktura (Matthews a kol., 2017)

2.2.2  Fyziologické fungovani nervosvalového prenosu

V nervovém systému je podstatny pifenos vzruchu z neuronu na vldkno kosterni
svaloviny. Tento pifenos zprostiedkovava nervosvalova ploténka, ktera je typem chemickeé
synapse. Pfi této synapsi je medidtor uvolnén do synaptické Sté€rbiny na popud akéniho
potencialu. Nervosvalovy pienos probiha v Sesti etapach: syntéza acetylcholinu, jeho
depozice, uvolnéni, vazba, degradace a recyklace. V prvni etapé ptenosu je cholin
transportovan z extracelularni tekutiny do bunécného cytosolu cholinergnim nervovym
zakoncenim. Pfi transportu jsou vyuZity transportni kanaly ur¢ené pro sodné ionty. Poté je
cholin pfeménén enzymatickou cestou pomoci acetylCo-A na acetylcholin, ktery je
transportovan do synaptickych vezikul, kde je uloZzen. Jakmile dorazi k nervosvalové ploténce
ak¢ni potencial, oteviou se transportni kalciové kanaly. To vede ke zvySené intracelularni
koncentraci vapniku, coz zpusobi splynuti presynaptickych vezikul s presynaptickou
membranou. Touto fuzi dojde k vyliti obsahu vezikul do prostoru nervosvalové stérbiny. Za
interakci a fizi vezikuli s presynaptickou membranou je zodpovédny komplex tii proteint:
VAMP, SNAP-25 a syntaxin (viz Obrazek 4A). Tyto proteiny spadaji do skupiny SNARE
proteinti (Rich, 2006).
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SNARE jsou obvykle transmembranové proteiny, které umoziuji vezikularni transport
uvnitt bunek. Existuji dva zékladni typy SNARE bilkovin rozliSujici se dle mista vyskytu.
Piitomnost na membrané¢ vacku je prifazovana V-SNARE proteinim, t-SNARE proteiny
se vyskytuji na cilové membrané. Protein V-SNARE se nachazi na vacku, nazyva se
synaptobrevin a spada do skupiny VAMP (Ungar a kol., 2003). Protein t-SNARE nachazejici
se na plazmatické membrané je syntaxin. Oba zminéné SNARE proteiny spojuje periferni
protein SNAP-25 lokalizovany na presynaptické membrané (Wang a kol., 2017).

Pii splynuti vezikul s presynaptickou membranou dochazi soucasné ke vzajemné
vazb¢ proteintt v-SNARE (synaptobrevin) s proteinem t-SNARE (syntaxin). Dalsi protein,
ktery v tomto procesu hraje roli, je synaptotagmin (Ungar a kol., 2003). Jeho funkce spociva
Vv branéni predCasné fuze vezikul s presynaptickou membranou, nc¢kdy se hovoii
0 tzv. ,synaptotagminové brzdé“. Tato brzda se uvoliiuje v piipadé zvySené koncentrace
vapenatych iontll v cytoplazmé nervovych bunék z divodu pfichoziho signalu akéniho
potencidlu (Kiessling a kol., 2018). Piebytecné ionty vapniku se navazou na synaptotagmin
atim umozni vzdjemnou interakci v-SNARE a t-SNARE proteint. Disledkem splynuti
membrany vezikul a presynaptické membrany je uvolnéni acetylcholinu, ktery volné
difunduje nervosvalovou stérbinou (Rossetto a kol., 2020). Uvolnény acetylcholin se vaze na
nikotinové ¢1 muskarinové receptory a zptisobuje depolarizaci postsynaptického vldkna. Tato
vazba spousti proces svalové kontrakce. Acetylcholin je pak rychle uvoliiovan z receptort
zpét do prostoru synaptické Stérbiny, kde je $t€pen enzymem acetylcholinesterdzou na acetat
a cholin. Cholin je tak k dispozici a pfi posledni etapé nervosvalového pienosu se zpét
zapojuje do tohoto dalsiho cyklu (Krhut, 2006).

Vsechny typy botulotoxinu piisobi na trovni periferniho nervového systému, kde
zpusobuji poskozeni SNARE proteinti. Poskozeni téchto proteinti spociva v jejich rozkladu,
coz blokuje uvoliiovani acetylcholinu z presynaptického nervového zakonceni. BoNT pisobi
dominantné na nervosvalovou ploténku. Muze se vazat i na autonomni cholinergni ganglia,

ale to pouze v piipadé extrémné velké davky toxinu (Ungar a kol., 2003).

2.2.2.1 Mechanismus neurotoxického ptisobeni botulotoxinu

Neurotoxicky mechanismus G¢inku toxinu Ize rozdélit do ¢tyf fazi. Prvnim krokem je
poZiti a absorbce toxinu ve stievé. Toxin ve stfevé odolava degradaci travicimi enzymy
nachazejicimi se Vv gastrointestinalnim traktu (Scarlatos a kol., 2005). Druha faze zaéina

vazbou toxinu na presynaptickou membrdnu nervosvalové ploténky a je startovacim
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momentem efektu BONT. Na vazebné misto, umisténé na membrané nervosvalové ploténky,
které tvori poly akceptorovych molekul, se selektivné a ireverzibilné vaze C-sekvence
umisténa na konci H fetézce toxinu (Krhut, 2006). Tyto akceptorové molekuly maji vysokou
afinitu vic¢i H fetézci, jelikoz samotny H fetézec je zodpoveédny za specifickou vazbu toxinu
K receptoru bunééné stény presynaptického vlakna, kterymi jsou gangliosidy. Ve treti fazi
probiha proces internalizace. V této fazi se BoNT dostdva do nitra buiiky prostfednictvim
stimulované endocytdzy pies bunécnou membranu. Mechanismem stimulované endocytozy
pronika komplex neurotoxinu s akceptorovou molekulou postupnym kapsulovanim do
endosomu. VySe uvedeny pienos probiha jen za uréité koncentrace vapenatych iontl
(Scarlatos a kol., 2005). Danou podminku Ize vysvétlit tim, Ze endocytoza probiha jen tehdy,
je-1i vlakno drazdéno. Toxin v dal§im kroku pfilne na endosomalni membranu a cely endosom
se presunuje do cytosolu nervové buiky, ¢imz se deformuje jeho struktura (Kanovsky, 2001).
Endosom mize byt také pohlcen lysozomem nebo do zvlastnich vezikularnich struktur
s klathrinovou membranou. Uvnitf vezikul dochazi vlivem nizkého pH k acidifikaci obsahu
vacku, coz vede ke strukturalni zméné¢ BoNT (Ehler, 2013). Béhem translokace BoNT
se méni prostorové uspotfaddani molekuly a dochéazi tak k obnaZeni aktivnich vazebnych
struktur L fetézce. Ve ¢tvrté fazi nastava vlastni toxicka aktivita. Toxin je uvolnén exocytézou
z vezikulii do cytosolu. Zde na né&j plsobi enzymy, které chrani nervovou buinku pied
rozkladnym piisobenim volnych radikald. Tyto enzymy redukuji disulfidickou vazbu mezi
L a H fetézcem, az dojde k oddéleni obou fetézct. To vede K izolaci L fetézce, nebot’ pouze
L fetézec je schopen enzymaticky rozstépit vazebné interakce mezi v-SNARE a t-SNARE
proteiny. Timto krokem toxin zabrani fuzi vezikul s presynaptickou membranou a uvolnéni
acetylcholinu. Cely vySe popsany neurotoxicky uc¢inek BoNT je znazornén na Obrazku 4B
(Rossetto a kol., 2020).

BoNT svym pasobenim na synapse perifernich nervii blokuje malé synaptické
vezikuly, které jsou zodpovédné za uvolnovani neurotransmiteru — acetylcholinu, $t€penim
jednoho z proteint SNARE, kterym je SNAP-25 (Cenciarelli a kol., 2019). Dusledkem této
blokady je znemoznéni pienosu vVzruchu na nervosvalovou ploténku a nasledna obrna svall

(Kanovsky, 2001).
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Obrdzek 4. Mechanismus piisobeni BoNT, A — prenos neurotransmiteru

bez piisobeni BoNT, B — piisobeni BoNT na nervosvalovou ploténku (Arnon
a kol., 2001)

Intoxikace botulotoxinem se projevuje 12—36 hodin po poziti neurotoxinu, vV nékterych
piipadech mize trvat az ¢trnact dni. Cim diiv se objevi pfiznaky intoxikace timto toxinem,
tim zavaznéjsi je prib&h onemocnéni (Matthews a kol., 2008). Po této dobé se u Eloveka
projevuji prvni ptiznaky jako je bolest hlavy a koncetin, dvojité, ¢i rozmazané vidéni, sucho
v Gstech, polykaci a zrakové problémy. Uginkem toxinu je paralyza okohybnych a licovych
svalil a posléze i ostatnich svali véetné dychacich a srdec¢nich. V nejzavaznéj$im piipade
dochazi z divodu této paralyzy az k zastavé dychani a srde¢ni Cinnosti, coz vede ke smrti

(Matthews a kol., 2017).
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Botulotoxin je citlivy na teplo a var, ale jeho znieni nemusi byt zcela dokonalé.
Nekteré typy tohoto toxinu vydrzi i teplotu 120 °C po dobu 2—-3 minut. Nejvice toxinu se tvori
pii optimalni teploté 28 °C. Zasadni v prevenci proti BoNT je dostate¢né oSetieni potravin pfi
vyssi teploté. K jeho zni¢eni by méla postacit teplota 80 °C po dobu 39 minut, tim se narusi
vazba obou fetézcl a zmizi biologicka aktivita, tedy toxicita BoONT (Sharma a kol., 2005).

Smrtelnd davka botulotoxinu pro ¢lovéka se pii intravendéznim podani pohybuje
vrozmezi 0,09-0,15 pg pro Clovéka s hmotnosti 70 kg. Pfi inhala¢nim podani toxinu
odpovida smrtelna davka 0,7-0,9 pg. Smrtelna davka v podobé oralniho podani BONT je
oproti piedeslym zptusobiim vyssi a odpovida 70 pg toxinu (Dembek a kol., 2007).

Botulinové neurotoxiny vytvari ve stievé komplexy stadou pomocnych proteind
(napt. hemaglutinin) a s dal$imi netoxickymi proteiny. Pomocné proteiny chrani neurotoxin
pted pusobenim digestivnich enzymt a napomahaji jeho snadné absorpci stievni sténou do

t&la (Krhut, 2006).

Tabulka 2: Prehled SNARE proteinii Stépenych jednotlivymi sérotypy BoNT (Sharma a kol., 2005)

rotyp botulotoxinu Substrat Stépeni

SNAP-25
VAMP/synaptobrevin
Syntaxin
VAMP/synaptobrevin
SNAP-25
VAMP/synaptobrevin
VAMP

@TMmMO O ® > L

2.3 Botulotoxin a klinické vyuziti jednotlivych sérotypu

Botulotoxin je sou¢asti mnoha dilezitych a Siroce pouzivanych 1é€iv, zejména v 1écbé
neurologickych onemocnéni. BoNT ma terapeutické pouziti pro svoji schopnost blokovat
cholinergni pfenos a tim dokaze uvoliovat kieCe pii neurologickych onemocnénich.
Vzhledem k lokalni aplikaci ma lécba botulotoxinem jen velmi malo zavaznych nezadoucich
ucinki (Pellett a kol., 2019). Zakladem uspésné 1écby je piresna aplikace optimalni davky
a dusledné sledovani pacienta. Pti 1é¢b¢ je nutné podavat co nejmensi davku, ktera ma jesté
zadouci efekt scilem minimalizovat mozZnost vzniku nezadoucich UCinkd. S tim souvisi

i snaha snizit antigenni zaté¢z organismu a riziko produkce protilatek proti BoNT (Nigam

-25 -



akol., 2010). V klinické praxi byl BONT poprvé pouzit v 80. letech minulého stoleti
oftalmologem Scottem pro korekci strabismu. Velkou vyhodou v tomto klinickém vyuziti
bylo lokalni vpraveni toxinu, kdy se ucinek projevil pouze ve svalu, do kterého se 1ék
aplikoval. Uginek byl zavisly na dévce toxinu a trvani u¢inku bylo omezeno na tii mésice. Od
této doby bylo popsano vice jak 250 indikaci BoNT pfi 1é¢bé mnoha klinickych poruch se
zvySenou aktivitou svall a zvySenou ¢innosti autonomniho systému (dystonie, hemifacialni
spasmus, tiky, spasticita, blefarospmasmus, achalazie az po bolestivé stavy hlavy — migrény).
V piipadé téchto onemocnéni je terapie botulotoxinem hrazena pojistovnou. Jeho indikace
v 1é¢be uvedenych onemocnéni se stale zvysuje, proto se o BoNT hovoti jako o penicilinu
21. stoleti. Mezi nezadouci vedlejsi G¢inky patii piilisSné oslabeni svalt, bolesti a otoky
V misté vpichu.

Dalsi vyuziti shledal BoNT také v kosmetickém primyslu a estetické medicing, kdy je
lokalnimi injekcemi BoNT aplikovan do obliceje pro vyhlazovani vrasek. Pro tento zakrok
jsou pouzivany preparaty Dysport a Botox, které jsou sterilni a lyofilizovanou formou BoNT.
Tyto dva preparaty se od sebe lisi biologickou aktivitou, ale v klinické praxi jsou oba stejné
u¢inné. Po aplikaci injekce je vysledek omezeni funkce mimického svalstva, jelikoz dochazi
k pieruseni nervosvalového pienosu. Uginek tohoto estetického zakroku byva po dobu 3-5
meésict. BONT se rovnéz vyuziva k potlaceni nadmérného poceni (Nigam a kol., 2010).

Botulotoxin se podava intramuskularné nebo subkutanné v roztoku. U hloubg&ji
poloZenych svalli je aplikovan do svalu, ¢i podkoZzi za kontroly EMG signalu dutou EMG
elektrodou ultrasonografii. Mezi kontraindikace podani BoNT patii laktace, téhotenstvi,

poruchy hemokoagulace, zanéty v misté podani BoNT (Ehler, 2013).

2.3.1 Botulotoxin A

Botulotoxin typu A se fadi mezi botulotoxiny zplsobujici alimentadrni botulismus.
Botulotoxin A je vazan in vitro na hemaglutinin, snimz vytvaii komplex o hmotnosti
900 kDa (Tao a kol., 2020). Jeho funkci je stfihat synaptosomalné asociovany SNAP-25 na
dveé inaktivni ¢asti. U BONT A bylo nalezeno pét riznych podtypt (A1-AS5). Botulotoxin
typu A ma predevSim vyuziti pfi 1écbé blefarospasmu, hemifacialniho spasmu a silnych
migrén. Pii 1écbé blefarospmasmu je BoNT A aplikovan do c¢asti horniho 1 dolniho vicka.
Blefarospasmus se projevuje mimovolnim zaviranim obou oci, zvySenou frekvenci mrkani
a sviranim vicek s pocitem suchosti a drdzdéni o€i. S timto onemocnénim souvisi dalsi

onemocnéni a tim je hemifacidlni spasmus. Tento typ spasmu je charakterizovan
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jednostrannymi a tonickymi kontrakcemi mimického svalstva. Pti 1écbé se BoNT aplikuje do
dvou bodt o¢nich vicek (Kanovsky, 2001).

Botulotoxin A se vyuziva V centrech 1éCicich motorické poruchy. Vyrabéji se z n¢ho
dva preparaty — Dysport (firma Ipsen) a Botox (firma Allergan). Tyto dva komer¢ni preparaty
botulotoxinu A se lisi ve své relativni ucinnosti navzdory spoleénému jednotkovému systému
(Rossetto a kol., 2020). Vétsi relativni Gi¢innost ma piipravek Dysport, jelikoz obsahuje az
300 jednotek botulotoxinu v jedné lahvic¢ce. Na rozdil od Dysportu obsahuje piipravek Botox
pouze 100 jednotek BONT vV jedné lahviéce. Pacientim, ktefi nereaguji na piipravky
obsahujici sérotyp BoNT A je aplikovan ptipravek s obsahem BoNT typu B. A to z divodu,
ze je lidsky organismus schopen produkovat neutraliza¢ni protilatky typu IgG proti BoNT A
(Aoki, 2001).

2.3.2 Botulotoxin B

Klostridialni spory produkujici botulotoxin typu B se nejcastéji vyskytuji v mase
a ¢lovek je infikovan zpravidla alimentdrni cestou. Doposud bylo identifikovdno osm podtypii
tohoto sérotypu (B1-B8). Od piedchoziho typu BoNT se lisi svym u¢inkem na proteiny
Vv presynaptickém zakonceni a to tim, Ze $tépi membrdnovy protein synaptobrevin, protein
skupiny VAMP, stejné jako typy BONT D a F (Halpin a kol., 2019).

V Klinické praxi je obsaZzen v injekénim piipravku NeuroBloc, ktery je vyrabény
firmou Elan Pharma. Tento injekéni pfipravek je urcen k1é¢bé cervikalni dystonie
u dospélych lidi. P#i aplikaci tohoto 1éku je nutné brat zietel na to, aby nedoslo k aplikaci do
cévy (Dikeman a kol., 2014). V dnesni dob¢é tento produkt neni povolen a byl nahrazen
produktem Myobloc, ktery je uréen vyhradné k intramuskuldrnimu podani (Nigam a kol,
2010).

2.3.3 BotulotoxinC a D

Tyto dvé formy botulotoxini jsou patogenni pfevazné pro zvifata, a to hlavné pro
driibez (Tiwari a kol., 2019). Mechanismus ptlisobeni typu C je doposud neznadmy, avsak je
znamo, ze narusuje funk¢éni bariéru bunék (Ryazantsev a kol., 2016). Botulotoxin D byl
identifikovan v podestylce kufat (Gupta, 2015).

U této skupiny BoNT byl zaznamenan chimérismus, a to z davodu, Zze nékteré

sérotypy vykazuji vlastnosti jak typu BoNT C, tak i typu BoNT D. Sérotyp C ucinkuje jak na
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SNAP-25, tak na syntaxin a dokaze je ,prestiihnout”. BoNT D stfiha membranovy protein
synaptobrevin (Halpin a kol., 2019).

2.3.4 Botulotoxin E

Botulotoxin typu E se objevuje pii fermentacnich procesech, které zpuisobuji
anaerobni podminky a umoziuji kliceni spor, které mohou ptezivat zmrazeni az na -3 °C.
Spory tvorici BoNT typu E je mozné lokalizovat u moiskych a vodnich zivoc¢ichi. Tyto
potraviny jsou slané a maji kyselé pH, tudiz tvoii dokonalé podminky pro pomnozeni spor.
Botulotoxin E je neproteolyticky, coz vysvétluje, Ze nenastava zadna zména zapachu nebo

chuti potraviny (Brul a kol., 2011). U toho typu BoNT dochazi ¢asto k v€asnému zvraceni,

cwwr

2.3.5 Botulotoxin G

Botulotoxin typu G se nachazi piedevsim ve vzorcich pudy. Botulotoxin typu G je
spojen s lidskym onemocnénim pouze ziidka, jelikoz doposud nebyla popsana cesta nakazy,
kterou by mohl toxin vstoupit do lidského ob&éhu. Na zéklad€ podobnosti v aminokyselinové
sekvenci arozpoznavani substratu je BoNT G blizky BONT sérotypu B. Podobnost
S ostatnimi sérotypy je vyrazné niz§i. Schopnost BONT G spociva ve stiihani proteinu VAMP
(Wang a kol., 2019).

2.4 Botulotoxin jako biologicka zbran

Jako biologicka zbran je povazovana latka, ktera ma skodlivé nebo toxické ucinky na
Clovéka. Mezi biologické zbrané¢ se ftadi bakterie, viry nebo toxiny produkované
mikroorganismy. Vyhoda biologické zbran¢ spociva v relativné nizkych vyrobnich nakladech
ve srovnani s chemickymi latkami (Cenciarelli a kol., 2019). Biologické zbran& byly
v minulosti vyuzity ve valce. UmysIné §ifeni choroby tak dalo novy rozmér hrozbé, ktera je
vyvolana infekénimi a toxickymi latkami. Cilem pouziti biologické zbrané je vyhubit co
nejvice lidstva. Podminka pro pouziti latky jako biologické zbrané je tedy takova, ze proti
toxické latce neexistuje ucinna protilatka ani vakcina, nebo je schopnost toxinu zabijet lidi uz
pii velmi nizkych koncentraci. Dal$i vlastnost biologické zbrané spociva Vjeji tézkeé
diagnostice z davodti symptomi, které mohou napodobovat cCasnou fazi bézné

se vyskytujicich onemocnéni. Faktorem, ktery brani pouziti biologické zbrané je obtizna
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vyroba dostate¢ného mnozstvi toxinu. V dnesni dobé je jakékoliv vyuziti biologické zbrané
celosvétove zakazano (Arnon a kol., 2001).

Botulinové neurotoxiny jsou zafazeny do skupiny nejjedovatéjSich latek a pouhy 1 g
BONT postaci, po rozpraseni a inhalaci, K zabiti milionu lidi. Proto se touto svoji extrémni
toxicitou fadi mezi jednu zvariant pro vyuziti pii bioteroristickém utoku. DalSimi
vlastnostmi, které pfispivaji k jeho vyuziti pfi teroristickém utoku, jsou jeho snadna vyroba,
velmi jednoduchy pfenos a predevSim symptomy vyskytujici se po intoxikaci timto toxinem.
Jelikoz symptomy jsou nespravné interpretovany uz v pocatecnich stadiich a jsou velmi
podobné symptomiim nasvédcujici onemocnénim, kterd se vyskytuji bézn¢ v lidské populaci.
Botulotoxin lze pfenaset hlavné alimentarni cestou, vodou nebo ve formé aerosolu (Wang
akol., 2019). Letalni davka tohoto jedu je extrémné niz$i nez u jakékoliv jiné latky
podobného typu. Diky svym vlastnostem, kdy je BoNT ve vodném roztoku bezbarvy, bez
zapachu a bez chuti je povazovan za idealni pouziti pfi ,,tichém utoku*. Pouziti BoNT je pro
utok ve velkém méfitku nepravdépodobné, pokud se nepouzije ke kontaminaci injek¢nich
latek, jako jsou rizné vakciny a l1éky (Cenciarelli a kol., 2019).

Proti tomuto toxinu ucinkuje antitoxin, ale pouze v ptipadé vEasného podani. Pozdni
podani antibotulinniho séra je neuc¢inné. V ptipad¢ pouziti BoNT pfi bioteroristickém utoku
by lécba nakazené populace znamenala velky tlak na zdravotni systém. Hlavné z divodu
naro¢né 1é¢by a nizké dostupnosti antitoxinu (Prakash a kol., 2010).

Jednou z fady nevyhod pouziti BoNT jako biologického Cinitele, je jeho slozité
zpracovani pro utok ve vétsim méfitku. To mize byt naro¢né z hlediska pozadované
technologie a kviili vysoké rychlosti rozkladu toxinu v Zivotnim prostiedi. Rada studii uvadi,
ze v poslednich letech byly hlaseny ptipady drzeni, zajmu 0 ziskani BoNT a také k pokusim
pouziti BoNT jako biologické zbrané (Prakash a kol., 2010).

2.4.1 Historické milniky pouziti botulotoxinu jako potencialni biologické
zbrané

V 80. letech byla v Pafizi odhalena tajna laboratof, kde Cervend armada kultivovala
bakterie Clostridium botulinum pro teroristické ucely. Na konci valky v Zalivu v roce 1991,
po zniceni Saddama Husajna nasla skupinka védct injekcni lahvicku s bakteriemi rodu
Clostridium botulinum. Irak v té dob¢ tvrdil, Ze byl pfipraven pouzit BONT pii utoku a vyrobil

19 000 litrt toxinu, coz by postacilo k vyhubeni celé¢ populace lidstva. Botulotoxin byl také
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v minulosti vyuzit k teroristickému utoku v Tokiu, kdy byl aerosol tohoto toxinu rozptylen
v centru Tokia nadbozenskou sektou Vv ¢ele s Aum Shinrikjo v roce 1995. Nastésti byl tento
teroristicky utok bez tspéchu a nikdo pii tomto pokusu 0 Gtoku nebyl zranén. Proc, ale tyto
utoky selhaly, uz nikdo nezjistil. Existovaly domnénky, ze to mohlo byt zpiisobeno pouzitim
kmene, ktery produkoval neucinny sérotyp BoNT nebo nastala zdvada na zatizeni generujici
aerosol. Spojené staty vyrabély BoNT za 2. svétové valky a oznacovaly jej jako ,,Agent X*.
Vojenské jednotky Spojenych stati chtély BoNT vyuzit pfi invazi do Normandie v den D.
Spojené staty byly na toto pouziti biologické zbrané piipraveny, a proto mély k dispozici
1 milion davek antitoxinu pro své vojenské jednotky (Patocka a kol., 2005). V roce 2005 byla
zaznamenana umyslna kontaminace botulotoxinem v USA u mléka v cisternach. Model
BoNT pfi této imyslné kontaminaci mléka mél zohlednéné vlastnosti pro pteziti v cisternach
pii dalS§im zpracovani mléka. Tato kontaminace mohla vést k otravé az pal milionu lidi

(Prakash a kol., 2010).
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3 BOTULISMUS

Botulismus je zavazné paralytické onemocnéni zpusobené jednim z nejsilnéjSich
neurotoxind, ktery je produkovan bakterii Clostridium botulinum. Tento toxin se dostava do
krevni cirkulace, kde ptisobi na cholinergni synapse, ¢imz zabranuje pfenosu acetylcholinu.
Jednd se o onemocnéni, které vznikd po konzumaci kontaminované a nedostatecné
zpracované potravy. Kontaminace potravy je zpusobena sporami anaerobni bakterie
C. botulinum, kterou mizeme nalézt napt. v pidé. K nakaze muize také dojit pfi pozieni
produkéniho organismu, kontaminaci rany klostridiemi nebo pti vdechnuti spor C. botulinum
(Robinson a kol., 1999)

Dle zpiisobu ndkazy rozliSujeme Sest klinickych forem tohoto onemocnéni. Prvni
formou je alimentarni, neboli potravinovy botulismus. Tato forma je nejbéznéjsi a ma
nejvice fatdlni nasledky. Ohnisko vzniku této formy vznikd nejcastéji pii Spatné fermentaci
nebo nedokonalém zpracovani potravin, jako je napf. domaci konzervovani (Gupta, 2015).
Potravinovy botulismus zpiisobuji hlavné typy BoNT A, B a E. Inkubacni doba tohoto typu
botulismu je obvykle v rozmezi 8-36 hodin, ale mize se pohybovat i okolo 4-10 dni
(Cenciarelli a kol., 2019).

Druhou formou je kojenecky botulismus, ktery se nejcastéji vyskytuje u kojenct
do dvanacti mésicii zivota z divodu pomnozeni spor klostridii V tlustém stfeveé. Détsky
botulismus je spojovan s intoxikaci BoNT ze vceliho medu a sirupll, protoZe u takto malych
déti neni jeSté dostatecné vyvinuta stievni mikroflora. Z kontaminovaného medu se spory
usadi Vv tlustém stfevé, kde zacinaji kli¢it a tim se z nich stavaji bunky produkujici toxin
(Lawley akol., 2012). Ve chvili, kdy dit¢ za¢ne konzumovat tuhou stravu, dochazi ke
zménam v jeho stfevni mikroflotfe, kterd je potom schopna inhibovat rist téchto bakterii
(Motarjemi akol., 2014). Klinické ptiznaky kojeneckého botulismu jsou letargie, nizky
krevni tlak a ochablost svali. U kojeneckého botulismu se inkuba¢ni doba pohybuje
v rozmezi 3-30 dnti (Cenciarelli a kol., 2019).

Tteti formou je traumaticky botulismus nachazejici se v rané. Tento typ botulismu
vznika po kolonizaci rany klostridiemi z divodu zaneseni kontaminace z pady, vody nebo
prachu. Traumaticky botulismus muze také nastat po pomnozeni sporotvornych bunék pfi
uzivani drog, atp. (Carter a kol., 2015). Spory se v anaerobnim prostfedi rany mnozi a jsou
absorbovany do krevniho fecisté, kde putuji a vaZou se na nervova zakonceni, ¢imz dochazi

k zablokovani pienosu podnéti. Jesté donedavna byla tato nemoc velmi vzacna, az do doby,
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kdy bylo hlaseno né€kolik ptipadi, které byly spojeny s intravenéznim uzivanim drog. Ve
Spojeném Kralovstvi nebyl do roku 2000 zaznamenan ani jeden pfipad nakazeni timto
toxinem. Az v letech 2000-2005 bylo hlaSeno celkem 112 piipadi podezielych na botulismus,
z nichz v8echny piipady se tykaly injekéniho podavani heroinu (Sebaihia a kol., 2007). Prvni
ptiznaky po kontaminaci timto toxinem lze zpozorovat po 7-14 dnech (Cenciarelli a kol.,
2019).

Dalsimi a méné vyznamnymi typy botulismu jsou napt. inhalacni, iatrogenni a stfevni
botulismus. Inhalaéni typ botulismu je zptisobem vdechnutim spor klostridii, které toxin
pozdé&ji uvoliuji do dychacich cest. Touto cestou toxin vstupuje do obéhového systému pies
sliznicni membrany. Tento typ vSak neni pfirozenym zpisobem intoxikace a byl popsan
pouze V piipad¢ ndhodné laboratorni expozice. Iatrogenni botulismus je zptisoben injekénim
podanim neschvéalené¢ho zdravotnického piipravku obsahujiciho BoNT. Posledni formou
je stievni botulismus, ktery je zpisoben pozitim samotnych spor. Stfevni botulismus je
identifikovatelny u déti starSich dvanacti mésici a u dospélych jedinct (Cenciarelli a kol.,
2019).

Botulismus neni pfirozené se vyskytujici nemoc. Samotnou nemoc nelze §ifit stykem
mezi lidmi a neni nakazliva. Typické potiZe pti botulismu lze shrnout do symptomu ,,ctyt D*:
diploidie, dysartrie, dysfonie a dysfagie. Nakaza bakterii, ktera toto onemocnéni vyvolava,
avSak neni pfili§ ¢asta (Duarte-Davidson a kol., 2019).

V dne$ni dobé neni smrtnost zdaleka tak vysoka a sahd pod 10 % z divodu vcasné 1é¢by,
ktera spociva v podani polyvalentniho antiséra a podpofe dychani prostiednictvim plicnich
ventilatord. Pokud otrava toxinem neni fatalni, miize zotaveni trvat nékolik mésicii nebo

dokonce roku (Lawley a kol., 2012).

-32-



3.1 Lécba botulismu

V soucasné¢ dob¢ neexistuje zadnéd licencovana vakcina k ochrané proti botulismu.
Drtive byla ve Spojenych statech pouzivana inaktivni vakcina, ktera slouzila k ockovani osob
s vyssim rizikem ndkazy, jako jsou pracovnici laboratofi a vyzkumnych zatizeni. V roce 2011
bylo pouzivani této vakciny pieruseno, a to z divodu nizké imunogenicity nékterych sérotypi
toxinu. Onemocnéni zpisobené bakteriemi C. botulinum ma velmi dobrou prognézu, pokud je
pacient véas diagnostikovan a 1é¢en (Dembek a kol., 2007). Zakladem terapie je vCasné
intraven6zni podani polyvalentniho imunoglobulinu obsahujiciho antitoxiny A, B a E na bazi
konského séra. Trivalentni antitoxin je nutné podat do 72 hodin od néstupu ptiznakd, jelikoz
pouze cirkulujici BoNT lze zneutralizovat. Jakmile se toxin navaze na nervova zakoncend,
nema podani antitoxinu jiz Zadny vyznam. Antitoxin se poddva 2-3x denné¢ do vymizeni
ptiznaki (Tiwari a kol., 2019). U postizenych pacientd je nutné po nalezu intoxikace BONT
zabezpecit také intenzivni podpurnou 1écbu Vv podobé plicni ventilace, pokud se objevi
respiraéni paralyza. Tato podpiirna 1é¢ba musi probihat po dobu 2—4 mésicti. Uplné zotaveni
z botulismu muiZe trvat nékolik tydnt az mésict (Scarlatos a kol., 2005)

Lécba kojeneckého botulismu je narocna z diavodu obtizné diagnostiky a casto
je zotaveni tohoto typu botulismu zdlouhavé. To je zpusobeno nizkym mnozstvim toxinu
vyvolavajici onemocnéni ve srovnani s dospélym jedincem. Dal§im omezujicim faktorem je
malé mnozstvi vzorku, které Ize bezpecné odebrat na potiebné laboratorni testy (Rosen a kol.,
2017). Kojenecky botulismus se 1é¢i podanim anti-botulotoxinu BabyBIG, ktery obsahuje
protilatky lidského ptivodu (Halpin a kol., 2019).
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4 METODY DETEKCE BOTULOTOXINU

Laboratorni diagnostika BONT se pouziva piedev§im K prikazu onemocnéni
zpusobovanému bakteriemi Clostridium botulinum. Prikaz BoNT a kultivaci C. botulinum
provadi referen¢ni laboratofe. Botulotoxin pfedstavuje velkou hrozbu V pfipadé ohrozeni
vetejného zdravi nebo v potravinarském pramyslu z divodu potencialni kontaminace potravin
a rychlého rozsifeni botulismu. Proto je spolehliva a rychla kvantitativni analyza BoNT
nezbytnou soucasti laboratornich systémil. Tato analyza ma také prvorady vyznam pfi
klinickém vyzkumu 1é¢iv (Pellett a kol., 2019). Detekce neurotoxinu produkovaného bakterii
C. botulinum je velmi naro¢na kvili slozité povaze toxinu a jeho vysoké toxicité. Z divodu
extrémni toxicity toxinu je nutné testovani na laboratornich zvitatech, ale také existuji rychlé
screeningové metody pro véasné odhaleni kontaminovanych vzorka (Sharma a kol., 2005).

Pti vybéru metody detekce BoNT je dilezité brat v ivahu kone¢ny cil laboratorni
diagnostiky. Kazda metoda ma své specifické potieby a pozadavky. Diagnoza BoNT zahrnuje
klinickou prezentaci a laboratorni identifikaci BONT v klinickych vzorcich nebo v podeziclé
potraving. Klinickym materidlem pro diagnézu BoNT muze byt sérum, zaludecni aspirat,
vomitus, vytér z nosu, stolice nebo vzorky infikované potraviny. Tento material je dilezité
piepravovat do laboratote v chladu. VétSina imunologickych testi nerozliSuje aktivni toxin od
neaktivniho nebo cCasteéné degradovaného toxinu (Pellett a kol., 2019). Pro stanoveni
biologické aktivity BoNT lze vyuZzit pouze test, ktery zahrnuje vSechny kroky procesu
intoxikace. Timto testem je biologicky test detekce BoNT provadény na mysich, jenz bohuzel
postrada citlivost k detekci velmi nizkych koncentraci BoNT. Nekteré in vitro testy s vyssi
citlivosti jsou vhodnymi metodami pro detekci ve vzorcich s nizkou koncentraci toxinu. Tyto
testy vSak nemusi detekovat nové typy BoNT, na které nebyl test validovan. In vitro testy se
vyuzivaji také K vyvoji novych 1ékt pro 1é¢bu botulismu. Diferencialni diagnostika spociva
v detekci BONT z riznych typt vzorkl. Poté 1ékati dle ziskanych vysledka stanovi diagnézu
onemocnéni. Mezi onemocnéni vznikla intoxikaci  botulotoxinem patfi fada
neuromuskuldrnich chorob ¢i poruch nervového systému. Témito onemocnénimi mohou byt
cerebrovaskularni ptihoda, myasthenia gravis, Lambert-Eatontiv syndrom, mozkova piihoda

a spousta dalsich onemocnéni (Cenciarelli a kol., 2019).
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4.1 Biologicky in vivo test detekce BONT provadény na mysSich

Biologicky test provadény na mysich (MBA) byl vyvinut spolecnostni Johna Trevana
vroce 1921. Tento test byl pfijat odborniky a zatazen jako standardni test pro testovani
toxicity BONT. Neutraliza¢ni test provadény na mySich se fadi mezi jednu z nejstar$ich
a nejvhodnéjsSich metod pro stanoveni alimentdrniho BONT z diivodu ptfimého sledovani
ucinku od vpichu toxinu do krevniho ob&hu laboratorni mysi (Scarlatos a kol., 2005). Pred
schvalenim testu vyuzivajictho neurony nebo modifikované bunétné linie odvozené od
pluripotentnich kmenovych bunck, byl MBA jedinym schvdlenym testem pro kontrolu
potravin a lé¢iv pied intoxikaci botulotoxinem v USA. V dnesni dobé se metoda vyuziva
k diagnostice botulismu u lidi (Wilder-Kofie a kol., 2011). Mysi biotest je jedinou detekéni
metodou, ktera zahrnuje vSechny kroky intoxikace botulotoxinem. Mysi biotest funguje na
principu in vivo testu, ¢imz umoziuje detekovat pouze biologicky aktivni toxin a k detekci
mohou byt vyuZzity matrice z riznych materiali (Hatheway a kol., 1988). Mnozstvi BoNT je
méfeno v jednotkdch — LD50, které jsou definovany jako mnozstvi BoNT potiebné
k usmrceni 50 % mysi béhem 96 hodin (Pellett a kol., 2019). Test je stale povazovan za zlaty
standard pro laboratorni testovani, diky svému detekénimu limitu, ktery je 10-20 pg
(Cenciarelli a kol., 2019). Na tkor své citlivosti ma ale také fadu nevyhod. Témi mohou byt
Casova naro¢nost, vysoké naklady na provedeni testu, dale vyZzaduje vétSi mnozstvi vzorku
(4 ml) nez ostatni metody, vyskoleny personal a v neposledni fad¢ jeji eticky dasledek, kvuli
pouzivani velkého mnozstvi zivych zvifat k laboratornim testim (Wang a kol., 2017). Dalsi
nevyhodou je také neselektivnost testu, proto jsou z tohoto diivodu zafazeny dalsi testy pro
urCeni sérotypu BoNT. Test ma také z divodu invivo provedeni riznou ucinnost mezi
laboratofemi a vysledek muize byt navic ovlivnén faleSnou pozitivitou nebo negativitou
mysiho biotestu (Schantz a kol., 1978). Vzhledem k vyse uvedenému byl zaveden toxinovy
standard pouZivany napfi¢ laboratofemi, ktery vyznamné snizuje chybu stanoveni. Dal$im
faktorem ovliviiujicim laboratorni vySetifeni mize byt pouzity druh mysi k diagnostice, jejich
hmotnost a vék (Pellett a kol., 2019). V neposledni fadé neni vhodné pouzivat MBA pro
vySetiovani vzorkl obsahujici jiné smrtici latky nez je BoNT. Tyto latky by mohly totiz
zpiisobit usmrceni mysi, anebo by mohlo dojit vlivem jejich G€inku k zneutralizovani BONT

(Scarlatos a kol., 2005).
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4.1.1  Princip biologického in vivo testu provadéného na mysich

Principem biologického in vivo testu na mySich je kontakt testovaného vzorku
s detekénim systémem (mys$i) a sledovani nastupu priznaka botulismu od doby aplikace
vzorku. Z reakce mysi se usuzuje, zda testovana latka obsahovala toxin. Eluat z potraviny je
pfipraven smichanim s fosfatovym pufrem v poméru 1:2 (Johnson a kol., 2016). Pouziti pufru
poskytuje stabilitu BoONT ve vzorku. VVzorek je v dalsim kroku injekéné podan skupiné mysi
Vv piitomnosti nebo nepiitomnosti monovalentniho antitoxinu. Pii klasické cest¢ MBA je
potravinovy extrakt podavan intraperitonealné, coz ma za nasledek rychlou distribuci toxinu
do t¢la mysi. Pii testu mize byt také vyuzito intravenozni, intramuskularni, oralni nebo
subkutanni podéani. Po injikovani potravinového extraktu je pifitomnost funkéné aktivniho
neurotoxinu rozpozndvana charakteristickymi piiznaky, které jsou nejrychleji pozorovany pfti
intravendznim podani (Pellett a kol., 2019). Nastup ptfiznakd je zavisly na davce toxinu
a Vv prvnich tficeti minutach po aplikaci injekce je zapotiebi sledovat symptomy nasvédcujici
botulismu. Za typické piiznaky botulismu u myS$i miZzeme pokladat postupné najezeni
kozeSiny, namahavé dychani az lapani po dechu, slabost koncetin az jejich postupné
ochabnuti. Nakonec nastava smrt v disledku selhani dychacich cest. V ptipadé ptitomnosti
toxinu ve vzorku mysi hynou béhem 96 hodin, av§ak u vétSiny mysi nastava smrt béhem dvou
dnt (Sharma a kol., 2005). Mysi, kterym je aplikovan vzorek osetfeny antitoxinem piezivaji
(Dembek a kol., 2007).

Mysi biotest ma cCasté vyuziti v hodnoceni Gc¢innosti antitoxinu. V pfipadé, kdy
se jedna o inhala¢ni typ botulismu, neni mozné stanovit BoONT ve vzorcich stolice ¢i séra, je

potieba citlivejsi metody, napi. ELISA test (Wilder-Kofie a kol., 2011).

4.1.2 Aplikace vzorku

Béhem aplikovani vzorku je nutna vSestrannd injek¢ni technika. Mohou se totiz
vyskytnout chyby pfi injekénim podani vzorku, které poté zkresluji vysledek detekce. Pri
intraperitonealnim podani se myS$ pevné uchopi, znehybni, a jehla se zavede do pravého
dolniho kvadrantu pobfisnice pod tlem 30—45° (viz Obrazek 5A). Mysi je injikovan vzorek
0 objemu 0,5 ml pomoci 1 ml injekéni stiikacky. Chybné umisténi jehly by mélo za nasledek
poskozeni stfev nebo jater, coz by vedlo k jejich krvaceni a nasledné neptesnosti testu.
U intraven6zniho podani vzorku je my$ upevnéna do zadrzného zafizeni a ocas je jemné
drzen smérem dozadu. Diky tomuto drzeni je snadno viditelna bo¢ni ocasni Zzila, do kter¢ je

bez aspirace pomalu vpraven material (viz Obrazek 5B). Pii podani injekce by nemél byt
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pocitovan zadny odpor a ani otok zily. Pro intramuskuldrni podani je mys upevnéna do
zafizeni s otvorem pro pravou zadni koncetinu (viz Obrazek 5C). Po vytazeni koncetiny
otvorem se zadni koncetina jemné natdhne a do svalu se injikuje objem 10 pl pomoci injekéni
stiikacky Hamilton (viz Obrazek 5D). Jelikoz je pro tento zpusob podani vyuzivano malého
objemu, je dulezité zajistit, aby nedochazelo k tniku vpravovaného materialu z mista
aplikace.

Koncentrace obsazeného toxinu ve vzorku by se méla bez ohledu na pouZzitou injekéni
techniku odhadovat pomoci sériového fedéni. Do vysledku by se méli zahrnout v§echny mysi,
které test podstoupily a také jejich ptiznaky. Pokud nékteré mysi trvale nevykazuji zadné
piiznaky i béhem vysoké koncentrace toxinu ve vzorku, je pravdépodobné chyba v podani

a test by mél byt zopakovan (Pellett a kol., 2019).

—sérum se vstrikne do
pravého dolniho kvadrantu pobrisnice, B: intravenozni podani — mys upevnéna v zadriném
zarizeni a sérum je vpraveno do ocasni zily, C: upevnéni mysi do zavizeni pro intramuskularni
podani, D: intramuskuldrni podani — do trojhlavého itkového svalu (Pellett a kol., 2019)
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4.2 ELISA test

Jedna se o imunoanalytickou metodu zaloZzenou na vysoce specifické interakci
antigenu diagnostikovaného patogenu a protilatky za vzniku imunokomplexu. Schéma reakce
je znazornéno na Obrazku 6. Vytvoiené mnozstvi imunokomplexu pak pfimo umérné koreluje
s mnozstvim vychozi latky. Metody ELISA se rozdéluji do dvou skupin dle typu usporadani.
Probiha-li reakce antigenu s protilatkou a indikatorem V kapalném prostiedi, hovoiime
0 tzv. homogennim usporadani. Je-li v8ak jedna z reagujicich slozek vazana na pevnou fazi,
jedna se o heterogenni uspotadani testu. Dalsim kritériem, podle kterého se tyto metody t¥idi,
je skute¢nost, zda reakce mezi Ab a Ag probiha soucasné s indikatorem v jednom reakénim
kroku (kompetitivni usporadani) nebo ve vice reakénich krocich (nekompetitivni —
sendvi¢ové uspoiadani). Pti detekci toxini produkovanych bakterii C. botulinum je

vyuzivano kompetitivniho a sendvi¢ového uspofadani ELISA testu (Lequin, 2005).

+ O ~»

Antibody Antigen Antigen-antibody complex

Obrazek 6. Schéma reakce protilatky s antigenem za vzniku imunokomplexu (Salazar
akol., 2017)

Protilatky pouzivané pii imunoanalytickém testu mohou byt polyklondlni nebo
monoklondlni. Monoklonalni protilatky se na rozdil od polyklonalnich vyznacuji
homogenitou v parametrech specifity a afinity. Vhodnym vybérem monoklonalnich protilatek
1ze dosédhnout reakéni rovnovéhy ve velmi kratkém case, fadove se jednd o minuty. Vyroba
polyklondlnich protilatek pro tento test je ve srovnani s monoklonalnimi protilatkami levnéjsi.
V néekterych testech se polyklonalni protilatky pouZzivaji zamérné tak, aby byl zajistén prukaz
antigenu ve vice strukturnich izoformach. Doba ustaveni rovnovahy v ptipadé polyklonalnich

protilatek se pohybuje v rozmezi n¢kolika desitek minut (Scarlatos a kol., 2005).
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Tento test je provadén ve velmi malych objemech. K méfeni se vyuzivaji
96-jamkové mikrotitraéni desticky, ve kterych probiha celé reakce a na jejichz povrch snadno
pfilnou reagencie (Sharma a kol., 2005). V porovnani s piedchozi metodou jde o metodu
¢asov€é mén¢ naro¢nou a pomérné levnou. Metody ELISA jsou Siroce pouzivany pro detekci
potravinarskych patogenti, pfedev§im jsou vyuzivany v klinické praxi k diagnostice
infek¢énich onemocnéni ¢loveéka.

ELISA je pro prukaz BoNT rychlejsi a levnéjsi metodou oproti biologickému testu
provadéného na mysich, avSak nejedna se 0 test popisujici toxickou schopnost BoONT. ELISA
test rozpoznava pouze proteinova antigenni mista a obecné je pon¢kud méné citlivou metodou
nez biologicky test provadény na mysich. ELISA se v souc¢asné dobé pouziva jako technika
rychlého screeningu a vysledky se Vv nékterych piipadech ovéfuji MBA (Scarlatos a kol.,
2005).

4.2.1 Princip sendvi¢ové ELISA metody

Sendvicova ELISA je nekompetitivni metoda a nejjednodussi komeréné doddvana
sestava testu. Metoda je zaloZena na principu uchyceni antigenu, kterym je v tomto piipade
BONT, mezi dv€ protilatky. Pro ur€eni imunokomplexu po dosaZeni rovnovazného stavu
slouzi sekundarni protilatka znacena indikatorem (enzymem). Tato sekundarni protilatka se
specificky vaze na imobilizovany toxin a indikator poté konvertuje chromogenni substrat (viz
Obrazek 7) na barevny produkt (McCarthy, 2003). Vznikly barevny produkt je pak
spektrofotometricky kvantifikovan (Grenda a kol., 2014).

Nejvhodnégj$imi enzymy, pouzivanymi pfi této metod¢, jsou kienové peroxiddza nebo
alkalicka fosfataza, predev§im diky jejich nizké molekularni hmotnosti. Tyto enzymy jsou na
molekulu protilatky navazany kovalentné a v ur¢itém mnoZstvi. Po probéhnuti reakce znacené
protilatky s antigenem substratu je substrat zménén v barevny produkt, a poté je jeho intenzita
zbarveni zmétena spektrofotometricky (Lequin, 2005).

K vySetfeni je potfebnd mikrotitracni desticka se specifickymi protildtkami
namifenymi proti toxinu, které jsou absorbované na dné jamek desticky. Do takto
ptipravenych jamek je ptidan vzorek a celd desti¢ka se inkubuje pii 37°C po dobu 30 minut.
Neurotoxin obsazeny ve vzorku se vaze na pifedem absorbované zachytné protilatky.
Nasledné se mikrotitracni desticka 4% promyje promyvacim roztokem. Promytim se odstrani

nenavazané antigeny a piebyte¢né mnozstvi vzorku. Je-li antigen (BONT) obsazeny ve
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vzorku, pak po jeho navazani na protilatku nelze promytim odstranit. Po promyvacim kroku
jsou do jamek ptidany sekundarni protilatky. Tyto protilatky maji na sob& navazany enzym
a diky své specifité jsou schopny se navazat na antigen — BoNT. Touto vazbou vznikne
tzv. ,,sendvi¢. Po inkubaci nésleduje dalsi krok promyvani, ktery slouzi k odstranéni vSech
nenavazanych sekundarnich protilatek. Pfitomny zlstanou pouze protilatky, jez se navazaly
na pfislusny toxin. Aby bylo mozné enzymatickou aktivitu odhalit, je po promyti pfidan
bezbarvy substrat, ktery je enzymem zménén na barevny produkt. Reakce je ukoncena
pfidanim blokovaciho ¢inidla, kterym je kyselina sirova. Zbarveni poukazuje na pozitivni
vysledek (Rivera a kol., 2006). Cela mikrotitracni desticka je proméfena na spektrofotometru
pii definované vinové délce a vysledek je porovnan se standardni kalibra¢ni kiivkou, z niz je
vypocteno mnozstvi BONT obsazené ve vzorku, které je pfimo imérné intenzité vzniklého
zbarveni. Spole¢né se vzorky jsou do mikrotitra¢ni desticky pipetovany i pozitivni a negativni
kontroly pro ovéfeni spravnosti testu (Sharma a kol., 2006).

Celkova doba testovani se pohybuje v rozmezi 2—3 hodin. Tato forma ELISA testu je
nejvice vyuzivana pro prukaz a kvantifikaci potravinarskych patogenti (Rivera a kol., 2006).
Dale bylo prokéazano, ze sendvicova ELISA je 2-5x citlivEjsi nez vSechny ostatni typy ELISA
testu (McCarthy, 2003).

HRP-Linked Antibody

HRP T™MB
‘ Substrate

Detection
Antibody

Sandwich Elisa

Obrazek 7: Schéma sendvicového usporadani ELISA testu
(Kappel a kol., 2017)
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4.2.2  Princip kompetitivniho ELISA testu

Kompetitivni uspotadani ELISA testu slouzi k detekci mensich molekul. V tomto
ptipad¢ ELISA testu jsou na dné jamek mikrotitracni desticky absorbovany antigeny. Po
navazani antigend je do jamek pfidan vzorek spoleéné se znaCenymi protilatkami. Jsou-li ve
vzorku pfitomny cilové antigeny, tedy BoNT, nastavd pak tzv. soutéZeni o vazebna mista
(McCarthy, 2003). Znacené protilatky se prednostné vazou na toxin obsazeny ve vzorku
a mensi Cast protilatek se muze vazat i na antigeny uchycené na dné jamek (viz Obrazek 8).
Cim vétsi je koncentrace toxinu ve vzorku, tim mens§i mnoZstvi znaéenych protilatek se bude
vazat na antigeny uchycené v jamkach. Bé&hem promyvaciho kroku jsou vzniklé
imunokomplexy cilového toxinu se zna¢enou protilatkou z jamek odstranény (Bursova a kol.,
2014). Po promyvacim kroku je do jamek pfidan barevny substrat, ktery se u¢inkem enzymu
meéni v barevny produkt. V pfipadé obsazené¢ho toxinu ve vzorku byly znacené protilatky
zjamek vymyty, nedochazi tedy k barevné zméné ptidaného substratu. Pokud vzorek
neobsahuje BoNT, navazou se znaCené protilatky na antigen absorbovany na dné jamek
desti¢ky a barevny substrat je diky enzymu zménén (Rivera a kol., 2006).

Barevna reakce je tedy zpusobena vzniklym imunokomplexem imobilizovaného
antigenu na dn€ jamek s protilatkou. Tato skutecnost vypovidd o tom, Ze pii pozitivnim
prikazu BoNT je vysledné zbarveni velmi slabé nebo zcela bezbarvé. Lze tedy fict, Ze
kompetitivni usporadani ELISA testu dava opacné vysledky nez sendvi¢ ELISA (McCarthy,
2003).

.. L
A .‘ '\ ,\ i / _\ _\ v\
B %, @ W o v ,/,J\\/ e
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A ‘ N\ 4
/ Antigen @ Labeled reporting antibodies.

Obrazek 8: Schéma kompetitivniho uspordadani ELISA testu (Reynoso a kol., 2019)
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4.3 Elektrochemiluminiscen¢ni imunotest (ECL)

Elektrochemiluminiscen¢ni imunotest spada do skupiny imunoanalytickych metod a je
to technika podobna ELISA testu. Od ptedeslé metody se 1isi pouzitou protilatkou, ktera ma
na svém povrchu elektrochemiluminiscencni znacku. Tato znacka Vv pritomnosti elektrického
potencidlu vyzafuje luminiscen¢ni zéfeni (Grenda a kol., 2014).

Metodika  vyuziva  anti-sérotypové  protilatky  znacené  ruthenium  (II)
tris-bipyridylovym komplexem, ktery slouzi pro kvantifikaci vznikajiciho imunokomplexu.
Dalsi vyuzivané protilatky ¢i antigeny maji na svém povrchu navazany biotin. Protilatky
znaené rutheniem po pfivedeni do blizkosti elektrod vyzatuji svétlo. Dalsi komponentou
testu jsou paramagnetické mikrocastice na povrchu potazené streptavidinem, které slouzi jako
pevny nosi¢ k zachyceni BoNT (Cheng a kol., 2013).

Paramagnetické mikrocastice zajist'uji uchyceni imunokomplexu na povrch elektrody,
jak si lze vSimnou na Obrazku 9. Imunokomplex tvoii BoNT a chelatem ruthenia znafena
protilatka. Afinita komplexu biotin-avidin je extrémné vysoka, tudiz dochazi k pevnému
navazani imunokomplexu na mikrocastice. Po prob&hlé imunoanalytické reakci se z reakéni
smési promytim odstrani nenavazané reagencie. Pisobenim magnetu se mikrocastice
S navazanym imunokomplexem pii promyvani pfidrzi na sténé reakéni nadobky (Ju a kol.,
2017). Po vloZeni elektrického napéti na platinovou elektrodu (oxidace na anod¢€) dochazi
v prutokové méfici cele k elektrochemiluminiscenci. Elektrochemiluminiscence vznika po
reakci imunokomplexu znac¢eného chelatem ruthenia s trypropylaminem vazanym na povrchu
elektrody. Vznikajici luminofory produkuji svétlo a signdl je zachycen pomoci analyzatoru
BioReris M-Serie M1R (Guglielmo-Viret a kol., 2005).

Mnozstvi toxinu pfitomného v potravinach a sérovych matricich je stanoveno
porovnanim s toxinovymi standardy zahrnutymi do stanoveni v kazdé mikrotitracni desticce.
Procentudlni vytéZznost BoNT v potravnich matricich je stanovena porovnanim nezndmého
signalu se standardem pufru pomoci softwarového programu MSD Discovery Workbencg
(Grate a kol., 2010).

Vyhodou ECL je vyuziti malého mnozstvi vzorku a jeho rychla ptiprava. Velkou
pfednosti testu je jeho vysoka rychlost stanoveni, kterd se pohybuje tfddové v rozmezi
nckolika minut. Pouziti ECL testu mé vSak nékterd omezeni. Tato omezeni se tykaji zkfiZzené
reaktivity mezi jednotlivymi sérotypy BoNT. DalSim omezenim této metody je potieba drazsi

testovaci desticky a vybaveni oproti ELISA testu (Grenda a kol., 2014).
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Obrdzek 9: Schéma elektrochemiluminiscencéniho imunotestu (Grate a kol., 2010)

4.4 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR)

Polymerazova fetézova reakce se fadi mezi molekularné biologické metody, které byly
vyvinuty na zakladé sekvencné specifickych hybridiza¢nich sond. Vyvoj molekularné
biologickych metod vyrazné zlep$il piimou detekci bakterie Clostridium botulinum
aumoznuje tak rozpoznani specifické cilové DNA sekvence popisujici BONT. Princip
polymerazové fetézové reakce je zaloZzen na zmnoZeni specifickych tsekti DNA, typického
pro BoNT do pocetnych kopii, které pak 1ze vyhodnotit (Yoon a kol., 2005).

Kvantitativni PCR v redlném case je technika zalozena na klasick¢é PCR, ovSem
s pouzitim fluorescencné znacenych sond a detekéniho systému, ktery je schopen meéfit
intenzitu fluorescence. Intenzita fluorescence je permanentné snimana a analyzovana
specidlnim pfistrojem, ve kterém zaroven probiha PCR, tudiZz amplikony nemusi byt
detekovany elektroforeticky, jak je tomu u klasické PCR metody (Ryazantsev a kol., 2016).

DNA sekvence popisujici BoNT je izolovana ze vzorku a po ziskdni amplifikované
DNA dochézi ke stanoveni. Stanoveni probihd po pfidani DNA botulotoxinu do reakéni
smési, kterd obsahuje fluorescencni substrat. Tento substrat se vaze na pfitomnou DNA, se
kterou nasledné interaguje (viz Obrazek 10). Aktivita substratu je detekovana ptisluSnym
detektorem a odrazi mnozstvi piitomné DNA botulotoxinu ve vzorku. Jednotlivé sérotypy lze

odlisit pouzitim sedmi riznych hybridiza¢nich sond (Tao a kol., 2020).
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Kvantitativni PCR se obvykle provadi v 96-ti jamkovych destickach. Uroven
fluorescence je pak zaznamenavana v jednotlivych jamkach. Kazdy vzorek se analyzuje
V dupletu (dvakrat). Spravny pribéh reakce se sleduje systémem kontrol. Ty napomahaji
identifikovat kontaminaci PCR komponent nebo funk¢nost méficiho zatizeni (Grenda a kol.,
2014).

Kvantitativni PCR je spolehlivy test, ktery nevyzaduje zadnou produkci neurotoxinu
ve vzorku. Polymerazova fetézova reakce je stale vice vyuzivana pro mikrobialni detekci,
jelikoz poskytuje rychlou, specifickou a citlivou reakci (Tao a kol., 2020). Metoda PCR velmi
zkratila dobu analyzy, ¢imz umoznila v€asné uréeni vhodnych terapeutik pro infikované
pacienty (Hill a kol., 2010). Tento vysoce vykonny test je prospéS$ny v potravinaiském
prumyslu, kde je pouziti velkého mnozstvi mysi je nepraktické (Grenda a kol., 2014). Metody
PCR vS8ak maji urcitd omezeni, napiiklad neschopnost rozliSovat mezi biologicky aktivnimi
a neaktivnimi toxinovymi geny. Toto omezeni detekce toxinu piedstavuje hlavni hrozbu pro

¢lovéka, protoze pro ¢lovéka je nebezpecny toxin nez jeho DNA (Tao a kol., 2020).

Vvuziti PCR metody v klinické praxi

PCR metoda je v praxi vyuzivana hlavné pro ureni piesného sérotypu BoNT.
V klinické praxi to probihd nasledovnym postupem. Vzorek pro stanoveni vyskytu toxinu ¢i
bakterie C. botulinum je nanesen na imunochromatograficky prouzek, ktery informuje
0 pozitivnim vysledku. V ptipadé pozitivniho vysledku je vzorek pacienta zpracovan pro PCR
metodu a vySetfen. Dalsi vyuziti ma metoda pii vyskytu BoNT v potravinach ¢i fekalnich
vzorcich. Fekalnim vzorkem muze byt napf. zne€isténa voda. Znecisténa voda kontaminovana
klostridii se v pfedeslych letech objevila ve Finsku, kde se u ryb, pfedevSim u okounik,
pomoci PCR metody prokézal BoNT typu E. Ve stejnych letech byl zaznamenan vyskyt

bakterie ve finskych konzervach jeleniho masa (Lindstrom a kol., 2001).
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4.5 Hmotnostni spektrometricka analyza endopeptidazové in vitro

aktivity botulotoxinu (Endopep-MS)

Endopep-MS je in vitro test spadajici do skupiny instrumentalnich metod a je vyvinut
pro detekci a diferenciaci aktivnich sérotypit BoNT, zplsobujicich alimentarni botulismus
(Pellet a kol., 2019). Metoda je zalozena na detekci specifické endopeptidazové aktivity
L fetézce toxinu, kterd spociva ve §t€peni substratii obsahujiciho SNARE proteiny. Vhodnymi
vzorky pro detekci BoNT jsou sérum, stolice, potravina, mléko, atd. Z téchto typt vzorka je
toxin extrahovan S pouzitim sérotypové specifickych protilatek. Poté je vzorek
s botulotoxinem inkubovan se selektivnim peptidovym substratem. Akumulace produktii
Stépeni ucinkem BoNT se pak méfi hmotnostni spektrometrii (Rosen a kol., 2017).

V metodé¢ Endopep-MS se vyuzivaji substratové peptidy, které jsou vyvinuty
z nativnich sekvenci SNARE proteinii tak, aby ptedstavovaly co nejdaveéryhodnéjsi
napodobeniny. Substratové peptidy, které jsou specifické pro kazdy sérotyp, jsou inkubovany
spolecné se vzorkem obsahujicim BONT. Kazdy sérotyp BoNT Stépi jeden nebo vice ze

specifickych SNARE proteini a produkty Stépeni peptidovych substrati jsou purifikovany
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protilatkou afinitni povahy (Barr a kol., 2005). Jednotlivé nastiihané peptidy, specifické pro
dany sérotyp BoNT, jsou nasledn¢ detekovany pomoci hmotnostniho spektrometru
s laserovou desorp¢ni ionizaci (MALDI-TOF MS), jehoz schéma je znazornéno na
Obrazku 11. Kuvolnéni iontd ze vzorku jsou vyuzity kratké pulzy laserového zafeni.
Priletovy analyzator pak méti dobu letu ¢astice plynné faze z ioniza¢niho zdroje k detektoru,
kterd je charakteristickd pro kazdy ion (Grenda akol., 2014). Detektor je propojen
S pocitacem a pomoci softwaru jsou data zpracovana. Vlastni identifikace pak spociva
Vv porovnani hmotnostniho spektra izolatu se spektry referen¢nich kmenu v databazi MALDI
Biotyper (Bursova a kol., 2014). Reakce se provadi pii teploté 37 °C po dobu 1-4 hodin.
Vzorky jsou na desticku nanaseny V tzv. tripletech, poté je desticka se vzorky vloZzena do
ptistroje MALDI-TOF MS. Do testu jsou zahrnuty i kontroly a standardy toxintu. U negativni

kontroly nejsou detekovany zadné piky z ditvodu deficitu toxinu (Scarlatos a kol., 2005).
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Obrazek 11: Schéma MALDI-TOF MS (Caulfield a kol., 2016)

U kojencu je diagnostika velmi naro¢na, hlavné proto, Ze se ocekava velmi nizka
hladina BoNT a také z diivodu zna¢né malého mnozstvi krve, které lze kojencim odebrat.
Podeziely vzorek séra musi byt alikvotovan pro kazdy jednotlivy test sérotypu BoNT. To

snizuje objem vzorku, ktery je k dispozici pro kazdy test (Rosen a kol., 2017). Z divodu
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rozdilného pisobeni jednotlivych typd BoNT na SNARE proteiny, nelze provadét test
soucasné pro vSechny sérotypy. Pfi stanoveni vice sérotypl najednou by totiz mohlo dojit
k interferaci jednoho sérotypu s aktivitou druhého sérotypu (Wang a kol., 2017).

Metoda ma fadu silnych stranek, mezi které se fadi rychlost, citlivost a specificnost
testu. Tyto tfi parametry velmi usnadnuji diagnostiku botulotoxinu a naslednou 1écbu
botulismu (Rosen a kol., 2017). Tato metoda nejen ze detekuje pfitomnost toxinu, ale také
urcuje, zda je toxin stale aktivni nebo ne. Nejveétsi prednosti této metody detekce je jeji
citlivost. Ta je mnohdy vyss$i nez citlivost biologického testu provadéného na mysich a pfimo
koreluje s mnozstvim BoNT. Selektivita Endopep-MS je dosazena ve dvou trovnich. Jako
prvni Groven selektivity je pouziti sérotypové specifickych protilatek namitenych proti BoNT.
Druhou urovni selektivity je pouziti specifického substratu pro kazdy sérotyp (Bjornstad
akol., 2014). Vzhledem ke své citlivosti a specificnosti je tato metoda implementovana
v nékolika narodnich a mezinarodnich laboratofich vetejného zdravi (Wang a kol., 2019).
Nevyhody Endopep-MS testu jsou vysoké pofizovaci néklady a potieba optimalni Grovné
technickych znalosti pro provoz. Metoda musi byt stale testovdna v Siroké skale klinickych
a potravinovych vzorkl (Grenda a kol., 2014).

Metoda Endopep-MS ma mnoho dalSich aplikaci. Kromé pouziti metody
Endopep-MS pro identifikaci sérotypu BoNT v klinickém, potravinovém nebo
enviromentalnim vzorku muze byt mozna standardizace BoNT ve vzorcich pouzivanych pro

klinické oSetfeni nebo vyzkumné ¢innosti (Barr a kol., 2005).

Vvuziti metody Endopep-MS v praxi

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF se Vv praxi nejvice vyuZiva pro taxonomické
zatazeni danych izolovanych kmenil. Dfive byla metoda Endopep-MS vyuzivana pro detekci
a diferenciaci BoNT v klinickych vzorcich a kultiva¢nich médiich. V dnes$ni dobé 1ze metodu
pouzit 1 na identifikaci BoNT obsazeného v potravinach, a to z divodu presného urceni
sérotypu BoNT. Svou uzitecnosti se Endopep-MS dale vyuziva hlavné pii diagnostice
kojeneckého botulismu, kvili relevantné rychlému ziskani vysledku. Nejvice je Endopep-MS
test vyuzivan ve Spojenych statech, jelikoz zde bylo v letech 1990-2000 nahlaseno 263
ptipadi alimentarniho botulismu (Kalb a kol., 2015).
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4.6 Imunochromatografické testy

4.6.1 Lateralni prutokovy imunochromatograficky test — LFIA

Imunochromatografické testy jsou zalozeny na principu chromatografické separace
latek probihajici na pevné fazi nasycené kapalinou. Jako pevnd faze se vyuziva prouzek
nitrocelul6zové membrany. Prouzek obsahuje anti-BoNT protilatky, které zieteln¢ deteku;ji
pritomnost BoNT ve vzorku. Jako kontrola testu slouzi prouzek znac¢eny anti-BoNT (Tripathi
a kol., 2017).

Testovaci prouzek je obvykle slozen ze Ctyf zon. Prvni zénou je startovaci pole, kam
je nanaSen kapalny vzorek. Kapka vzorku obsahujiciho toxin se nanese na reagencni
podlozku. V dalsi zoné, konjugaéni vrstvé, dochdzi k hydrataci reagencii a umoznéni vazby
BONT s detekéni protildtkou. Tim se toxin navaze na detekéni protilditku a postupnym
vsakovanim migruje do testovaci zony, kde je imunokomplex BoNT-protilatka zachycen
detekéni protilatkou. Tento krok zachyceni vede k zakoncentrovani vazaného toxinu
znac¢en¢ho druhou protilatkou a v disledku toho se v testovaci zoné objevi barevnéd cCéra.
Detekéni protilatka je obvykle znacena Stitky koloidniho zlata nebo rizné barvenymi
latexovymi kulickami, které jsou konjugované k detekéni protilatce. Prouzek vznikly
V testovaci ¢asti ma pak Cervené zabarveni (Tripathi a kol., 2017). Prebytek vzorku spolu se
vSemi nezachycenymi ¢asticemi putuje do Ctvrté, absorpéni zony, kde je ptebytek tekutiny
absorbovan (Liu a kol., 2014). Schéma testovaciho prouzku a jeho jednotlivych ¢asti je
znazornéno na Obrazku 12. Vysledek analyzy se odecita fadové v minutach pouhym okem
audava kvalitativni informaci o pfitomnosti nebo nepfitomnosti botulotoxinu ve vzorku.
Pozitivni vysledek testu znaci dva prouzky. LFIA testy jsou validovany pro testovani BoNT
v §iroké Skale potravinovych matric S detekénim limitem v rozmezi 5-50 ng/ml (Singh a kol.,
2012).

Imunochromatografické testy slouzi jako screeningové a vyznacuji se svym snadnym
provedenim a nizkou cenou. Dal$i vyhodou imunochromatografického testu je jeho vyuZiti
Vv terénu, jelikoz poskytuje vysledek do ne€kolika minut (Grenda a kol., 2014). Mezi hlavni
nevyhody patii jejich nizka citlivost a neschopnost rozliSovat jednotlivé sérotypy BoNT mezi

sebou (Scarlatos a kol., 2005).

-48 -



Detection Control line Housing
window

Test line

Sample inlet

Absorbent pad

Incubation and
detection pad

Conjugate
Sample pad pad

Sample Analyte Nanoparticle Antibody

VA

Obrazek 12: Schéema imunochromatografického testu (Mark a kol., 2010)

Vyuziti imunochromatografického testu v praxi

Imunochromatigrafické testy maji vétsi vyuziti v praxi a to z divodu jejich rychlé
analyzy. S témito testy se lze setkat predev§im V mikrobiologickych laboratotich, kde se
provadéji testy na pritomnost bakterie Clostridium difficile ve stolici kojenct. Stejnym
zpusobem lze zjistit pfitomnost C. botulinum ve stolici dospélého ¢loveéka nebo kojence, ale
s tim rozdilem Ze jsou v testovacich prouZcich obsaZzeny jiné protilatky nez v testovacim
prouzku na prukaz C. difficile. Imunochromatografické testy jsou predevS§im nejvice
vyuzivany pfi analyze potravin ve Spojenych stitech americkych, kde je cCast&jsi vyskyt
intoxikace potravin botulotoxinem nez v Ceské republice. Po zhotoveni extraktd z potravin,
které jsou podezielé na kontaminaci bakterii C. botulinum, je proveden tento test vypovidajici

0 kontaminované ¢i nekontaminované potravin€. V ptipad¢ pozitivniho vysledku jsou dale

24
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ZAVER

Cilem bakalatské prace bylo popsat metody detekce toxinu produkovanych bakterii
Clostridium botulinum. Toxin produkovany touto bakterii se nazyva botulotoxin a svym
toxickym ucinkem pisobi na nervosvalovy pfenos. Botulotoxin svym plisobenim blokuje
malé synaptické vezikuly, které jsou zodpovédné za uvolnovani acetylcholinu potiebného pii
nervosvalovém prenosu. Botulotoxin se vyskytuje ve vice sérotypech, které se od sebe lisi
jsou sérotypy A, B a E. Pro zvifata jsou pak toxické zejména sérotypy C a D. V disledku
tohoto neurotoxického piisobeni zpusobuje botulotoxin paralytické onemocnéni zvané
botulismus.

Detekce toxind bakterie Clostridium botulinum spociva jak v kvantitativni, tak
v kvalitativni analyze. Jako zlaty standard pro detekci botulotoxinu je pouzivan biologicky
test provadény na mysich. Tento test pfimo poukazuje na biologickou aktivitu toxinu, pfi¢emz
Ize sledovat jeho toxické pusobeni. Jedinou nevyhodu tohoto testu je jeho ¢asova naro¢nost.
Dalsi metodou detekce botulotoxinu, ktera je v klinické praxi velmi rozsifena, je ELISA test.
ELISA test spada do skupiny imunologickych metod vyuzivajicich pro detekci specifické
protilatky namifené proti botulotoxinu. Tento test ma dva typy uspotfadani, kdy se Castéji
pouziva uspofadani sendviCové. Pii sendviCovém uspofddani je toxin uchycen mezi dvé
protilatky a jeho koncentrace je méfena na spektrofotometru. Podobnou metodou je
elektrochemiluminiscence. Tento imunotest vyuziva k reakci anti-sérotypové protilatky
znacené elektrochemiluminiscenéni znackou. Vznikla elektrochemiluminiscence se méti po
vlozeni napéti na platinovou elektrodu. Celkové mnozstvi toxinu obsazeného ve vzorku je pak
stanoveno pomoci analyzatoru. Nejvétsi prednosti tohoto testu je jeho kratkd doba analyzy.
Dalsi metodu detekce botulotoxinu je qPCR. Jedna se o metodu spadajici mezi molekularné
biologické metody. Kvantitativni PCR je zalozena na detekci genu charakteristického pro
botulotoxin. Proces PCR vyuziva amplifikovany usek DNA botulotoxinu, jenz je pfidan do
reakéni smési, kterd obsahuje fluorescencni substrat. Tento fluorescenéni substrat interaguje
s dsDNA a intenzita fluorescen¢niho zafeni je méfena detektorem. Dalsi a velmi specifickou
metodou detekce botulotoxinu ve vzorku je Endopep-MS test. Tento test patii mezi
instrumentalni metody, ale je vyvinut pfimo pro diferenciaci aktivnich sérotypti botulotoxinu
zpuisobujicich alimentdrni botulismus. Princip tohoto testu spo¢iva v endopeptiddzové aktivité

samotného toxinu a ve Stépeni specifickych SNARE proteinti. K detekci nastiihanych peptida
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slouzi hmotnostni spektrometr S laserovou desorpéni ionizaci. Po ziskani hmotnostniho
spektra je spektrum porovnano s databazi spekter a je vyhodnoceno o jaky sérotyp
botulotoxinu se jednd. Poslednim testem vyuzivanym k detekci botulotoxinu je
imunochromatograficky test. Imunochromatograficky test slouzi jako screeningovy a udava
nam pouze kvalitativni udaj o vyskytu toxinu ve vzorku. Cely tento test funguje na principu
chromatografické separace, kdy je unasen vznikly imunokomplex testovacim prouzkem, a pfi

pozitivnim nalezu vznikaji dvé barevné linky V testovaci ¢asti prouzku.
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