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ANOTACE

Tato prace se vénuje charakteristice bakterie Clostridium botulinum. Zamétuje se na vyuziti
botulotoxinu v medicinské oblasti i kosmetickém pramyslu. Popisuje ptipady pacienti
s botulismem a piedstavuje diagnostické metody detekce Clostridium botulinum nebo

botulotoxinu.
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TITLE

Clostridium botulinum

ANNOTATION

This work is devoted to the characteristic of the bacterium Clostridium botulinum. It focuses
on the use of its product botulinum toxin in the medical field as well as the beauty industry. It
describes cases of patients with botulism and presents diagnostic methods for detection

Clostridium botulinum or botulinum toxin.
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TERMINOLOGIE

Grampozitivni bakterie: ma bunécnou sténu, ktera se sklada ze silné vrstvy peptidoglikanti
a polysacharida pies kterou prochazi fetézce kyseliny lipoteichoové. Pti barveni dle Grama se
barviva dostavaji do bun¢k a alkohol je kvili silné vrstvé peptidoglikantit nemtze vyvazat

a odmyt. Proto maji tyto bakterie po obarveni v mikroskopu syté fialovou barvu.

Obligatne anaerobni mikroorganismus: je schopen Zit a rozmnoZovat se bez pristupu kysliku.

V prostiedi s kyslikem rychle umira.



UvoD

Bakalafska prace na téma Clostridium botulinum se zabyva charakteristikou této bakterie.
Vénuje se také terapeutickému vyuziti botulotoxinu u riznych chorobnych stavii. Ukazuje
kazuistiky pacientti s botulismem, jejich 1éCbu a laboratorni priikaz bakterie ve vzorcich

odebranych od pacienti.

Clostridium botulinum je anaerobni bakterie, ktera je vSudypfitomna. Mize se vyskytovat
naptiklad ve vod¢, masu a zelening. Pokud je voda nezdvadna a maso nebo zelenina dostatecné
tepeln¢ opracované u zdravych lidi nezpiisobi zddné problémy. Pokud vSak neni splnéna tepelna
uprava, a navic v organismu vzniknou vhodné podminky k mnozeni této bakterie, za¢ne riist a

produkovat botulotoxin. Botulotoxin vyvola u postizeného onemocnéni znamé jako botulismus.

Botulismus je dnes jiz velmi ojedin€lé neuroparalytické onemocnéni, které zptsobi docasné
ochrnuti svalli. Mezi hlavni pfiznaky otravy botulotoxinem a rozvinuti botulismu patii
poklesnuti o¢nich vicek, sucho v tstech a krku, Spatné¢ vyslovovani, problémy s polykanim. U

zavazngjSich ptipadi hrozi riziko selhéni respiracnich svalt.

Botulotoxin je pozoruhodnd pfirodni latka. Ptesto, Ze se jedna o velmi silny toxin ve velmi
nizkych koncentracich ho Ize pouzit k 1é¢bé a zlepSeni riznych chronickych chorobnych stavi.

Zaroven existuji obavy ze zneuziti botulotoxinu pii bioteroristickych utocich.
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1 Rod Clostridium

Do rodu Clostridium patii grampozitivni bakterie ty¢inkovitého tvaru. Bakterie tohoto rodu
jsou schopny vytvaret endospory, které vznikaji uvnitt vlastni bunky a pomoci kterych pieziji
| za nepfiznivych podminek napt. v pfipadé¢ nedostatku zivin. VétSina druhd tohoto rodu se

dokaze pohybovat [1].

Fylogenetické analyzy sekvenovani 16S rRNA slozky fadi mezi tento rod zhruba 180 druht
bakterii. Komplexni taxonomickd a evolu¢ni analyza pomoci klasifika¢niho sekvenovani
prokazala, Ze rod neni monofylogenicky. Podle soucasné klasifikace je tedy tvoien vétSim

poc¢tem druhti, které nemaji spole¢ny zaklad [1].

Tento rod zahrnuje klinicky vyznamné lidské ¢i zviteci patogeny, které mohou zpusobit vazna
az smrtelna onemocnéni. Jejich nebezpecnost tkvi v produkci silnych exotoxind, které dokazi
poskodit hostitele a vyvolat zavazna onemocnéni. Diky velké metabolické rtiznorodosti se
klostridia vyuzivaji v biotechnologickych programech napftiklad pti vyrobé¢ biopaliv, enzymd,

1é¢bé riznych onemocnéni ¢i vyzkumu l1écby rakoviny [22].

Clostridium botulinum je jeden z vyznamnych zastupct tohoto rodu. Jedna se 0 grampozitivni
bakterii s anaecrobnim metabolismem, ktera ma pleomorfni, vietenovity tvar tyCinek. Tato
bakteric se dokaze pohybovat aza uréitych specifickych podminek je schopna tvofit

termorezistentni endospory [3].
1.1 Sporulace

Spora je klidové stddium buiky, ve kterém neprobihd Za4dny metabolismus. Sporulace je
ochranna reakce bakterie na stres zpuisobeny nepfiznivymi podminkami, napiiklad pokud je

burika vystavena kysliku nebo nemé dostatek Zivin k dalS§imu rtistu a déleni [4].

Spora Clostridium botulinum je ovalného tvaru subterminalné ulozena, leZici vedle stiedu a je

vypouklé ven z ty€inky [4].

Stavba endospory je odlisna od normalni buriky. Je tvofena nékolika vrstevnatym obalem, ktery
obklopuje cytoplazmu s genomem aorganelami tzv. dehydratované jadro (Cr). Vrstva
peptidoglikanti, velké mnozstvi vapniku a kyseliny dipikolinové v kortexu (Cx) zarucuji spote
odolnost vici teplu achemikaliim. Vnéjsi proteinové vrstvy (Co) zvySuji odolnost
k enzymatickému poskozeni. Na povrchu vnéjsi vrstvy se nachazi exosporium (EX), které

vytvati rozhrani mezi sporou a hostitelskym prostiedim [4;5].
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Podle prvni trojrozmérné molekularni rekonstrukce povrchu spor klostridii, kde se podrobné
zkoumal druh Clostridium sporogenes, ktery je velmi podobny druhu Clostridium botulinum
skupiny I. si lze exosporium predstavit jako hexagonalni symetrickou dvojrozmérnou miizku
S pory, kterd obklopuje sporu. Vnéjsi povrch samotného exosporia ptipomina srst a dalsi rizné
fragmenty (App). V bazalni krystalické vrstvé se nachazeji proteiny bohaté na cystein CsxA.
Tento protein je zodpoveédny za samosestaveni této vrstvy. Pfedpoklada se, ze proteiny bohaté

na cystein zvysuji odolnost spory vici tlaku. Obrazek 1 ukazuje morfologii spor [4;5].

Kmeny Clostridium botulinum skupiny I — III maji podle novych zjisténi dvé odli$né strategic
tvorby spor, které pravdépodobné souvisi s metabolismem. U proteolytickych kment skupiny
I dochézi k tvorbé a uvolnovani spor pomaleji, protoze nejprve probiha jejich akumulace a az
poté uvolilovani do prostfedi. U neproteolytickych kmenta skupiny II a III se uvoliuji zralé

spory uz po 48 hodinach [4].

Tepelna rezistence spor se U jednotlivych kment Clostridium botulinum lisi. Spory skupiny
I maji vysokou tepelnou odolnost pii 98 °C v rozmezi od 1 do 24 minut. Spory kmenu skupiny
II vykazovaly stfedni tepelnou odolnost pii 90 °C v rozmezi 11,5 — 12 minut. U kmenu skupiny

111 se projevila relativné nizka tepelna odolnost pii 75 °C v rozmezi 6-23 minut [4].
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Obrazek 1 Morfologie purifikovanych spor Clostridium botulinum
Morfologie spor skupiny I a Il Eklund B17 (A), skupiny 1l kmenu Beluga (B) a skupiny Il11. (C),

Elektronova mikrofotografie tenkych fezi purifikovanych spor z ATCC 3502; ATCC19397,
UN1/10-7 B; ATCC 17841, UN5/11-8; Eklund 17 B Beluga, Stockholm C a BKT015925 (D)
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2 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum je jeden z nejvyznamnéjSich druhd patiici do rodu Clostridium.
Produkuje toxin tzv. botulotoxin, ktery zpusobuje onemocnéni botulismus, zavazné
neuroparalytické onemocnéni lidi i zvifat. Je to grampozitivni tyCinka, kterA ma obligatné
anaerobni rust. Velikost této bakterie je zhruba 5 um x 1 um. Pro pohyb vyuziva C. botulinum

biciky, které ma na celém svém povrchu [6].

Na zaklad¢ fylogenetické analyzy sekvenovani slozky 16S RNA jsou v sou¢asnosti znamy Ctyfi
skupiny Clostridium botulinum znaceny | - 1VV. Kazda skupina produkuje jiny typ botulotoxinu.
Prevazna vétsina kment Clostridium botulinum produkuje jeden typ toxinu, nicméné existuji
kmeny, které produkuji dva nebo dokonce tii typy toxinli. Dale dle toho, co klostridia pfi
metabolismu $tépi, Ize rozliSovat kmeny proteolytické, Sté€pici proteiny ¢i sacharolytické,
Stépici cukry [6;7;8].

Tabulka 1 Rozdéleni Clostridium botulinum do skupin Cerpano z [9;10]

C. Nazev skupiny | Metabolismus | Teplota | Produkujici | Botulismus
botulinum rustu toxin
Skupina | Clostridium Proteolyticky | Minimum A B,F Lidsky
arabotulinum 12 °C
[9] P _
Optimum
35-37 °C
Skupina 1l Clostridium Sacharolyticky | Minimum B4,E,F | Alimentarni
[69] botulinum 3°C u lidi
Optimum
30°C
Skupina | Clostridim noviy | Sacharolyticky | Optimum | C, D, C/D, U zvirat
111 [10] sensu lato 30°C D/C a ptakd
Skupina Clostridim - Optimum G Nebyl
IV [10] argentinense 37°C prokazan
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Clostridium botulinum a dalsi klostridia produkuji botulotoxin, pokud jsou v anaerobnim

prostiedi, pii pH vy$§im nez 4,5, pfi nizkém obsahu soli a cukru a pii teploté 4-45 °C [11].

Pro klostridia je typicky jejich anaerobni metabolismus. Pti takovém metabolismu se produkuje
méng¢ energie, pouze 2 molekuly ATP. Tento metabolismus plné€ vyuzivaji klostridiové bakterie
Vv prostiedi bez kysliku s velkym mnozstvim organickych latek. Idedlnim prostredim je lidsky
organismus. Proces, pfi kterém se pfeméni organické slouceniny na jiné metabolity za pomoci
enzyml se nazyva fermentace. Prostfednictvim fermentace rozlozi tyto mikroby cukry,

alkoholy, aminokyseliny, puriny a pirimidiny [2].
2.1 Vyskyt Clostridium botulinum

Clostridium botulinum se piirozen¢ vyskytuje v pud¢, vzduchu, ve vod¢, ktera neprosla upravou
¢iSténim a pobieZnich sedimentech. Osidluje také stfevni trakt zvifat. Je to takzvany saprofyt,
ktery vyuzivéa ke svému pieziti jiny organismus nebo jeho sekret ¢i odpadni latky, aniz by ho

poskozoval [12].

Jeho spory, vSudypfitomné v Zivotnim prostiedi, dokazi neomezené piezit i pro ¢lovéka tak
béznou a pro mikroorganismy vétsinou smrtelnou ¢innost jakou je vateni. Lidé bézné ptijimaji
V potrave obsazené spory, které za fyziologickych podminek v organismu nekli¢i. Pokud se ale
zméni okolnosti a V organismu i sttevé vznikne anaerobni prostiedi, zvysi se pH, snizZi se obsah
cukru, soli a také teplota, mohou pfitomné spory zacit klicit, produkovat botulotoxin a zptsobit

onemocnéni zvané botulismus [13].

Tato bakterie a jeji spory se mohou dostat pti zpracovani zvifeciho masa do vyrobki jako jsou
uzeniny, masové konzervy ¢i vakuové balené a chlazené potraviny. Dale se mohou vyskytovat

v medu [3;12].
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3 Botulotoxin

Druh Clostridium botulinum produkuje toxin zvany botulotoxin, ktery je hlavnim faktorem
virulence této bakterie. Botulotoxin je klasifikovan jako exotoxin proteinové povahy, ktery se
syntetizuje uvniti mikrobialni buriky a poté je vylou¢en do organismu hostitele, kde ptsobi na
nervovy systém. Jedna se 0 tak zvany neurotoxin, jenz se fadi mezi nejucinnéjsi bakterialni
toxiny A-B typu. Takovéto toxiny Gcinkuji ve tkanich vzdalenych od mista invaze a rustu
mikroba [8;14].

3.1 Sérotypy botulotoxinu

Botulotoxiny lze rozdé€lit na zakladé serologické identifikace specifickymi antiséry, na sedm

sérotypi A-G [7;8].

Dale lze, prostiednictvim variaci aminokyselinové sekvence klasifikovat jednotlivé typy
botulotoxind do podtypii, které jsou znaceny Cisly za sérotypem. V soucasnosti je zndmo 0SM
podtypu botulotoxinu A (Al — A8), osm podtypt botulotoxinu B (B1 — B8), Dva podtypy
botulotoxinu C (C1 — C2) a botulotoxinu D (D1 — D2). Dvanact podtypt botulotoxinu E (E1 —
E12) a osm podtypi botulotoxinu F (F1 — F8). Jednotlivé variace aminokyselinové sekvence
mohou mit vliv na biologickou aktivitu toxinti a dale pak I na rozpoznani monoklonalnimi
protilatkami, které pusobi pouze na urcité podtypy. Oproti tomu polyklonalni protilatky

neutralizuji vSechny botulotoxiny stejného sérotypu [7;8].

Byly nalezeny dalsi nové sérotypy. Prvni je typ H, ktery je identifikovéan jako hybrid sérotypu
A aséroypu F. ZnaCeny bud’ jako botulotoxin FA nebo botulotoxin HA. Je neutralizovan
vysSimi davkami antiséra botulotoxinu A. Druhym novym sérotypem je typ X, ktery ma nizkou
sekvencéni identitu V porovnani S ostatnimi botulotoxiny a neni neutralizovan Zadnym

antisérem pouzivanym u botulotoxinu A-G [7;8].

Kmeny C. botulinum skupiny | produkuji jeden nebo vice typt jako sérotyp botulotoxinu A,
sérotyp botulotoxinu B nebo F. Skupina Il C. botulinum tvoii jeden sérotyp botulotoxinu bud’
typu B ¢i typu E nebo F. Clostridium botulinum skupiny III syntetizuji pouze jeden neurotoxin
typu C nebo D, cast&ji pak hybrid v kombinaci téchto typa C/D ¢i D/C. V neposledni tadé
kmeny C. botulinum skupiny IV produkuji botulotoxin typu G [7;8].
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3.2 Mechanismus Uc¢inku

Klostridiové neurotoxiny jsou charakteristickymi zastupci toxintt A—B typu. To znamena, Ze se
toxin sklada ze dvou slozek. Slozka B slouzi k navazani toxinu na receptor hostitelské buiiky,
nachazejici se na jejim povrchu. Slozka A, prostfednictvim enzymatické aktivity, poSkodi

buriku [8].

Na pocatku celého plisobeni je syntetizovan jednofetézcovy protein, jenz je neaktivni @ nema
signalni peptid. Tento protein je uvolnén z bakterie exfoliaci bunétné stény. Nasledné je
aktivovan protedzami na dvoufetézcovou formu proteinu, kde spojeni fetézci zajistuje
disulfidicka vazba. Aktivni protein se sklada ze dvou domén tézkého fetézce a jedné domény
lehkého fetézce. Doména C, koncové ¢asti tézkého fetézce je zodpovédna za vazbu toxinu na
receptor buiiky. N koncova doména té€zkého fetézce plni translokaéni funkci. Jedina doména

lehkého fetézce je dulezita svou katalytickou aktivitou [8;15;16].

Soucasti botulotoxind jsou vedlejsi proteiny vazané na toxin. Ve vSech sedmi sérotypech
botulotoxinu se nachazi velky netoxicky nehemaglutininovy protein (NBP), znamy jako protein
vazajici neurotoxin. Tyto netoxické proteiny, konkrétné proteiny hemaglutininu 33 (HA 33)
a protein vazajici neurotoxin se diky stabilni struktuie a vysoké rezistenci vic¢i protedzdm
ukazaly jako ucinné ochranné faktory botulotoxinu pted pusobenim proteaz

V gastrointestindlnim traktu po jeho pozieni [8].

Obecné lze fict, Ze botulotoxin inhibuje uvolnéni acetylcholinu z vezikul do synaptické
Stérbiny. Nedochazi k pfenosu kontrakce na nervosvalovou ploténku. Nasledkem toho se
rozvine reverzibilni neuroparalyza. Podrobné se d4 mechanismus G¢inku popsat ve tfech fazich

8;15].

V prvni fazi se neurotoxin navaze na nervovou buiiku. Tuto vazbu zprostfedkovava C koncova
Cast tézkého fetézce, ktera se navaze na gangliosidy lokalizované na povrchu buriky. Tento spoj
je slaby, proto se botulotoxin vaze siln¢ na proteinovy receptor Synaptotagmin nebo protein
synaptického vezikula 2. Na proteinovy receptor synaptotagmin se specificky vazou sérotypy
botulotoxinu B, DC a G. Zatimco botulotoxin typu A, D, E, F, H se specificky vazi na protein
synaptického vezikula 2. Neurotoxiny se prostiednictvim receptorem zprostfedkované

endocytdzy presouvaji do synaptickych vezikul [8;15].

Ve druhé fazi se vnitfek vacki okyseli pomoci H' iontl. Kyselé prostiedi spusti konformaéni

zmeény, které maji za nasledek to, ze translokacni doména na N ¢asti t€zkého fetézce vytvoii
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transmembranovy kanal, kterym projde lehky fetézec botulotoxinu do nitra bunky. Lehky
fetézec se musi pied samotnou translokaci do cytoplazmy c¢asteCné rozvinout, aby prosel

kanalem [8;15;17].

Treti faze je zahajena aktivaci lehkého fetézce. Pisobenim Sté€picich enzymi, to jest protein
tepelného Soku a thioredoxin — reduktaza — thioredoxin systému, se lehky fetézec uvolni od
zbytku botulotoxinu a tim se aktivuje. Takto aktivovany fetézec prostiednictvim své
enzymatické aktivity $t€pi proteiny komplexu rozpustny receptor pro ptipojeni faktoru citlivého
na N-ethylmaleimid (SNARE proteiny), t¢émi jsou membranovy protein spojeny s vezikulami
(VAMP), synaptosomalné asociovany protein (SNAP 25), synaptobrevin a syntaxin. Tyto
proteiny jsou dilezité pro fuzi vacku z presynaptické membrany do synaptické Stérbiny
a uvolnéni acetylcholinu. Kazdy sérotyp botulotoxinu specificky $tépi jiny z téchto protein.
Botulotoxin typu A, E S§tépi synaptosomdlné asociovany protein. Sérotypy B, D, F, H,
specificky S$tépi membranovy protein spojeny s vezikulami. Botulotoxin typu C Stépi
synaptosomalné asociovany protein i syntaxin. Rozstépeni téchto proteind zabrani uvoliiovani

acetylcholinu a tim i do¢asné ochrnuti svald, zapfi¢inéného zablokovanim nervového vzruchu

na nervosvalové ploténce. Obrazek 2 znazornuje mechanismus ucinku botulotoxinu [8;15;16].

- s INHIBICE UVOLNOVANI
FYZIOLOGICKE UVOLNOVANI
ACETYLCHOLINU - STAH SVALU ACETYLCHOLINU BOTULOTOXINEM - /

NERVOSVALOVA PARALYZA

Svalova bunka
- Botulotoxinovy
Svalovy vacek receptor
Acetylicholin
Tézky fetézec
botulotoxinu
SNARE proteiny
= Lehky retézec
botulotoxinu
:
Stépeni SNARE proteint
(Synaptobrevin, SNAP 25,
Syntaxin) botulotoxinem
Acetylcholinovy Botulotoxin
receptor

Obrazek 2 Mechanismus a¢inku botulotoxinu

Upraveno z [18]
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Doba trvani paralyzy se u jednotlivych sérotypu lisi. Paralyza botulotoxinem A, C u lidi trva
3-6 mésicu. V piipadé botulotoxinu B, D a F je to 12-16 tydnt. Botulotoxin E ma nejkratsi
dobu trvéni a to 2—7 tydnt [8].

3.3 Vyuziti botulotoxinu

AC¢ je botulotoxin povazovan za jeden z nejuc¢innéjSich jedu, v pribéhu let se pohled na tuto
latku zménil a zacalo se na néj pohliZet ijako na 1ék. V soucasnosti je vyuzivan k terapii
Vv riznych oblastech mediciny. PiedevS$im pak v estetické mediciné a k 1é¢bé Siroké skaly

chronickych stavii, napiiklad spasticity a dalsich [19;20].
3.3.1 Botulotoxinové pripravky

Prvni zminky pochézeji z roku 1817, kdy némecky 1ékai Justinus Kerner detailné¢ popsal
klobasovy jed, neizoloval ho, ale popsal, jak pisobi. Uz tehdy pfedpokladal, Ze by se jed mohl
pouzit k 1é¢bé chorob s nadmérnou aktivitou svalil. Prvni terapeutické vyuziti probéhlo v roce
1980, kdy oftalmolog Allan Scott aplikoval ¢isty botulotoxin do o¢nich svalt ¢loveka k 1é¢bé
strabismu [21;22].

Prvni botulotoxinovy ptipravek pro 1écbu blefarospazmu u ¢lovéka, byl licencovan v roce 1989
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv, USA (FDA). V soudasné dobé existuje Sest tradi¢nich
ptipravkii botulotoxinu, které lze vyuzit pro terapeutické ucely. Ctyfi z nich jsou schvaleny
americkym Ufadem pro kontrolu potravin alégiv. P¥ipravek Prosigne a Meditoxin jsou
pouzivany pouze v Cing a Jizni Koreji. Piehled konvencnich piipravki ajejich schvalené

indikace viz Tabulka 2 [15;21].

Z téchto Ctyfech schvalenych pripravki obsahuji téi produkty botulotoxin A jsou jimi
Onabotulinumtoxin A, Incobotulimuntoxin A a Abobotulinumtoxin A. Vsechny tyto produkty
jsou dodavany ve formé prasku, ze kterého smichanim s fyziologickym roztokem vznikne
injek¢ni roztok piipraveny k aplikaci. Rimabotulimumtoxin B jako jediny obsahuje botulotoxin

sérotypu B a oproti ostatnim je dodavan v tekuté formée [23].

V Ceské republice je Statnim zdravotnim ustavem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) registrovano
né&kolik botulotoxinovych piipravkii. Hrazené pojistovnou jsou v CR ptipravky Botox 100 SU,
Xeomin 100SU, Dysport 300 SU a Dysport o sile 500 SU. Dale se na ¢eském trhu vyskytuji
pripravky Alluzience, Botouture, Vistabel [24].
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Tabulka 2 Piehled konvenénich botulotoxinovych piipravki a jejich schvalena indikace Pievzato z [15]

Jizni Korea

Jméno vyrobku Vlastnicky nazev Vyrobce Schvaleno US Indikace schvalena americkym Rok
FDA FDA schvaleni

Botox Onabotulinumtoxin A | Spole¢nost Allergan Inc. Ano Blefarospazmus 1989

Hemifacidlni spasmus 1989

Strabismus 1989

Cervikalni dystonie 2000

Migréna 2010

Spasticita horni koncetiny 2010

Spasticita dolnich koncetin (dospéli) 2014

mocovy méchyi (NDO) 2011

Hyperaktivni moc¢ovy méchyt (OB) 2013

Vrasky na Cele 2018

Xeomin IncobotulinumtoxinA Merz Ano Cervikalni dystonie 2010

Pharmaceuticals Blefarospazmus 2010

Zamracené linie 2011

Spasticita horni koncetiny 2015

Sialorrhea u dospé€lych 2018

Dysport AbobotulinumtoxinA Ipsen Ano Cervikalni dystonie 2009

Pharmaceuticals Zamracené linky a vrasky 2009

Spasticita hornich koncetin (dospéli) 2015

Spasticita dolnich koncetin (déti) 2016

Spasticita dolnich koncetin (dospéli) 2017

Myoblok/Neurobloc | Rimabotulinumtoxin B USA — WorldMed — Ano Cervikalni dystonie 2009

Slunovrat

Proscine/Prosigne Typ A Lanzhou Institute, Cina Ne
Meditoxin/notox Typ A Meditox, Ne
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Botulotoxinové 1éky jsou smési sloucenin, které se skladaji z botulinumneurotoxinu,
komplexotvornych proteinii a pomocnych latek. Botulinumneurotoxin je aktivni slozka
botulotoxinovych preparati. Jako aktivni slozka v pfipravku se pouziva bud’ sérotyp A nebo B.
Ostatni typy E, C, D, F byly pouzity pouze experimentalné. Ruzné typy a podtypy botulotoxinu
vykazuji jiné vlastnosti. Komplexotvorné proteiny vznikaji pfirozené jako zbytky pii tvorbé
botulotoxinového preparatu. Obecné nemaji vliv na ptisobeni botulotoxinu, ale predpoklada se,
7¢ muze zvySovat antigenicitu. Proto jsou radéji tyto proteiny z piipravka odstrafiovany, aniz
by se zménili jeho terapeutické nebo nevznikaly nové nezadouci ucinky. Pomocné latky slouzi
ke stabilizaci botulotoxinovych 1ékti. Obvykle se pro tuto funkci pouziva lidsky sérovy
albumin. Stabilizovat je maze i Zelatina, polysorbat nebo cukry. U kapalnych forem p¥ipravka

se ke stabilizaci vyuzivaji pufry snizujici pH roztoku [25].

Daxibotulinumtoxin A je novy produkt spole¢nosti Revance, ktera v roce 2020 podala
americkému Ufadu pro kontrolu potravin a 16¢iv zadost 0 udéleni licence pro terapeutickou
indikaci pro 1écbu glaberalnich vrasek. Jedna se o produkt botulotoxinu A, ktery prosel
procesem fermentace a nékolika purifika¢nimi a chromatografickymi kroky, které minimalizuji
pfitomnost bakteridlnich ¢i genetickych zbytki. Aktivni slozkou je purifikovany jadrovy
neurotoxin zvany daxibotulinumtoxin A. Ke stabilizaci je v pfipravku pouzit peptid RTP004
s polysorbatem 20. Kladny naboj peptidu RTP004 zprostiedkovava elektrostatickou vazbu
K negativné nabitym povrchim neuront. Peptid zvySuje afinitu daxibotulinumtoxinu
A K zaporn¢ nabitym presynaptickym nervovym zakoncenim. Tato silna vazba pravdépodobné
zvy$i moznost daxibotulinumtoxinu A se navdzat na spravny proteinovy receptor, usnadni
lokaci a zvysi pocet internalizovanych molekul neurotoxinu v misté vpichu a tim prodlouzi
ucinek 1éku [15;26;27].

Parabotulinumtoxin A obchodnim nazvem Neurox je novym botulotoxinovym preparatem
schvalenym vroce 2019 americkym Ufadem pro kontrolu potravin alééiv pouze pro
kosmetickou lécbu sttednich az t€zkych glabelarnich linii. Je to produkt botulotoxinu sérotypu
A s viditelnymi vysledky do druhého dne po jeho aplikaci, na rozdil od ptipravku Botox, ktery
pusobi az po 24-72 hodinach. Neurox je bezpefny, ucinny s rychlym nastupem ucinku

a dopliuje tak jiz dostupné botulotoxinové 1éky [28].

Botulotoxin typu E je v soucasnosti zkouman Vv laboratornich studiich. Ma prokazatelné rychly
nastup ucinku, ale kratkou dobu pusobeni, zhruba 2—4 tydny V porovnani s ostatnimi

botulotoxinovymi léky. Tohoto poznatku by bylo mozné vyuzit k1é¢bé akutnich stavi,
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u kterych neni potieba dlouhé piisobeni botulotoxinu. Tato vlastnost je ddna odliSnou strukturou
sérotypu a jeho schopnosti se vazat na neurony. VSechny tfi domény botulotoxin E jsou
organizovany na spolecném rozhrani. Trojrozmérny tvar protedzové Casti ziejmé piispiva
Kk rychlejsimu pfechodu od vazby pies internalizaci az k translokaci. Proteaza botulotoxinu E je

Z nervovych bun¢k rychle odstranéna [29].

Letibotulinumtoxin A, obchodnim nadzvem Botulax vyrabény v Jizni Koreji, je novy neurotoxin
z kmene Clostridium botulinum CBFC26. Jedna se o botulotoxin sérotypu A. Botulax je

analogem Botoxu. U¢innost a bezpeénost nebyla horsi neZ u onabotulotoxinu A [30].

Davky jednotlivych piipravkl nejsou totozné nebo ekvivalentni. Kazda formulace je dostupna
Vv jinych jednotkéch U na lahvic¢ku a obsahuje odliSnou gramdz neurotoxického proteinu v ng

na lahvicku. Z tohoto diivodu je dilezité, aby se 1ékar vzdy tidil pokyny od vyrobce [15;25].

Velké farmaceutické spolecnosti vyvijeji nové botulotoxinové piipravky s cilem rozsifit jejich
indikacni spektrum. Vznikaji analogy tradi¢niho Botoxu ¢i jinych ptipravki. Jejichz cenova
dostupnost je podstatné niz§i nez Botox. Spolecnosti se snazi prodlouzit Gcinek plsobeni
botulotoxind. Budouci vyvojové tendence jsou snizit pocet pomocnych latek v tomto 1éku, aby
se snizilo riziko ptenosu HIV. Dale je vyvinuto usili pfevést stavajici botulotoxinové 1éky do
tekuté podoby. Dalsi smér vyvoje botulotoxinovych Iéki je jejich transdermalni aplikace. Tato

aplikace je velmi atraktivni pro estetickou medicinu [25].
3.3.2 Esteticka medicina

Prvni kosmetické ucinky botulotoxinu byly pozorovany jako vedlej$i uc€inek pii 1écbé
blefarospasmu v roce 1987, kdy se pacientim pfi této 1é¢bé navic jako vedlejsi ucinek,
vyhladila glabelarni linie. Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv, USA schvalil jeho kosmetické

a nekosmetické vyuziti botulotoxinovych ptipravkl 15.2.2002 [31].

Rytidy neboli vrasky vznikaji hyperaktivitou svali obliceje a starnutim. Pro jejich redukci
a lécbu se pouzivaji botulotoxinové injekce. Nejéastéjsimi osetfovanymi oblastmi obli¢eje jsou
rytidy Cela, zamracené linie glabely, podo¢nicové a nosni vrasky, perioralni linky v oblasti rti.
Dale lze oSetfit gingivalni tsmév, pomeran¢ovou bradu nebo pomoci botulotoxinu zestihlit
Celist. Lécba hlubokych vrasek ma pozitivni vliv na psychiku pacienta. Pro uspéSnou 1écbu
vrasek je dulezité znat podrobné anatomii oSetfovanych oblasti a vymezeni spravnych
bezpecnostnich zon tak, aby nevznikly po aplikaci komplikace, jako je naptiklad pokles horniho

vicka a obo¢i, netiplné uzavieni vicka nebo asymetricky usmev [31;32;33].
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Dal8im kosmetickym vyuzitim botulotoxinu je 1é¢ba mastné pleti. Kozni maz plisobi jako kozni
bariéra organismu pied vné&jSimi faktory. Pii nadmérné tvorbé mize kozni maz blokovat pory
a zpusobit zanét kuze. Aplikaci botulotoxinu na ¢ele u lidi s mastnou pleti bylo prokazano

snizeni produkce kozniho mazu po dobu 16 tydnt [31].

Nékolik studii potvrdilo, ze aplikace botulotoxinu zmiriiuje projevy zarudnuti obliceje
u zanétlivé dermatozy zvané rizovka a snizuje pocet navall horka pti menopauze. Botulotoxin
je také ucinny v prevenci jizev, kdy snizuje napéti pusobici na okraji rany, které pii hojeni

urcuje konecny vzhled jizvy [31].

Existuji  kontraindikace, kdy botulotoxinové injekce nelze pouzit, ato V piipadé
neuromuskularnich poruch, roztrousené skler6zy, t€hotenstvi, kojeni, pii alergie na albumin,
onemocnéni krve, plic, srdce, jater, ledvin. Pouziti neni vhodné u hubenych a podvyzivenych
lidi, svaly jsou v takovychto piipadech tenké a ti¢inné latky by se mohly dostat do okolnich

tkani a zpiisobit neptiznivy efekt [32;34].
3.3.3 Lécba chronickych stavu

Botulotoxinové injekce se vyuZivaji pro svilj mechanismus uc¢inku v mnoha oborech 1ékatské
mediciny K 1é¢bé chronickych stavii. Nejvice se botulotoxin vyuziva v neurologii pii 1é¢bé
spasticity a chronické bolesti. Dale se uplatiuje pro 1é¢bu patologickych stavi v oftalmologii,
urologii, gynekologii ¢i dermatologii a dalsich. Existuji studie, které prokazaly ptiznivy vliv
botulotoxinu na 1éébu deprese. Tabulka 2 uvadi nékteré indikace pfi kterych se botulotoxin
pouziva [15;35].

Détska mozkova obrna je motorické postizeni, kdy je poSkozena ¢ast mozku zodpovédna za
koordinaci téla, to ma za nasledek Spatné fungovani pohybového aparatu. Spasticita, tedy
zvySené svalové napéti kosternich svall, jejich ztuhnuti a zhorSena pohyblivost svalll je
typickym pfiznakem této nemoci. Pro uvolnéni napéti svalll se vyuZziva lokalni injekce
botulotoxinu A. Je velmi dulezité zvazit kdy je vhodné pouzit botulotoxin tak, aby se eliminoval
vyskyt nezddoucich ucinkd, které mohou spasticitu vice prohloubit. Patii mezi n¢ zvyseni
svalové slabosti, svalova atrofie, zvySeni svalové fibrozy. U spravné zvolenych ptipadil se po
aplikaci zlepsi aktivni kloubni rozsah, snizi se tuhost svald, zlepsi se chlize. U malych déti
oddali nutné ortopedické operace. Optimdlni je aplikovat 1écbu mezi 2—5 rokem zivota ditcte.

Klinické u€inky trvaji zpravidla 3—6 mésict, ale nékteré ucinky mohou pretrvavat az 12 mésici.
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Prodlouzeni a zvySeni u¢innosti botulotoxinu prokazatelné podporuje fyzioterapeutické cviceni

a posilovani 1é¢enych svalt [16;35;36].

Deprese patii k nejcastéjSim duSevnim onemocnénim po celém svéte. Nékolik studii prokézalo,
7e botulotoxin A, injektovany do glabelarni oblasti ma antidepresivni ucinky a Shizuje
symptomy mirné az stiedné t&zké deprese. Uéinnost botulotoxinu je dle studii srovnatelna se
zavedenymi antidepresivy. Ukdzalo se, Ze botulotoxin ma kratsi dobu nastupu uc¢inku a mensi
pocet vedlejSich uCinkti nez dosud pouzivana antidepresiva. Bohuzel v soucasnosti neni
schvalen zadny botulotoxinovy piipravek pro 1é¢bu deprese, avsak probihaji 3. faze studii, které
maji prispét ke schvaleni botulotoxinového IéCiva pro tuto indikaci. Pacienti, u kterych
nezabiraji antidepresiva, jsou léceni aplikaci botulotoxinu do glabelarni oblasti z estetického
hlediska pro odstranéni negativnich emoci z obli¢eje. Pfiznaky deprese se U nich tedy snizuji
pouze jako vedlejsi t€inek. Pozitivni G¢inek ma botulotoxin na 1é¢bu chronické migrény, ktera

muze Uzce souviset s depresi [37;38;39].

Syndrom hyperaktivniho moc¢ového méchyie (OAB) je charakterizovany jako patologické
nutkani mocit S velmi castou frekvenci, v kratké dobé doprovazené nykturii aurgentni
inkontinenci, ktera se muize, nemusi projevit. Lécba tohoto onemocnéni zahrnuje spravné
davkovani tekutin, upravu navyku, farmakologickou terapii av naléhavych piipadech
i chirurgicky zakrok. Jednou z moznosti 1é¢by azmirnéni ptiznakt je aplikace injekce
Onabotulinumtoxin A v doporué¢ené davce 100 U jednotek. Tato davka je pacienty dobie
snaSend, U¢inna a bylo zaznamenano mén¢ nezadoucich u¢inka. Botulotoxin zvySuje kapacitu
mocového méchyte, vyrazne snizuje denni frekvenci moceni, urgenci a mocovou inkontinenci.
Bohuzel existuji po injekénim vpraveni botulotoxinu rizika a neZddouci u¢inky. Konkrétné se
zvysuje postmikéni rezidualni objem, tj. mnozstvi zadrzené¢ moc¢i v mocovém méchyii po
vymoceni. Po aplikaci se objevuji Casté zancty moCového méchyie a v nékterych ptipadech,
zejména U starSich lidi, je nutna katetrizace. Hlavni nevyhodou botulotoxinu je kratkodoby
ucinek. Doporuceny interval pro pfeléceni je 69 mésicl. Je proto diileZité seznamit pacienty
se vSemi nezadoucimi ucinky a odbornik by mél rozhodnout, zda je vhodné tento typ 1éCby

pacientovi doporucit [40;41].

Utinnost onkologické 1éby se s rozvojem molekularni biologie v poslednich letech velmi
zvysila. Studie prokazaly, ze botulotoxin vyrazné snizuje bolest u onkologickych pacientd po
prob&hlé radiacni terapii, chemoterapii a chirurgickych zdkrocich. MnozZstvi aplikovaného

botulotoxinu zavisi na individualni reakci na lécbu, typu ptipravku a na sile projevt pifiznakt
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onemocnéni. Dalsi vyzkum ukazal, Ze botulotoxin redukuje a zmensSuje objem nadoru. Navic
se zjistilo, ze botulotoxin podporuje @ napomaha spoustét apoptdzu nddorovych bunék. Vyuziti
botulotoxinu pro tyto ucely jsou spojena s riziky nezadoucich ucinkda. Jejich vyskyt byl vSak ve
vsech studiich velmi nizky. Patii mezi né¢ malé parézy v oblasti vpichu, sucho v ustech ¢i
omezeny hematom. Existuji obavy, ze by takova injekce u onkologickych pacientd mohla
zpusobit ovlivnéni funkci kardiovaskuldrniho systému arozvoj imunorezistence vuci
botulotoxinu. Je dulezité zvazit vybér vhodnych pacientii. Mezi hlavni kontraindikace pro tuto
terapii patfi téhotenstvi, kojeni, Lamber — Eatontiv syndrom, pacienti, ktefi jsou souc¢asn¢ 1é¢eni
antibiotiky jako je gentamicin i streptomicin, mohou interferovat s botulotoxinem a prodluzit
tak neurotoxicky ucinek. Pro jest¢ vétsi eliminaci zminénych rizik se zvazuje pouziti

netoxickych rekombinantii botulotoxinu. To vSe je pfedmétem dalSich studii [42;43].
3.4 Dusledky aplikace toxinu

Imunogenicita je definovana jako schopnost molekuly, cizorodé ¢astice, proteinu ¢i slozky
vyvolat imunitni odpovéd’ hostitelského organismu. Existuji piipady, kdy injekce botulotoxinu
nepusobila tak, jak by méla v disledku vzniku arozvoje blokujicich nebo neutraliza¢nich
protilatek (NAbs). Protilatky proti botulotoxinu 1ze rozd¢€lit na neutraliza¢ni a neneutralizacni.
Neutralizacni protilatky jsou zacilené na jadro neurotoxinu, hlavné tedy na vazebné misto
tézkého fetézce a tim ovlivnéni G¢innosti toxinu. Neneutraliza¢ni protilatky vuci botulotoxinu
jsou zaméfené na doplitkové proteiny ¢i ireverzibilni vazebna mista na jadrovém neurotoxinu,

neovliviuji G¢innost toxinu [44;45].

Pfic¢iny vzniku rezistence nebyly nikdy piesné zjiStény, nicméné jsou piipisovany nizké davce,
nespravné injekci do svalti, pfitomnost kontraktur nebo protilatek po ptfedchozi vakcinaci proti
botulotoxinu, kratkym intervalem mezi jednotlivymi davkami botulotoxinu ¢i pfili§ vysokymi

davkami, které zplsobi vznik protilatek [45].

Primarni rezistence je stav, kdy uZ prvni injekce botulotoxinu nezlep$i symptomy a dalsi
lécebny postup je také bez odezvy. Vyskyt této rezistence je velmi ojedinély. Je dilezité
nezameénit hiife diagnostikovany stav, ktery na botulotoxin obecné viibec nereaguje za imunitni

necitlivost vii¢i botulotoxinu zplisobenou protilatkami [45].

Sekundarni rezistence je charakterizovana prvotnim U¢inkem botulotoxinu, ktery potlaci
symptomy azlepsi projevy onemocnéni. Naslednou a opakovanou Ilécbou a aplikaci

botulotoxinu se jeho ucinnost ztraci [45].
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Kazda ze znamych forem a ptipravka botulotoxinu A ¢i B mé odliSnou silu byt imunogenni.
Zjistilo se, ze pomocné proteiny v botulotoxinovych piipravcich mohou relativné urCovat
inunogenicitu jednotlivych botulotoxini. Prvni generace onabotulinumtoxinu A méla miru
rezistence 5 % - 17 %, proto onabotulinumtoxin A druhé generace obsahuje niz$i mnozstvi
pomocnych proteinti. Incobotulinumtoxin A jako jediny neobsahuje NAP proteiny, coz mtize
vysvétlit jeho velmi nizky vyskyt protilatek proti botulotoxinu. V Tabulka 3 je zndzornén

piehled miry rezistence vSech pouzivanych piipravkl botulotoxinu[44;45].

Tabulka 3 Botulotoxinové piipravky a jejich imunogenicita Upraveno z [45]

Botulotoxinové pripravky Rozsah Poznamky

inumogenicity

Onabotulinumtoxin 5-17 % Nepouziva se

A (prvni generace)

Onabotulinumtoxin 0,2-3,6% Snizené mnozstvi neaktivniho proteinu
A (nova) ve srovnani se starsi formulaci
Abobotulinumtoxin A 09-36% Obsahuje flagelin s potencialnimi

pomocnymi vlastnostmi

a komplexotvorné proteiny

Incobotulinumtoxin A 0-0,5% NAP odstranény

Rimabotulinumtoxin B 18 -42,4 % B sérotyp, silngjsi autonomni ucinky

Testy k detekci protilatek viici botulotoxinu lze rozdélit na biologické a strukturni. Biologické
testy vyuzivaji k urCeni protilatek zvitata, konkrétné mysi. Mezi takové testy patfi test ochrany
mysi (MPA). Mezi strukturni testy patii ELISA a Western Blot Assay (WBA). Je snaha
odstupovat od usmrcovani zvifat a vyuzivat vysoce citlivé a specifické strukturni metody, které

jsou levné, rychlé, humanni a snadno dostupné [45].
3.5 Biologicka zbran

Botulotoxin produkovany bakterii Clostridium botulinum je jednou z nejtoxictéjsich ptirozené

se vyskytujicich biologickych latek na svété. Kvili vysoké toxicité byl Utadem pro kontrolu
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a prevenci nemoci, USA zatrazen do kategorie A. Tedy do kategorie pro latky s velmi vysokou

patogenitou a smrtnosti, které se snadno $iti do okoli [46;47].

Kvuli hrozbé mozného zneuziti stditem ¢i organizaci ve valce a ohrozeni vetfejného zdravi
obyvatelstva byly podepsany mezinarodni tmluvy pro regulaci zneuziti. V roce 1925 byl
podepsan Zenevsky protokol, tedy mezinarodni imluva 0 zdkazu pouziti jedovatych plyni
a bakteriologickych metod ve valce. Nasledné byla v roce 1972 podepsana Umluva 0 zakazu
vyvoje, vyroby a hromadéni biologickych a toxinovych zbrani a jejich zniceni. V roce 1997
vstoupila v platnost Umluva 0 zakazu vyvoje, vyroby, hromadéni a pouziti chemickych zbrani
a jejich zni¢eni zkracené Umluva 0 chemickych zbranich. Umluvy z roku 1972 a 1997 upravuji

ptvodni Zenevsky protokol [48].

Letalni potencidl LDsg botulotoxinu, tj. mnozstvi, které je potfeba pro usmrceni 50 % skupiny
zvifat je 1 ng/kg. Pokud ma latka LDso < 25 mg/kg jedna se 0 velmi toxickou latku. Z tohoto je
jasné patrné, Ze je botulotoxin velmi nebezpeény a toxicky. Uvadi se, ze smrtelna davka pro
¢loveka, ktery vazi 70 kilogramu je pii pozieni zhruba 70 ug botulotoxinu, pti vdechnuti 0,7 —
0,9 ug. Pii bioteroristickém utoku by byl botulotoxin rozsiten mezi lidi kontaminovanou vodou,
jidlem nebo vzduchem ve formé aerosolu. Proto je dulezité sledovat pocty ptipadi onemocnéni
botulismu. ZvySeny pocet pfipadli onemocnéni mulze poukazovat na teroristické zneuziti
biologické latky Pro prikaz ptitomnosti toxinu ze vzork odebranych a analyzovanych ptimo
Vterénu mino laboratof existuji pfistroje zvané biosenzory, které funguji na principu

imunologickych metod [46;48].
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4 Botulismus

Botulismus je vzacné neuroparalytické onemocnéni lidi a zvitat, které zptisobuje botulotoxin
produkovany bakterii Clostridium botulinum, charakteristicky doprovazené inhibici slinnych
714z coz mé za nasledek sucho v tstech a krku. Dal§imi typickymi ptiznaky jsou naptiklad
porucha vyslovovani, paralyza o¢nich vicek. Symptomy onemocnéni se objevuji ndhle béhem
pacienta na umélou plicni ventilaci [11].

4.1 Formy botulismu

Botulismus se u lidi mize vyskytovat v riznych formach. Nejcastéji se objevuje alimentarni
botulismus, ktery je zplsobeny pozitim kontaminované potravy, kdy je v takovémto jidle
ptitomen botulotoxin produkovany bakterii Clostridium botulinum. Tato bakterie ve formé spor
pteZije tepelnou upravu potravin, poté se bakterie rozmnozi a za¢ne produkovat botulotoxin,
ktery zptisobi botulismus. Botulotoxin se miize v potraving objevit nahodou, kdy pti vhodnych
podminkach vykli¢i pfitomné spory nebo je do potraviny umysiné ptidan. Alimentarni
botulismus, zpusobeny nejcastéji sérotypy A, B, E, F, je nejcast&ji se vyskytujici formou
v Evropé. Mé epidemiologicky potencial a jeho vyskyt mize byt povazovdn za nouzovou

situaci v oblasti vetejného zdravi obyvatel [11;13].

Rany botulismus vznika v pfipadé, ze spory Clostridium botulinum kontaminuji otevienou
ranu. Anaerobni prostiedi rany pfispivda kristu a mnozeni bakterie, kterd produkuje
botulotoxin. Botulotoxin poté zpusobi sestupnou svalovou paralyzu. Diive se tato forma
onemocnéni objevovala U vale¢nych zranéni, ktera byla infikovana sporami bakterie.
V poslednich letech se rany botulismus typicky vyskytuje u lidi, ktefi si injek¢éné subkutalné ¢i
subdermalné aplikuji drogy, protoZe jehly a stiikacky uréené Kk aplikaci jsou kontaminovany

sporami. Tento typ botulismu nema epidemiologicky potencial [13;49;50].

Kojenecky botulismus je vzacné paralytické onemocnéni kojencl nejéastéji ve veéku 2-8
mésict. Do organismu kojence se spory bakterii dostanou pravdépodobné pozitim medu nebo
vdechnutim prachovych ¢astic, které¢ spory obsahuji. Pfesny zdroj spor je nejasny. Jednd se
o0 stievni toxémii, kdy spory kli¢i ve stfevnim traktu ditéte a uvolnuji botulotoxin, ktery je
transportovan krvi a ovlivituje pfenos nervového vzruchu na nervosvalovou ploténku, coz ma

za nasledek paralyzu svall [51;52].
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Botulismus intersticialni toxémie U dospélych je dal$i forma botulismu. Muze postihovat
dospélé a déti starsi 1 roku. Stejné€ jako U kojeneckého botulismu se i vV tomto piipadé jedna
0 stfevni toxémii, kdy zdroj spor neni zcela jasny. Zdrojem muze byt kontaminovana potravina
¢i inhalace spor z ovzdusi. Bohuzel tato forma neni mezi lidmi natolik zndma jako kojenecky
botulismus, proto je hlasenych ptipadi intersticidlni toxémie dospelych malo, ale ve skute¢nosti
jich muaze byt vice. Pacienti s piedchozimi operacemi stiev, Crohnovou chorobou,
s abnormalitami stieva a antimikrobialni terapii jsou citlivi ke kli¢eni spor v lumenu streva
naslednému rozvinuti sestupné paralyzy svali. Pro diagnostiku tohoto typu botulismu je

detekce ptitomnosti Clostridium botulinum ve stolici [53].

Je prokazan piipad iatrogenniho botulismus, tj. botulismus zpisobeny chybnou terapeutickou
nebo kosmetologickou aplikaci botulotoxinu do svalti. Dochazi k syst¢émovému rozsiteni
botulotoxinu do vzdalenych tkani. Tento stav je doprovazen klinickymi nasledky a to dysfagie,
systémova slabost a respira¢ni selhani. Je to zavazny avelmi vzacny stav, ktery muze byt
zpusoben pouzitim necertifikovanych ptipravkd botulotoxinu nebo vysokou koncentraci
botulotoxinu [11;54].

Byl zaznamenan také jeden piipad inhala¢niho botulismu u vyzkumného pracovnika, ktery
vdechl botulotoxin ve formé acrosolu. V tomto piipadé se jednalo 0 nahodnou intoxikaci ve
vyzkumné laboratofi. Ptirozené se tato forma botulismu nevyskytuje. Pokud by se v dané
oblasti objevil vysoky pocet piipadi onemocnéni botulismem, mohlo by se jednat
0 bioteroristicky utok, kdy byl pouzit ¢isty botulotoxin ve formé aerosolu. Proto je dulezité
pocty kontrolovat a zjistit zdroj nakazy. Studie provadéné na morcatech zjistily, Ze kombinace
monoklonalnich protilatek muze zabranit rozsifeni botulismu sérotypu A i sérotypu B po
expozici morcat aerosolem. Piedpoklada se, Ze by tato kombinace protilatek s ohledem na jejich

ucinnost a polocas rozpadu méla byt efektivni s dlouhotrvajicim Géinkem i u lidi [13].
4.2 Prevence botulismu

Pro prevenci azabranéni pifenosu alimentarniho botulismu je dulezité dodrzet spravnou
a dostate¢né dlouhou tepelnou tpravu masa (i vakuové baleného), uzenin a podomacku

konzervovanych masovych vyrobku a zeleniny [3].

Spory C. botulinum skupiny | pfeziji i vysoké teploty relativné dlouhou dobu. Spory C.
botulinum jsou stfedné odolné k teplu, ale velmi dobie kli¢i pii teplotach 3—8 °C. Proto je pii

skladovéani vakuové balenych a chlazenych masovych vyrobkt dualezité udrzovat teplotu pod
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2,5°C. Dale se u téchto vyrobkii doporucuje, pokud maji trvanlivost nad 10 dnti, provést 6D
tepelné oSetfeni, které kombinuje teplotu a ¢as pii 90 °C 10 minut a zajisti snizeni poc¢tu bun¢k
C. botulinum skupiny II nebo spor ve vakuové balenych potravinach. Metoda 6D zabijeni je
ucinngjsi nez pasterizace[3].

Komer¢ni tepelné oSetfeni pasterizaci nemusi byt vzdy ucinné. Proto jsou k ochrané
a nezavadnosti potravin vyuzivany dusitany a soli organickych kyselin, které maji inhibovat
rust bakterii a tvorbu toxinti. Dusitany jsou vhodnym antibotulinovym prostfedkem k oSetfeni
masa. U bezmasych vyrobkt je jeho pouziti omezeno. Sorban sodny a octan sodny jsou soli
schopné inhibovat rust, kyselina sorbova pak udrzuje kyselé prostredi, které neni vhodné pro

mnozeni bakterie [3;55].

Obecné je pro nezavadnost potravin dilezité dodrzet nékolik zasad. Udrzovat potraviny
v Cistoté, oddélené pripravovat syrové avarené maso, dostatecné dlouhou dobu ho vafit,
skladovat potraviny pii spravné doporucené teploté a pouzivat pii piipravé a vaieni zdravotné

nezavadnou vodu a kvalitni suroviny [55].
4.3 Symptomy a prtibéh onemocnéni

Poté co se v organismu nahromadi botulotoxiny a za¢nou ovliviiovat nervosvalové spojeni, tedy
inhibovat uvolilovani acetylcholinu, objevuji se prvni ptfiznaky. Inkubaéni doba se lisi
Vv zavislosti na fyzickém stavu pacienta, sérotypu, mnozstvi botulotoxinu a formy botulismu.
Symptomy se mohou objevit zpravidla béhem nékolika hodin vyjimecné az dnii od
kontaminace neurotoxinem. U alimentarniho botulismu se mizou objevit kieCe v biiSe,

nevolnost, zvraceni, prijjem, pozdé¢ji zacpa [11;56].

Nasleduje manifestace prvnich autoimunitnich neurologickych pfiznakl jako je rozmazané ¢i
dvojité vidéni (diplopie), rozsitené fixované zorni¢ky, sucho v tstech (xerostomie), bolest
v krku, orhostaticka hypotenze a fotofobie. Vlivem bulbarni paralyzy hlavovych nerva IX, X,
XI a XII se u pacienta s botulismem objevuje pokles o¢nich vicek takzvana ptoza a paralyza
ocnich svali. Dale pak problémy s artikulaci (dysartrie). Také poruchy hlasu, jako naptiklad
chrapot nebo pteskakovani hlasu pifi mluveni (dysfonie), zplisobené ochrnutim hlasivek.
Paralyza hlavovych nervii mliize mit za nasledek potize S polykanim (dysfagie) a dusnost

(dypnoe). V nékterych piipadech se objevuje i stfevni ileus a retence moci [11;13;56].
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Postupem casu se zaCne projevovat rtizny stupefl oboustranné sestupné symetrické paralyzy,
ktera zaCina ochrnutim $ijového svalstva. Dale paralyza postihuje proximalni pied distalni

kosterni svalstvo koncetin a postupuje az do respira¢nich svalt a svaly branice [56].

Pokud se botulismus nelé¢i nastava smrt v disledku obstrukce dychacich cest, ktera je
zpusobena paralyzou svald, nasledné dojde k selhani funkce respiracnich svalii a zastaveé

dychani. Pacienti jsou po celou dobu bdéli a orientovani [13;56].
4.4 Lécba botulismu

Dtive byla imrtnost na botulismus okolo 60 % v sou¢asnosti s rozvojem modernich technologii
a kvalitnéjsi zdravotni péci se mortalita pohybuje pod 7 %. Samotna 1écba botulismu
a kompletni zotaveni pacienta mize trvat i nékolik mésici. Terapie botulismu se sklada hlavné
Z podani antitoxinu a podpurné lékarské péce. U alimentarniho botulismu zptisobeného pozitim
intoxikované potraviny se navic doporuduje gastrointestinalni dekontaminace. Horni i dolni
dekontaminace se provadi pomoci sondy, nebo vyplachem Zzaludku ¢i stiev. Zacpa by totiz

mobhla zptisobit setrvani kontaminované potravy v travicim traktu [11;56].

Pacientiim, ktefi maji klinické podezieni na intoxikaci botulotoxinem by se mél nejpozdéji do
48 hodin optimélné¢ vSak do 24 hodin od prvnich neurologickych ptiznaki, podat antitoxin.
Ne¢kolik studii potvrdilo, ze pokud se antidotum podad v tomto Casovém rozmezi, zastavi se
progrese paralyzy nebo se dokonce v nékterych piipadech zabrani respiracnimu selhani
a vyrazné se zkrati 1é¢ba umélou plicni ventilaci a pobyt na ltuzku jednotky intenzivni péce.
Antitoxinem jsou protilatky ziskané z koni, které se vazi na volné cirkulujici botulotoxiny
v krevnim fecisti. Neutralizuji a blokuji vazbu botulotoxinu na synaptické receptory. Vznikly
komplex antidotum — botulotoxin je z krve odstranén. Existuji trivalentni konské antitoxiny A,
B, E, které jsou specifické proti nejCastéji se vyskytujicim sérotyptim botulotoxinu. Z divoda
vysSich rizik anafylaxe se tento antitoxin nepouziva k 1é¢bé déti. V Evropé a Spojenych statech
americkych se tyto trojmocné piipravky li§i celkovym mnoZstvim antitoxinu v jedné davce,
proto je dulezité fidit se pokyny vyrobce. V poslednich letech se od vySe zminénych ptipravki
ustupuje a jsou nahrazeny heptavalentnim antitoxinem (HBAT, BAT) pisobicim proti sedmi
znamym sérotypim botulotoxinu A, B, C, D, E, F, G. Tento ptipravek se pouziva jak v Evropé¢,
tak ve Spojenych statech americkych k terapii dospélého i détského botulismu. Predpoklada se,
Ze antitoxin nemd nezadouci U€inky na plod v pifipadé, Ze je aplikovan téhotné pacientce.
Molekula antitoxinu je natolik velka, ze nemulze projit placentou. Na potvrzeni tohoto
ptedpokladu je potieba vice studii [11;13;56;57;58].
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Kvili zvySenému riziku respira¢niho selhani je velmi dilezité sledovat dychani. V ptipadé
potieby je pacient intubovan a piipojen na umélou plicni ventilaci. Cas straveny na ventilaci se

1isi v zavislosti na sérotypu a mnozstvi botulotoxinu, mize to byt 2—6 tydnu i déle [11;13].

Antibiotické latky nemaji vliv na mechanismus botulotoxinu. U raného botulismu je jejich
pouziti dilezité k zabranéni sekundarni infekce. Nicméné aminoglykosidiova antibiotika
spole¢n¢ s klindamycinem jsou neuromuskularni blokatory, které brani uvoliovani
acetylcholinu a mohou stav pacienta zhorsit. Clostridium botulinum je citlivy na antibiotikum

trimethoprim — sulfamethoxazol a penicilin [11;59].

Vyzkum a probihajici studie ukazuji potencial v terapii botulismu pomoci specifickych
inhibitor botulotoxinu. Dal$i variantou by mohlo byt podani 3,4 — diaminopyridinu
a guanidinu, ktefi zvySuji uvoliiovani acetylcholinu. Pfinos téchto latek je nejasny, stejné jako

terapie plazmaferézou [11;13].
4.5 Vyskyt botulismu v Ceské republice a ve svéte

Ze statistik Statniho zdravotniho ustavu (SZU) Ceské republiky vypliva, Ze je botulismus na
tomto izemi velmi vzacnym onemocnénim. Od roku 2008 do roku 2022 bylo zaznamenano 11
piipadi botulismu. Dva z nich byly hlaseny v roce 2022, kdy pravdépodobnym zdrojem nakazy

byla kontaminovana pastika [60].

Star$i data z let 1998 az 2016 zaznamenala 35 piipadii ve v€ku od 7 let do 78 let. V roce 2013
byly hlaseny 4 ptipady aVvroce 2014 jeden piipad. U vSech evidovany piipadl se jednalo
0 alimentarni pfenos kontaminovanou potravou. Kojenecky botulismus se v Ceské republice

nevyskytl. [61;62].

Podle statistik Evropského centra pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC) vroce 2020
evidovalo 29 zemi Evropské unie a Evropského hospodaiského prostoru 82 laboratorné
potvrzenych ptipadl botulismu. Nejvyssi pocet ndkazy v tomto roce zaznamenala Italie se 46
ptipady. Francie ozndmila druhy nejvyssi pocet ato 11 piipadi. Polsko a Rumunsko hlasilo
shodné 6 piipadd, dale pak Némecko a Spanélsko 3 ptipady. Rakousko, Belgie, Chorvatsko,
Island, Litva, Norsko a Portugalsko evidovalo 1 p¥ipad vtomto roce. Sestnict zemi, mezi

kterymi byla i Ceska republika hlasilo nula piipadi [63].

Ve Spojenych statech americkych Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) evidovalo

v roce 2020 celkem 189 ptipadi. Z toho se v osmi pripadech jednalo 0 alimentarni pfenos.
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Kojenecky botulismus byl potvrzen u 146 pacientii. 35 piipadi bylo zaevidovano jako rany

nebo nespecifikovany prenos [64].
4.6 Kazuistiky botulismu

Naésledujici kapitola bude vénovana kazuistikdm konkrétnich ptipadt alimentarniho, raného,

kojeneckého a iatrogenniho botulismu v praxi.
4.6.1 Alimentarni botulismus

Do nemocnice Vv italském mésté Pavia prisel 24lety muz, ktery ¢tyfi dny trpél pretrvavajicimi
bolestmi bficha, horeckou a obcasnymi epizodami dvojitého vidéni. MuZz zdravotnimu

personalu dale sdélil, ze nemél nevolnosti, nezvracel a pravidelné se vyprazdiioval [65].

Na pocatku vySetieni mél pacient horeCku 38 °C, byl mirné spavy, ale nejevil znamky
neurologického postizeni. Fyzikdlnim vySetfenim bficha bylo zjiSténo mirné roztaZeni stfev
s citlivosti v pravé jdme kycelni. Krevni testy byly negativni az na C — reaktivni protein, ktery
se v krvi vyskytoval ve vysokych koncentracich a to 86,3 mg/l. Pacient mél negativni test na

SARS — CoV — 2 [65].

Rentgen a nasledné i pocitatova tomografie potvrdily roztaZeni stiev vlivem nahromadéni
vzduchu a tekutin. Timto nalezem byla vytazena obstrukce tenkého stieva jako mozna ptic¢ina
potizi. Pacientovi byla zavedena nazogastricka sonda s vyzivou, béhem 24 hodin se bolesti
a obtize bricha zlepsily, nicméné se u ného zacaly projevovat neurologické piiznaky jako sucho

Vv ustech, dvojité vidéni, ptoza ocnich vicek a rozsifené zornicky [65].

Lékari uvazovali, Ze se mize jednat 0 otravu té¢zkymi kovy. Pfi dotazovani pacient uvedl, ze
stejnymi, ale mirnéj§imi pfiznaky jako nevolnost, bolest biicha, sucho tustech, trpéli i jeho
rodice. Dale uvedl, Ze pied zhruba Sesti dny jedl domaci zavateninu. Po zjiSténi té€chto informaci

meli 1€kati podezieni na alimentarni botulismus [65].

Byly proto odebrany vzorky krve astolice aodeslany do referen¢ni laboratofe, kde se
polymerazovou fetézovou reakci v realném case potvrdila pritomnost Clostridium botulinum

sérotypu B v péti vzorkach stolice za sebou [65].

Na zaklad¢ ur¢ené diagnozy byla zahajena 1écba heptavalentnim antitoxinem. Pacientlv stav

se nasledn¢ vyznamné zlepsil a béhem 24 hodin doslo k vymizeni vétSiny ptiznakl [65].

Vzorky krve a stolice pacientovych rodi¢u se také prokazaly jako pozitivni. Zah4jila patii¢na
1é¢ba, kterou nasledovalo tispésné uzdraveni [65].
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4.6.2 Botulismus rany u drogové zavislého muze

Na pohotovost v jedné z londynskych nemocnici pfisSel 44lety muz s dvoudennimi obtizemi
S polykanim, bolesti v krku a snizenou schopnosti piijmu potravy. Muz injekén¢ uzival heroin,
kokain a benzodiazepin. Posledni davku heroinu si podal do levého tiisla 4 dny pred pfijetim

na pohotovosti [66].

Pti vySetfeni nemél horecku a nejevil zndmky zanétlivé reakce nebo sepse. Na levém tiisle byl
objeven vlhky, klidny injekéni vpich. Byl prokazan otok ¢ipku dutiny ustni a erytematozni
hltan, proto byl pacient odeslan na ORL. Zde ho 1é¢ili nitrozilnimi antibiotiky na podezieni

z uvulitidy, tedy zanétlivého onemocnéni ¢ipku v duting Gstni [66].

Béhem 12 hodin od pfijeti se zacala u pacienta projevovat bulbarni slabost, dyspnoe, ptdza,

rozmazané vidéni, dysfagie a dysartrie a také symetricka slabost hornich konéetin [66].

Nasledné byl pacient pfevezen s respiracnimi obtizemi, snizenou saturaci kysliku a minimalni
pohyblivosti v obli¢eji na jednotku intenzivni péfe abyl intubovan. Zahajila se 1écba
antibiotiky a podan heptavalentni botulotoxinovy antitoxin. Na levém tfisle v misté nalezeného
vpichu se prokazala, pomoci CT, piitomnost opouzdieného pseudoaneuryzmatu a malého
abscesu. Proto byla rana chirurgicky oSetfena. Dale byl muz vySetien neurology, aby se
vyloucily ostatni neurologické choroby. Nejpravdépodobnéjsi diagndza byla rany botulismus

[66].

Pozdéji byl ve vzorku odebraného stéru z rany a hnisu, pomoci PCR metody prokézan gen C.

botulinum, botulotoxin sérotypu B [66].

Pacient byl na jednotce intenzivni péce ptipojen k umélé plicni ventilaci po dobu 8 dnti. Déle
mu po dobu 10 dnli byly podavany antibiotika a dihydrokodein jako substituce opiatové
zavislosti. Jeho stav se zlepSoval, rana se dobie hojila, byl schopny samostatné jist a pit.
Nicméné 3 dny po extubaci a 4 hodiny po posledni kontrole byl nalezen bez pulzu a asystolicky.
Kardiopulmonalni resuscitace byla netispéSna. Nasledna pitva prokézala pfedavkovani opiaty.
Na bérci se nasel novy vpich. V krvi a mo¢i byla zjisténa vysoka koncentrace morfinu. V jeho

odévu byl nalezen heroin [66].
4.6.3 Pripad kojeneckého botulismu v Koreji

Dne 7. ¢ervna 2019 byla v nemocnici hospitalizovana ¢tyimésic¢ni hol¢i¢ka s podezienim na

gastrointestinalni sepsi. Letargie, snizeny pfijem potravy a slaby pla¢ u pacientky pretrvavaly
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sedm dni. Provedené laboratorni vySetfeni rozboru krevnich plynii, sérovych elektrolytd,
sedimentace erytrocytli, hladiny C — reaktivniho proteinu a renalnich funkci byla vSechna ve
fyziologickém rozmezi. Materidly jako krev, moc, likvor, stolice byly na kultivaci negativni.

Sono bficha ani ortofaryngoskopie nic neodhalily [67].

Tteti den neurologické vysetfeni ukazalo snizeny celkovy svalovy tonus (hypotonii), ztratu
kontroly nad hlavou a minimalni odezvu na bolest. Dale nebyly u pacientky pfitomny spontanni
pohyby oci a objevila se ptoza a slaby davivy reflex. Proto byly realizovany testy na vylouceni
onemocnéni jako encefalitida, Guillain Barre syndrom, myastheria gravis, spinalni svalova
atrofie a neurometabolické onemocnéni. VSechny testy byly negativni. Taktéz magneticka

rezonance mozku a patete byla negativni [67].

Az videofluoroskopické vysetteni polykani ukazalo prunik do trachey i aspiraci bez toho, aniz
by se pacientka snazila sousto vykaslat. Opakované drazdéni motorického nervu poukézalo na
nizkou amplitudu ak¢éniho svalového potencialu. Oba tyto zjisténé poznatky vedly lékare
k domnénkam, Ze by se mohlo jednat 0 presynaptickou poruchu nervosvalového spojeni

napiiklad botulismus [67].

10. den po pfijeti byly odebrany biologické vzorky séra a stolice do Korejského centra pro
kontrolu a prevenci nemoci. Zde se pomoci biologického testu na mysSich prokazala ve stolici
piitomnost botulotoxinu A i B. Zdroj nakazy se nepodatilo z odebranych vzorka mléka a vody
zjistit [67].

Po potvrzeni diagndzy byl pacientce podan heptavalentni botulotoxinovy antitoxin. Tti tydny
po aplikaci antidota a rehabilitacich se zlepsil ptijem potravy a zvysil se svalovy tonus. Po
meésici pacientka opét podstoupila vysetfeni polykani a tentokrat jiz nedoslo k priniku tracheou

ani k aspiraci [67].

Hospitalizace trvala 40 dni, pfi¢emz vyZiva byla podavana sondou po dobu 34 dni. Uplné
vymizeni symptomu botulismu nastalo po tfech mésicich, kdy u pacientky probihal normalni

fyziologicky vyvoj [67].
4.6.4 latrogenni botulismus v Evropé

Od 28. unora 2023 do 30. biezna 2023 bylo v Evropé evidovano 87 ptipadd iatrogenniho
botulismu, ktery se rozvinul po aplikaci intragastrické botulotoxinové injekce pro terapii

obezity. Pfiznaky pacientl se zacaly objevovat tyden po podani injekce. Obecné mezi hlavni
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pfiznaky patfila Gnava, potize s polykanim, dvojité a rozmazané vidéni, potize s dychanim

a slabost [68].

Béhem epidemiologického Setfeni tureckymi zdravotnickymi a kontrolnimi organy se zjistilo,
7¢ intragastricka aplikace botulotoxinové injekce byla indikovana v soukromych nemocnicich
Vv Istanbulu a v Izmiru. Ob¢ oddéleni byla uzaviena a botulotoxinové ptipravky byly odebrany
a testovany. Zjistilo se, Ze se jedna 0 licencované botulotoxinové ptipravky, které vSak nebyly
schvaleny pro tuto Zalude¢ni terapii a byly tedy pouzity nepovolené tak zvané off — label. Na
zaklad¢ téchto zjisténi Evropska Iékova agentura vydala prohlaseni a sdélila, ze zadny
z licencovanych botulotoxinovych preparatu neni schvalen pro terapii obezity intragastrickou

aplikaci injekce [68].

V Turecku bylo od 28.2. do 8.3 2023 hlaseno 53 piipadu a to konkrétné 50 piipadti v nemocnici
v Istanbulu a 3 ptipady v nemocnici v Izmiru. 31 pacientii bylo hospitalizovano v nemochnici.
Stav tii pacientl vyzadoval pobyt a 1é¢bu na jednotce intenzivni péce. Celkové bylo sedmnact

nemocnych lé€eno heptavalentnim antitoxinem [68].

Némecko zaznamenalo 30 pfipadi klinického botulismu pravdépodobného iatrogenniho
pfenosu po aplikaci intragastrické injekce. Pacienti byli stfedniho véku a prokazatelné
podstoupili terapii hubnuti od 3.2 do 25.3.2023. VétSina postizenych byla oSetiena mezi 22. az.
25 tnorem. Klinicky projev pfipadii se pohyboval od mirnych priubéhi po zavazné. Nekolik

nemocnych bylo pfijato s obtiZznym dychanim na jednotku intenzivni péce [68].

Rakousko oznamilo jeden piipad botulismu patrné iatrogenniho pivodu. Jednalo se o0 22—
44letou zenu, kterd podstoupila 22. Ginora 2023 v turecké nemocnici zakrok intragastrickou
botulotoxinovou injekci pro 1é€bu hubnuti. Pacientka byla s ptozou, dysfagii, dyspnoi, Sijovou

slabosti a celkovou svalovou slabosti hospitalizovana v hemocnici [68].

Francie oznamila jeden piipad Zeny, ktera byla hospitalizovand a sledovana na jednotce
intenzivni péce, protoze prokazatelné podstoupila dne 22. tinora 2023 na klinice v Istanbulu

1é¢bu botulotoxinovou injekci [68].

Taktéz Svycarsko ohlasilo dva piipady nejspise iatrogenniho botulismu. Oba pacienti si nechali
aplikovat intragastrickou injekci ve dnech 22. tnora a25. Unora 2023. Doty¢ni byli

hospitalizovani, 1é¢eni a sledovani v nemocnici [68].

40



5 Laboratorni diagnostika

Diagnostika botulismu je obecné v ptipadech jednotliveti velmi obtizna a nékdy i chybné
stanovena. Jednim z divodu je pravdépodobné také to, Ze jsou ptfiznaky v pocatecni fazi
myasthenia gravis, Guillain — Barré syndromem, Eaton — Lambertiv syndromem ¢i paralyzou
zpisobenou klist’aty. Pfipady botulismu se vyskytuji ojedinéle, a tak nékteré ptipady nemusi
byt viibec rozpoznany a nebo jsou diagnostikovany az po smrti pacienta. Protoze jsou pacienti
odesilani nejprve ke specialistim jako oftalmolog, otolaryngolog, neurolog. Po sérii vySetieni

jsou se zhorSujicim stavem hospitalizovani v nemocnici [11].

Laboratorni diagnostika tohoto onemocnéni trva né€kolik dni. Proto se Iécba zahajuje jiz pii
podezieni, které je podlozeno klinickymi pfiznaky u pacienta. Laboratorni testy jsou kli¢ové
pro potvrzeni klinické diagnézy v souvislosti s regula¢nimi orany, identifikaci sérotypu
botulotoxint a uréeni zdroje intoxikace. Botulismus je potvrzen za prvé na zakladé pozitivni
detekce botulotoxinu v séru, ve stolici ¢i Zaludeéni §tave. Za druhé v ptipadé€ pritomnosti druhu
rodu Clostridium, ktery produkuje neurotoxin tj. C. botulinum, C. butyricum a dal$ich
ve vzorku stolice ¢i kultufe rany. A za tfeti, pokud je v potravé, kterou pacient jedl nebo ve

vzorku vody, prokazan botulotoxin [13].

Biologicky test na mysich (MPA) je povazovan za zlaty standard pro diagnostiku neurotoxinu,
ktery se provadi pouze ve specializovanych referencnich laboratofich. Vzorky pacientii se
aplikuji myS8im intraperitonealné tj. do dutiny bfis$ni, kdy jedna skupina myS$i ma antitoxin
a druha antitoxin nema. Mysi jsou po dobu 96 hodin pozorovany pracovniky, ktefi sleduji, zda
se u nich projevi symptomy botulismu. Vysledky tohoto testu mohou byt znamy do 24 hodin.
Tato metoda je schvalena pro laboratorni diagnostiku. V soucasnosti je snaha od této metody
ustoupit a nahradit ji jinymi metodami, které zdokonali detekci, omezi usmrcovani zvitat
ajejich citlivost bude srovnatelnd s timto biologickym testem, nebo dokonce jeSté vyssi

[13;69].

Imunologické ELISA metody jsou momentdlné povaZovany za nejrychlejsi, nejcitlivé)si
a dobfe reprodukovatelny prostredek k prikazu a kvantifikaci botulotoxinii ve vzorku.
Nevyhoda metod spoc¢iva v tom, Zze bez rozdilu detekuje jak neaktivni, tak i aktivni formy
neurotoxinu. Nékteré verze imunologickych ELISA metod prokazaly vyssi citlivost nez vyse
zminény biologicky test na mySich. Tyto stanovené metody se ukazaly jako vhodné pro detekci
toxinu ve vzorku potravin [69].
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Pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), metody, ktera je zalozena na principu ionizace ¢astic
ve vzorku, tvorbé nabitych ¢astic a proméfeni jejich poméru hmotnosti K naboje, Ize urcit
sérotyp ipodtyp botulotoxinu béhem 24 hodin. Citlivost této techniky je v porovnani
S ostatnimi metodami nizsi. Pro zvySeni citlivosti je mozné kombinovat tuto metodu s dal§imi

méficimi postupy [69].

Pro rozliseni sérotypu A i sérotypu B se dnes vyuziva metoda na principu MALDI — TOF, kdy
se Cista kolonie rozpusti a Ve vzniklém roztoku se spektrofotometricky proméii sloZeni bakterii,

které se porovnava s databazi patogent [69] .

Dalsi moznosti, kterou Ize vyuzit k prukazu a identifikaci sérotypu botulotoxinu ve vzorku je
endopeptidazovy test, zalozeny na principu meéfeni biochemické aktivity lehké domény
neurotoxinu. Endopeptidazovy test se vyuziva v kombinaci shmotnostni spektrometrii
k detekci $tépnych produkti toxinu, protoze sekvence substratu a mista St€peni jsou pro kazdy

sérotyp botulotoxinu jedinecna [69].

Enzymatickou aktivitu botulotoxinu lze métit pomoci imunologického testu, ktery se nazyva
Endopep — ELISA. Principem testu je specifické zacileni monoklonalnich protilatek na tak
zvané neoepitopy, které vznikaji béhem Stépeni cilenych substrati. Existuji diagnostické panely
S navazanymi protilatkami, kde se po aplikaci vzorku odecitaji ptitomné $tépné produkty. Tato

metoda mé potencial diky vysoké citlivosti v budoucnu nahradit biologicky test na mysich [69]

Studie ukazaly, ze endopeptiddzovy test lze vyuzit ve spojeni s Fordterovym rezonancnim
ptenosem energie (FRET), kdy dochazi k pfenosu energie mezi molekulami, které jsou
fluorescen¢né znaceny. Jedna molekula je darcem a druha ptijemcem. Po pfijeti energie se méti
vyzatované zafeni akceptorem. Vyhody této techniky spocivaji v rychlosti stanoveni, vysoké
citlivosti, ale hlavné ve schopnosti identifikovat aktivni formy botulotoxinu ve vzorku pacienta

[69].

Dalsi alternativou biologického testu mohou byt bunécéné testy, nicméné jejich zavedeni do
praxe je velice problematické, protoze se musi udrzovat diferencované mysi ¢i lidské neuronové
bunky v dobrém stavu. Nicmén¢ studie avyzkum prokazaly stejnou citlivost jakou ma

biologicky test. V Tabulka 4 jsou vSechny vys$e uvedené metody shrnuty [69].

Kvantitativni polymerazova reakce PCR je metoda, ktera se kvili vysoké citlivosti bézné
vyuziva K detekci genti C. botulinum v klinickém vzorku jejich kvantifikaci a stanoveni

sérotypu botulotoxinu. Vyuziva se ¢ — PCR metody v realném case, kdy se v realném Case
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sleduje amplifikace, tedy rychlé zmnozeni v realném Case, za pomoci fluorescence. | piesto, ze
patii mezi nejcitlivéjsi techniky, mize vydavat faleSné negativni vysledky, pokud je ve vzorku

velmi malé mnozstvi DNA [70].

Digitalni PCR s mikrokapkami se li$i kvantifikaci poctu DNA molekul od PCR v realném case.
V této PCR je reakce rozdélena do milionu oddild, kdy kazdy oddil obsahuje cilovou molekulu
nebo neobsahuje zadnou. Absolutni koncentrace genovych kopii ve vzorku je dana souétem
pozitivnich a negativnich oddili. Navic je tato metoda mén¢ ovlivnéna inhibitory vzorka, 1épe

detekuje maly pocet kopii @ ma vyssi piesnost [70].
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Tabulka 4 Laboratorni metody a jejich citlivost Upraveno z [69]

Princip metody Doba Sérotyp Citlivost Vyhody/omezeni
analyzy | botulotoxinu
Biologicky test na mysich 4 dny A-F 1-10 Citliva metoda
pg/ml detekuje funkéni
toxin
Eticky problém,
casova narocnost
Imunologické metody 6-7 hod A-F 2-179 Rychla detekce
Sendvicova ELISA pg/ml Detekce aktivnich
I neaktivnich forem
toxinl
Hmotnostni spektrometrie | 5-8 hod A-F 01-1 Rychla detekce
pg/ml Detekce aktivnich
i neaktivnich forem
toxinl
Endopeptidazovy test 7-8 hod A-G 0,1- Rychla detekce
s ELISA nebo hmotnostni 1000 Detekee iépent
spektrometrii pg/ml
Testy s FRET 2-5 hod A 0,1-20 Rychla detekce
pg/ml aktivnich forem
toxinu
Bunééné testy lidskych 3-5 dni A-E 0,55 — Citliva metoda
neurontl z indukovanych 1500 detekuje funk¢ni
pluripotentnich bun¢k pg/ml toxin

Technicky narocna
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ZAVER
Cilem bakalafské prace bylo charakterizovat bakterii Clostridium botulinum. Uvést vyuziti

botulotoxinu v praxi. Na kazuistikach pacientl s botulismem ukazat, jak obtizné je stanovit

diagnozu a laboratorné ji potvrdit.

Pivodcem botulismu je bakterie Clostridium botulinum, ktera produkuje botulotoxin.
Botulotoxin brani uvolnéni acetylcholinu na nervosvalovou ploténku tim zamezi pfenosu
vzruchu do svali a zpasobi doCasnou paralyzu svali. V soucasnosti se jedna o ojedin€lé
onemocnéni. Mezi hlavni rizikové faktory patii Spatna tepelna uprava masnych a zeleninovych

vyrobki, konzumace podomacku vyrobenych zavatenin, injekéni aplikace drog.

Stanovit diagnoézu botulismu je v praxi obtizné a mize byt zaménén za neurologické
onemocnéni. Je dalezité zahdjit 1écbu pti pouhém podezieni na otravu botulotoxinem. Studie
prokazaly, ze pokud se u pacienta zah4ji 1écba trivalentnim nebo heptavalentnim antitoxinem
vc¢as, vyrazné se zkrati doba stravend na ume¢lé plicni ventilaci na jednotce intenzivni péce a
urychli se tak proces rekonvalescence. Laboratorni pritkaz Clostridium botulinum z odebranych
vzorkll je nezbytny k potvrzeni diagnozy. Uskali laboratorni diagnostiky tkvi v &asové
narocnosti nékterych dosud pouzivanych metod jako naptiklad biologického testu na mysSich,

kdy je vysledek znam po n¢kolika dnech.

Botulotoxin se v sou¢asnosti kvili svému mechanismu u¢inku hojné vyuziva ve velmi nizkych
koncentracich v estetické mediciné a kosmetologii pro vyhlazeni vrasek a zlepSeni pleti a
pokozky. VyuZiva se napfi¢ dal§imi medicinskymi obory pro zlepSeni chronickych stavi
naptiklad pro uvolnéni spasticity ¢i zmirnéni bolesti. A¢ je ucinek botulotoxinu docasny je

dualezité dodrzovat pokyny od vyrobce, aby nevznikaly nezddouci ucinky.

Vyzkum a vyvoj novych botulotoxinovych piipravku je dtlezity pro 1é¢bu dalSich onemocnéni.
Také je dulezité nalézt nové metody, které zefektivni laboratorni diagnostiku Clostridium

botulinum. M¢ly by byt dostupné, levné, rychlé a vysoce citlivé.
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