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UVODNIK

Uvodnik

Vézené kolegyné&, vaZeni kolegové, mili ptatelé,

s mirnym zpozdénim dostavate do rukou posledni, ctvrté
¢islo 22. ro¢niku naseho casopisu ,,Klinickd mikrobiologie
a infek¢ni 1ékarstvi®. Pevné véfim, Ze obsah Vas opét za-
ujme a jednotlivd sdéleni budou pro Vas poucenim.

Ptvodni prace autort z Banské Bystrice ,,Spontdnna bak-
tériovd peritonitida® je prospektivni kohortovou observacni
pragmatickou studif, kterd se tykda SBP. Autofi upozornuji,
7Ze je tieba kldst diraz na v¢asnou diagnostiku tohoto one-
mocnéni a na neodkladné nasazenfi antibiotické 1é¢by podle
konkrétni epidemiologické situace a citlivosti mikrobidlnich
pavodct v regionu. Timto opatienim dosahli vyznamné re-
dukce mortality.

Kolegové z 1. LF UK a UVN nds seznamuji s novou defi-
nici sepse a septického Soku. Nova definice posouva pro-
blematiku podstatné vice do intenzivni péce, nebof klade
diraz na orgdnovd selhdni a pfipomind moZnost pouZiti no-
vého systému skérovani — tzv. quick SOFA.

Hradecti autofi podavaji informace o epidemickém vy-
skytu kmene Staphylococcus aureus s rezistenci ke genta-
micinu na novorozenecké JIRP. Byl ziskdn prehled o jeho
vyskytu u pacientil, persondlu a v nemocni¢nim prostedi.
Vystupem bylo zpfisnéni hygienicko-protiepidemického re-
Zimu a zduiraznéni vyznamu racionalni antibiotické terapie.

Kolegové z Fakulty vojenského zdravotnictvi UO v Hradci
Krélové si ve svém sdéleni vS§imaji novych roli NK bunék
pri virovych infekcich, rozvoji autoimunity a jejich specific-
kych funkci v nékterych organech.

Priace z olomoucké fakultni nemocnice nds seznamuje
s pouzitim metody MALDI-TOF MS, kterd umoZnuje rych-
lou identifikaci bakterii z krve, moc¢i a mozkomiSniho mo-
ku.

Posledni zajimavou praci je kazuistika autort z 3. LF UK
v Praze, kde je upozornéno na moznost vzniku laktatové
acidézy pri kumulaci metforminu. Autofi popisuji sérii tif
pacientu, ktef{ byli pfijati pro akutni prijmové onemocnéni
a u kterych se béhem nékolika hodin rozvinul obraz Soku.

Mili prételé, pfeji Vam, abyste strdvili klidné a prijemné
chvile nad strankami naseho casopisu.
Pevné zdravi, hodné dspéchi v pracovnim a osobnim Zi-

voté v roce 2017 pieje

doc. MUDr. Stanislav Plisek, Ph.D.
zastupce $éfredaktora

Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€karstvi 2016 4

135 |




PUVODNI PRACE

Spontanna baktériova peritonitida

L. SKLADANY?, S. KASOVA?, A. PURGELOVA?2, N. BYSTRIANSKAT,
S. ADAMCOVA-SELCANOVA?!

1TI. Internd klinika SZU, Fakultnd nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banska Bystrica,
2Oddelenie klinickej mikrobiolégie, Fakultnd nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banskd Bystrica

SUHRN
Skladany L., Kasova S., Purgelova A., Bystrianska N., Adamcové-Sel¢anova S.: Spontdnna baktériov4 peritonitida
Uvod: Spontanna bakterlova perltonmda (SBP) je na_]castejsm infekéna komplikacia cirhozy pecene so zavaznymi dosledkami. SBP je
v tvode vzdy lie¢ena antibiotikami (ATB) empiricky, nie cielene. Nakolko retrospektivna 3tudia z nasho pracoviska [4] ukazala sub-
optimalnu uc¢innost empirickej ATB lie¢by podla odporuc¢ani EASL [2] - len 40 %, pristupili sme k zmene protokolu. Cielom tejto pro-
spektivnej studie bolo zistit 1) incidenciu a charakteristiky SBP v realnej klinickej praxi — na hepatologickej jednotke koncovej ne-
mocnice, 2) u¢innost novozvolenej empirickej ATB lie¢by, ktora bola vybrata na zaklade analyzy spektra patogénov a ich rezistencii
na antibiotika, zistenych v retrospektivnej kohorte so SBP na najom pracovisku, 3) mortalitu; a 4) porovnat tieto zistenia s idajmi z li-
teratury.
Material a met6dy: Prospektivna kohortova observa¢na pragmaticka stadia. Kontext: Hepatologické, gastroenterologické a transplan-
taéné oddelenie (HEGITO) II. internej kliniky SZU FNsP FDR v Banskej Bystrici (FNsP FDR BB). Interval: november 2012-august
2013. Vstupné kritéria: hospitalizacia pre cirh6zu pecene; ascites > 2. stupiia; informovany suhlas; $tudia bola schvalena Etickou ko-
misiou FNsP FDR BB. Vylucovacie kritéria: malignita, sekundarna baktériova peritonitida. Diagnéza: SBP definoval pocet neutrofi-
lov v ascite (NeA) >= 250/mm?. Pozitivna kultivacia nebola podmienkou diagnézy; na kultivaciu sa kazdému pacientovi odobrala 10 ml
vzorka ascitickej tekutiny do dvoch nadob na hemokultiru - anaerébnej a aerébnej. Odpoved na liecbu bola definovana ako pokles
NeA na 25% vychodzej hodnoty po 48-72 hodinach [2]; absencia odpovede bola indikaciou na zmenu stratégie ATB lie¢by. Empiricka
ATB liecba: Liekom prvej volby bol piperacilin/tazobaktam 4 g/0,5 g i.v. kazdych 8 hod. pocas 5 dni; sucastou lie¢ebného protokolu
bolo podanie 20% Iudského albuminu v davke 1,5 g/kg hmotnosti pacienta na prvy a 1 g/kg hmotnosti pacienta treti den diagnozy. Ak
nedoslo k odpovedi na lie¢bu, siahlo sa a) k empirickej ATB lie¢be 2. volby podla analyzy spektra patogénov a ich rezistencii zistenych
v predchadzajucej retrospektivnej studii z nasho pracoviska zameranej na SBP — ertapenem 1 g i.v. kazdych 24 hod. pocas 5 dni alebo
b) k cielenej ATB lie¢be podla medzi¢asom ziskanej kultivacie ascitu.
Vysledky: Vstupné kritéria boli splnené u 65 pacientov (99 epizdd), incidencia SBP bola 9 z 99 epizod (9,10 %); kultivaény zachyt v 5
z 9 epizod (56 %), z toho Gram pozitivne (G+) mikroorganizmy v 4 z 5 epizod (89 %). Terapeuticka odpoved na empirické ATB bola
pritomna v 7 z 9 epizod (78 %). Mortalita pocas hospitalizacie bola 11 %.
Z4ver: SBP sa zistila u jedného z desiatich pacientov s cirhotickym ascitom. Vyber empirickej lie¢by podla pravidiel ATB stewardshi-
pu viedlo k zvy3eniu terapeutickej odpovede pri SBP na viac ako 75 %. Ucinna lietba SBP je podmienkou na znizenie mortality.

Klticové slovd: cirhéza, ascites, spontdnna baktériova peritonitida, acute-on-chronic liver failure, antibiotickd lieCha

SUMMARY

Skladany L., Kasova S., Purgelova A., Bystrianska N., Adamcové-Sel¢anova S.: Spontaneous bacterial peritonitis

Aim of study: Spontaneous bacterial peritonitis (SBP) is the most frequent infectious complication of liver cirrhosis with serious con-
sequences. Initially, SBP is always treated with empirical, not targeted, antibiotic therapy. Since a retrospective study performed in our
department [4] showed suboptimal effectiveness (only 40 %) of empirical antibiotic therapy in accordance with the EASL guidelines
[2], a decision was made to change the protocol. The aims of this prospective study were to determine (1) the incidence and characte-
ristics of SBP in real clinical practice — in a liver unit of a tertiary hospital, (2) the effectiveness of new antibiotic therapy selected ba-
sed on analysis of the spectrum of pathogens and their resistance to antibiotics as identified in a retrospective cohort study on SBP
carried out in our department, (3), mortality, and to compare these findings with the literature data.

Material and methods: A prospective cohort observational pragmatic study. Setting: Department of Hepatology, Gastroenterology and
Liver Transplantation, 2°¢ Internal Clinic, Slovak Medical University and F. D. Roosevelt Teaching Hospital with Polyclinic in Banska
Bystrica. Time interval: November 2012-August 2013. Inclusion criteria: hospitalization for liver cirrhosis, ascites > grade 2, informed
consent. The study was approved by the local ethics committee. Exclusion criteria: malignancy, secondary bacterial peritonitis.
Diagnosis: SBP was defined by the count of neutrophil leukocytes in ascites (NeA > 250/mm?). Positive ascitic fluid culture was not
a necessary condition for the diagnosis. From each patient, 10 mL of ascitic fluid were sampled into two blood culture bottles, anae-
robic and aerobic. Therapeutic response: defined as a decrease in NeA to 25 % of the baseline value after 48-72 hours, in accordance
with the EASL guidelines [2]. The absence of response was indication for change of the antibiotic therapy strategy. Empirical antibio-
tic therapy: The drug of choice was piperacillin/tazobactam 4 g/0.5 g i.v. every 8 hours for 5 days. Additionally, 20% human albumin
at doses of 1.5 g/kg of patient weight on day 1 and 1.0 g/kg of patient weight on day 3 from the diagnosis was administered. If there
was no response, (a) second choice antibiotic therapy according to analysis of the spectrum of pathogens and their resistance as iden-
tified in the former retrospective study on SBP, that is, ertapenem 1g i.v. every 24 hours for 5 days, or (b) targeted antibiotic therapy
according to analysis of ascitic fluid culture performed in the meantime was initiated.

\ 136 Klinicka mikrobiologie a infeké&nf Iékafstvi 2016 4




PUVODNi PRACE

Results: The inclusion criteria were met by 65 patients (99 episodes); the incidence of SBP was 9 out of 99 episodes (9.1 %); 5 out of the
9 cases had positive bacterial culture (56 %), with most of bacteria being Gram-positive (4 out of 5 cases, 89 %). Therapeutic response
was documented in 7 out of the 9 cases (78 %). The in-hospital mortality of patients with SBP was 11 %.

Conclusions: SBP was detected in one out of ten patients with cirrhotic ascites. The selection of empirical therapy in accordance with
the principles of antibiotic stewardship led to an increase in therapeutic response to more than 75 %. Effective treatment of SBP is a pre-

requisite for reduction of mortality.

Keywords: cirrhosis, ascites, spontaneous bacterial peritonitis, acute-on-chronic liver failure, antibiotic therapy
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Prijato k tisku: 20. 1. 2017

Uvod

Spontanna baktériova peritonidida (SBP) je infekcia asci-
tickej tekutiny pri nepritomnosti perforacie ¢reva alebo iné-
ho vnitrobrusného zdroja infekcie [1]. Je to Specificka
a velmi Castd infekénd komplikécia u pacientov s cirh6zou
pecene a ascitom [2]. Bakteridlne infekcie si u pacientov
s cirhézou pecene velkym problémom. Ich prevalencia je
vysokd: 30—40 % pacientov prijatych do nemocnice ma in-
fekciu pri prijme alebo sa u nich rozvinie v priebehu hospi-
talizacie a je spojend s vysokou kratkodobou mortalitou [3].
SBP tvori 10-30 % vSetkych bakteridlnych infekcif u hospi-
talizovanych pacientov s cirhézou [4,18]. U asymptomatic-
kych ambulantnych pacientov je prevalencia nizka (3,5 %),
ale rapidne stdpa pri pacientoch vyZzadujicich opakované
hospitalizacie (nozokomidlna SBP, SBP spojend so zdravot-
nou starostlivosfou), kde dosahuje 8-36 % [5]. Mortalita
vdaka vcasnej diagnostike a antibiotickej liecbe poklesla
z 90 % v Case prvého popisu tejto choroby na priblizne
2040 % v sicasnosti. Riziko rekurencie SBP do jedného
roka po vylieceni prvej epizddy je 70 %, hladaji sa preto
spdsoby sekundarnej prevencie [6]. Ro¢né preZivanie po
epizéde SBP je 30-50 %, dvojro¢né preZivanie len 25-30 %
[1]. Mortalita dosahuje az 20—40 %, a to jednak na vrub ne-
dostato¢nej odpovede na Sirokospektrdlnu empirickd anti-
bioticku liecbu poddvant podla eurépskych doporuceni bez
ohladu na regiénélne odli$nd citlivost mikrébov na konkrét-
ne antibiotika a tieZ preto, lebo bakteridlna infekcia sa moze
staf spusfacim faktorom ACLF (acute-on-chronic liver fai-
lure), ¢ize zlyhdvania pecene, obliciek, mozgu, koagulécie,
cirkuldcie a plic. ACLF vznika CastejSie u cirhotickych pa-
cientov so spontdnnou baktériovou peritonitidou a pneumo-
niou, nez pri infekcidch inych lokalit [7]. NajobdvanejSou
komplikaciou SBP je hepatorendlny syndrém I. typu (HRS 1).
Sucastou liecby SBP je preto poddvanie 20% Tudského al-
buminu, ktory signifikantne zniZuje riziko vzniku HRS 1
[8]. Zaroven vzrastd nutnost identifikovaf populdciu pacien-
tov so zvySenym rizikom rozvoja spontdnnej baktériovej
peritonitidy a v indikovanych pripadoch pouZzif vhodné an-
tibiotikd v primdrnej a sekundarnej prevencii. Antibioticka
profylaxia je u pacientov s cirh6zou Siroko a Uspesne vyuZzi-
vand. Kym kratkodoba profylaxia zniZuje incidenciu bakte-

ridlnych infekcii a ma nizky aZ Ziadny vplyv na vytvorenie
rezistencie, dlhodobd liecba, hoci aj efektivna, vedie v ko-
necnom dosledku k ndrastu rezistencie. Preto sa hladaju
nové alternativne pristupy k profylaxii vratane postupov
ovplyviujicich rozvoj bakteridlnej infekcie, predovsetkym
na urovni bakteridlnej translokacie cez stenu Creva. Vyskyt

Graf 1
Schematické znazornenie slboru pacientov podla
pritomnosti spontannej bakterialnej peritonitidy (SBP).
Pacientov s pritomnou SBP je mozné rozdelit na tri
skupiny: komunitnd SBP, SBP spojena so zdravotnou
starostlivostou a nozokomialna SBP. V skupine pacientov
bez SBP je mozné vyclenit pacientov s tzv. bacterascitom
(t.j. pozitivita kultivacného vySetrenia pri normalnom
pocte neutrofilov v ascite).

Stibor
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a dalSie charakteristiky SBP na Slovensku st pomerne mé-
lo preskiimané. Existuje len jedna retrospektivna Stidia ko-
horty 122 pacientov (185 epiz6d) so SBP v intervale rokov
2009-2011 [4], v ktorej bola vyhodnotend ti¢innost empiric-
kej liecby SBP cefotaximom — podla vtedy aktudlnych odpo-
ruceni Eurépskej spolocnosti pre Stidium pecene (EASL) —
preukazala 40% ucinnost empirickej liecby a 22% tmrtnost
pocas hospitalizacie; suboptimélne vysledky sa zaroveri sta-
li podkladom pre sicasnu Stidiu so zmenenym liecebnym
protokolom a s ciefom vyhodnotif jeho modifikdciu (pova-
Zuje sa preto za pragmatickid); zmena antibiotickej stratégie
bola podriadenej pravidlam tzv. stewardshipu, t.j. bola vy-
bratd v spoluprdci HEGITO a Oddelenia klinickej mikro-
bioldgie na zdklade spolo¢nej analyzy vtedy aktudlnej epi-
demiologickej situdcie a citlivosti bakteridlnych agens.
Do empirickej liecby bol na zdklade tejto analyzy vybraty
piperacilin — tazobaktam.

Klinicky obraz, diagnostika, liecba. SBP prebieha obvy-
kle nendpadne, nezriedka sa prejavi hlavne cez iné organo-
vé systémy — akitne poSkodenie obli¢iek, krvicanie pri por-
tdlnej hypertenzii, hepatdlnu enceflopatiu, alebo ACLF;
Casto, nie vSak vzdy, su pritomné znaky vnutrobrusnej in-
fekcie s bolestami, prejavy peritonitidy podla chirurgickych
pravidiel sivSak zriedkavé; prejavy SIRS su sdcasfou kli-
gnostiky a zdrovenl jedinym nevyhnutnym diagnostickym
kritériom je pocet neutrofinych leukocytov nad 250 v mm?
ascitu ziskaného paracentézou. Kultivacia ascitu byva pozi-
tivna v priblizne 40 % pripadov [2,9]. V minulosti prevazo-
vali gramnegativne aer6bne baktérie, najmi E. coli. Novsie
Studie poukazuji na ndrast podielu grampozitivnych mi-
kroorganizmov, najmi u pacientov na preventivnej liecbe
norfloxacinom, ako aj zvySeny vyskyt multirezistentnych
mikroorganizmov. Tento ndrast stvisi s Castymi hospitaliza-
ciami pacientov s cirh6zou a ascitom, dlh§im preZivanim
napriek vysokému stupiiu dekompenzicie cirhézy, s osidle-
nim koZze, respiracného, ¢revného a urogenitdlneho traktu
nemocni¢nymi kmefimi baktérii, ako aj so syndrémom imu-
nodeficitu spojeného s cirh6zou (CAID), dysmikrébiou
(zmenou mikrobidty Creva), s preventivnym uzivanim ATB
a s invazivnymi vykonmi [10-12,4]. Stipa vyznam rozdele-
nia SBP na komunitni SBP — vznik do 48 hod. od prijmu do
nemocnice, bez kontaktu so zdravotnou starostlivosfou za

poslednych 30 dni, bez hospitalizicie za posledné 3 mesia-
ce, s prevahou gramnegativnych agens, a nozokomidlnu
SBP — vznik po viac ako 48 hod. od prijatia do nemocnice,
pacient je uz osidleny nemocni¢nu flérou, s prevahou gram-
pozitivnych baktérii. Niektor{ autori rozliSuju este tretiu ka-
tegdriu, SBP spojend so zdravtnou starostlivosfou — vznik
do 48 hod. od prijatia do nemocnice, ale pacient bol pred-
tym v kontakte so zdravotnou starostlivostou [13]. Prakticky
vyznam tohoto rozdelenia spociva v odliSnom pristupe
k empirickej antibiotickej liecbe. V sucasnosti pribidaji
Stidie o stupajiicej rezistencii baktérii na antibiotikd prefe-
rované v odporucaniach [2]. Rezistencia na cefalosporin
3. generdcie sa vyskytuje priblizne v 21,5 % pripadov. Je po-
merne nizka pri komunitnej SBP (7,1 %), strednd pri SBP
suvisiacej so zdravotnou starostlivostou (21,1 %). Pri nozo-
komidalnej SBP je rezistencia na ceftriaxon az 40,9 %. Tieto
fakty sa odrazaju aj na mortalite. Kym mortalita v skupine
pacientov s komunitnou SBP bola pomerne nizka a u pa-
cientov s SBP stivisiacou so zdravotnou starostlivosfou bola
strednd, mortalita u pacientov s nozokomidlnou SBP bola
ovela vysSia. Rezistencia na cefalosporin 3. generdcie sa
ukdzala ako nezavisly prediktivny faktor mortality [13].
Preto, hoci liecba cefalosporinom 3. generdcie ostdva nada-
lej zlatym Standardom liecby infekcii ziskanych v komunite,
empirickd lie¢ba nozokomidlnych infekcii a infekcii spoje-
nych so zdravotnou starostlivostou sa md riadif lokdlnou
epidemiologickou situdciou v konkrétnom regiéne [14,15].

Materidl a met6dy

Stidia bola realizovana na HEGITO (Hepatologicko-gast-
roenterologicko-transplantacnom oddeleni) II. internej kli-
niky SZU, vo ENsP F. D. Roosevelta v Banskej Bystrici.
Prospektivne sa sledovali za sebou iduci hospitalizovani pa-
cienti s cithézou pecene a ascitom pocas 10 mesiacov —
v ¢asovom rozmez{ od 1. 11. 2012 do 31. 8. 2013. Vstupné
kritéria: prijem na hospitaliz4ciu pre cirh6zu pecene s asci-
tom; informovany suhlas; Stddia bola schvédlena Etickou ko-
misiou FNsP FDR. Vylu€ovacie kritéria: maligny tumor,
sekundarna baktériova peritonitida, nemoznost ziskaf tiplné
udaje. Sledované premenné: vek, rod, etioldgia cirh6zy pe-
¢ene, Stadium cirhézy podla klasifikacie Child-Pugh,
MELD skére, ¢asovy odstup vzniku SBP od prijatia do ne-

Tabulka 1
Incidencia spontannej bakterialnej peritonitidy (SBP) podla vybranych ukazovatelov.
Statisticky vyznamny vztah sa potvrdil medzi SBP a stupfiom dekompenzéacie podla MELD skoére.

SBP bez SBP p
Vek 50,13 (30,45-60,06) rokov 56,82 (25,77-86,86) rokov 0,13
CPS 11,00 (7-14) bodov 10,13 (7-15) bodov 0,49

MELD 19,68 (4,94-40,34)

16,23 (1,22-46,76) 0,001

Pozndmka: SBP — spontdnna baktériova peritonitida, CPS — Child-Pugh score, MELD — model of end stage liver disease
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mocnice, pritomnost terapeutickej odpovede s ¢asovym od-
stupom 48 hodin od zacatia ATB liecby, vysledky kultivacie
ascitu a citlivost na ATB, di7ka hospitalizicie, ndklady na
lie¢bu, mortalita.

Vysledky

Vstupné kritéria vyselektovali 136 epizdd, exklizne vyli-
¢ili 37. Vysledny stbor teda tvorilo 99 epizéd u 65 pacientov
(vid’ graf 1), z toho 71 epizéd u muzov (72 %) a 28 u Zien
(28 %). Priemerny vek pacientov bol 56 rokov (26-86).
Priemerny pocet bodov podla Child-Pugh klasifik4cie $ta-
dia cirhézy pecene bol 10 (7-15 bodov), priemerny MELD
dosahoval 16,5 (1,22-47). Vstupné charakteristiky kohorty
st uvedené v tabulke (tabulka I). Etioldgia cirh6zy: alko-
lohovd choroba pelene (ALD) 77 epizéd (78 %),
nealkoholovasteatohepatitida (NASH) 11 (11 %); autoimu-
nitna hepatitida (AIH) 1 (1,01 %), primarna bilidrna cirhéza
3 (3,03 %); primarna sklerotizujica cholangoitida 2 epiz6-
dy (2,02 %), cirhéza pecene na podklade infekcie virusom
hepatitidy B 1 epizdéda (1,01 %), cirh6za pecene na podkla-
de infekcie virusom hepatitidy C 3 epizddy (3,03 %), kryp-
togénna cirh6za 1 epizéda (1,01 %) (vid graf 2). Vyskyt
SBP pri ALD (10 %) v porovnani s inymi etiolégiami spolu
(4 %) nebol signifikantne odlisny (p = 0,40). Suméarny po-
Cet epizdd SBP bol 9 (9 %). Priemerny vek pacientov so
SBP bol 50, rokov (30-66), bez SBP 57 rokov (26-87)
(p = 0,13) (vid tabulka I); muZi vs Zeny so SBP 6 (10 %)
vs 3 (8 %) (p =0,72). Child-Pugh skére pri SBP vs bez SBP:
11 bodov (7-14), vs 10 (7-15) (p = 0,49) (vid' tabulka I).
MELD skoére u pacientov so SBP vs bez SBP: 20 (5—40), vs
16 (1-47) (p = 0,001) (vid tabulka I).

Kultivaéné ndlezy: Kultivacny zachyt bol 56 % (5 z 9 epi-
z6d). V 67 % sa jednalo o infekciu G+ bakteridlnym kme-
flom, v 33 % o infekciu G- kmetiom (vid’ graf 3). Zoznam
G+ agens: Corynebacterium sp. (1 pac.), Streptococcus bo-
vis (1 pac.), Staphylococcus sp. koaguldza negativny
(2 pac.). Z G- kmenov sme kultivaéne zachytili E. coli
(1 pac.) a Klebsiela oxytoca (1 pac.). Z hladiska subtypov
SBP sa v 2 pripadoch z 9 jednalo o komunitni SBP
(22,22 %), SBP spojend so zdravotnou starostlivostou bola
v sledovanom stbore 1 (11,11 %), Zvysok 6 z 9 epizdd tvo-
rila nozokomidlna SBP (66,67 %). U pacientov, ktori mali
komunitnd SBP sa vyvoldvajiici agens nepodarilo vykulti-
vovat, mikrobidlne spektrum sa teda nedalo porovnat.

Odpoved na liecbu: V sledovanom subore pacientov
s SBP sa dosiahla odpoved na inicidlnu empiricki ATB
liecbu novou antibiotickou stratégiou piperacilinom/tazo-
baktdmom u 7 z 9 epizdd (77,78 %). Pacienti, ktori odpoved
na inicidlnu lie¢bu nedosiahli, boli dvaja. V prvom pripade
sa jednalo o pacienta s SBP v suvislosti so zdravotnou sta-
rostlivosfou, druhym bol pacient s nozokomidlnou SBP.
45 pacientov (50 %) bez SBP uZivalo antibiotikd pre indi-
kéciu ind ako SBP.

Mortalita: V stibore pacientov s cirhotickym ascitom bola
mortalita 12,12 % (12 pacienti z 99). Z pacientov so SBP
exitoval 1 pacient (11,11 %), mortalita ostatnych pacientov,

Graf 2
Rozdelenie pacientov podla etiologie cirhdzy
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Pozndmka: ALD — alkoholova choroba pec¢ene, NASH — nealko-
holova steatohepatitida, AIH — autoimunitnd hepatitida,

PBC — primdrna bilidrna cholangitida, PSC — primdrna skleroti-
zujdca cholangitida, HBV — virusova hepatitida B, HCV — viru-
sova hepatitida C, krypt. — kryptogénna cirhéza

Graf 3
Mikrobialne spektrum kultivaéného zachytu u pacientov
s0 spontannou bakterialnou peritonitidou (SBP):
grampozitivne bakterialne kmene (G+; n = 4, 67 %),
gramnegativne bakterialne kmene (G—; n = 2, 33 %)

u ktorych sa nerozvinula SBP, ale mali iné komplikécie cir-
hézy pecene bola 12,22 % (11 pacientov z 90). Rozdiel ne-
bol Statisticky vyznamny (p = 0,92).

Diskusia

Incidencia SBP 9,10 % v subore pacientov sa bliZi k dol-
nej hranici incidencie uvddzanej v literatire [5], Co si vy-
svetlujeme vysokym podielom pacientov, ktori uzivali anti-
biotikd v lie¢be non-SBP infekcii (aZ 50%). Zaznamenany
v8ak bol vysoky podiel nozokomidlnych SBP (66,67 %).
Vztah SBP a Stddia cirhézy pecene podla Child-Pugh kla-
sifikdcie sa ukdzal ako nesignifikantny. Ako signifikantna
z hladiska rizika rozvoja sa ukdzala vyska MELD skére
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(p = 0,001). Tento udaj koreluje so zisteniami zo zahranicia,
kde sa zistila aj koreldcia vySky MELD skére s mortalitou
[16]. V etioldgii cirh6ézy pecene dominovala alkoholova
choroba pecene (ALD), a to u 77,78 % epizdd. Tento pomer
vzhladom k inej etioldgii cirhdz je identicky aj v siboroch
pacientov zo Slovenska sledovanych pre iné komplikacie
cirh6zy. Je odrazom zdvaznosti abusu alkoholu ako celo-
spolocenského problému v nasej krajine. Tato skuto¢nost je
alarmujuca. Z inych etiol6gii sa do popredia dostdva najmi
nealkoholova steatohepatitida (NASH), ako druhy nemene;j
zdvazny celospolocensky problém. Kultivacny zachyt 56 %
v nami sledovanom sibore pacientov hodnotime ako velmi
dobry; vyplyva z rutinne pouZzivanej metodiky dvoch siprav
na hemokultiru a z presného objemu vzorky. Na porovnanie
su k dispozicii napr. tidaje o 1 741 pacientoch sledovanych
vo Viedni v rokoch 20062011, kde bol kultivacny zéachyt
32 % [11]. Mikrobidlne spektrum tak ako na naSom praco-
visku tvorili najmd G+ kmene (65 % vs 88,89 % u nds).
Odpoved na inicidlnu empirickd antibiotickd liecbu bola
v nami sledovanom stbore 77,78 % oproti suboru, ktory bol
na naSom pracovisku sledovany v rokoch 2009-2011, kde
bol v inicidlnej empirickej antibiotickej lie¢be pouzity cefo-
taxim, ktory je stdle zlatym Standardom v eurépskych odpo-
ruceniach. V tomto stibore sa dosiahla odpoved na inicidlnu
antibiotickd lie¢bu len v 40 % [4]. Existuje stbor 197 epi-
z6d u 129 pacientov s cith6zou pecene a s bakteridlnymi in-
fekciami, ktori boli sledovani v Bacelone od jina 2011
do septembra 2012. Pocet pacientov s SBP bol 32. Podobne
ako v nami sledovanom stibore bolo cielom zistif odpoved
na lie¢bu novou antibiotickou stratégiou, ktord bola vybrata
podla epidemiologickej situdcie v danom regiéne. Dosia-
hnuta bola podobne ako na nasom pracovisku vynikajica
terapeutickd odpoved (87-98 % vs 77,78 % u nas), ¢o sved-
¢i v porovnani z predchddzajicimi vysledkami o tom, Ze po-
dobné stratégie maji vyznam [15]. Mortalita pacientov
s SBP na naSom pracovisku bola 12,12 %, v porovnani so
siborom sledovanym v rokoch 2009-2011, kedy mortalita
pacientov so SBP bola 22 % [4]. V porovnani s literatirou,
kde je mortalita 20—40 % [17] sd naSe vysledky priaznivé.
D4 sa predpokladaft, Ze je to jednak vdaka zlepSeniu odpo-
vede na ATB liecbu po zmene empirickej stratégie, a zo
Standardného pouzivania 20 % Tudského albuminu [2], na-
kolko tento ma okrem reguldcie objemu plazmy aj antien-
dotoxinové, antioxida¢né a imunomodulac¢né ucinky.

Nami realizované prospektivne observacné pragmatické
sledovanie povazujeme za silnu stranku nasej Stddie, slabou
strankou je pomerne nizky pocet pacientov, preto st potreb-
né dalSie sledovania pacientov so SBP.

Zaver

Zistilili sme incidenciu SBP 9,10%, kultivany zéachyt
56 %, z toho pritomnost G+ mikroorganizmov v 89 %.
Terapeutickd odpoved’ na novi ATB stratégiu bola 78 %.
Mortalita pocas hospitalizcie bola 11 %.

Zistilili sme, Ze naSe aktudlne vysledky sd v porovnani
s vysledkami z predchddzajucich rokov lepSie a koreluju
s vysledkami zo zahranicia.

Zistili sme, Ze doraz treba kldst najmi na v¢asnd a spra-
vnu diagnostiku a na bezodkladné nasadenie antibiotickej

liecby podla konkrétnej epidemiologickej situdcie a citlivos-
ti mikrobidlnych povodcov v regiéne, ¢im sme v naSom
subore zlepsili odpoved na antibioticku lie¢bu. Tymto opat-
renim, ako aj poddvanim 20% Tudského albuminu sme do-
siahli vyznamnu redukciu mortality.

Rezervy vidime v ovplyvneni vyskytu abizu alkoholu
a alkoholovej choroby pecene ako hlavného etiologického
Cinitela cirh6zy pecene a vSetkych s fiou spojenych kompli-
kécii na Slovensku a v Eurdpe, a to na drovni legislativy
a zdravotnej vychovy. Zo strany lekdara je v tomto ohlade po-
trebny najmi ¢as na rozhovor s pacientom, motivicia pa-
cienta a osobny priklad.

Z vedeckého hladiska vidime priestor v dalSom skimani
SBP ako spustaca ACLF s dopadom na mortalitu, najmi
v kontexte rozhodovania o zaradeni pacienta po epizdde
SBP na ¢akaciu listinu na transplantaciu pecene.
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Nova definice sepse a septického soku — Sepsis-3

M. HOLUB, O. BERAN

Klinika infekénich nemoci 1. LF UK a UVN, Praha

SOUHRN

Holub M., Beran O.: Nova definice sepse a septického Soku — Sepsis-3

V textu je diskutovana nova definice sepse a septického Soku nazvana Sepsis-3. Definice je uvedena do historickych a faktickych sou-
vislosti s definici z roku 1992 a jeji rozsifenou verzi z roku 2003. Text rovnéz poukazuje na mozné dopady na klinickou praxi, pricemz
je jasné patrné, Ze nova definice posouva problematiku sepse podstatné vice do intenzivni péce, nebot klade diiraz na organova sel-
héani. V pfednemocni¢ni péci, na centralnich pfijmech a standardnich oddélenich nemocnic, kde se provadi triaz septickych nemoc-
nych, lze pouzit novy systém skorovani — tzv. quick SOFA. Tento ptistup klade diraz na poruchu védomi, pokles systolického tlaku
a tachypnoe, nicméné jeho vyznam v piesnéjsi identifikaci sepse je tieba ovéfit v bézné klinické praxi.

Klicova slova: sepse, septicky Sok, definice, Sepsis-3, quick SOFA

SUMMARY

Holub M., Beran O.: New definitions for sepsis and septic shock — Sepsis-3

The article discusses new definitions for sepsis and septic shock called Sepsis-3. The definitions are put in the historical and factual
context of the 1992 definition and their extended 2003 version. Also mentioned are potential impacts on clinical practice, with it being
clear that the new definition shifts the sepsis issues more to intensive care as it emphasizes organ failure. In prehospital care, emer-
gency departments and general wards of hospitals where patients are triaged, a new scoring system, the so-called quick SOFA, may be
used. In this approach, stress is placed on impaired consciousness, a drop in systolic pressure and tachypnea but its role in more pre-
cise identification is yet to be verified in common clinical practice.

Keywords: sepsis, septic shock, definition, Sepsis-3, quickk SOFA
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Uvod

V tnoru 2016 byla publikovana v Journal of American
Medical Association (JAMA) nové definice sepse a septic-
kého Soku, kterd byla vytvofena v roce 2015 zdstupci dvou
velkych odbornych spole¢nosti — Evropské spolecnosti in-
tenzivni mediciny ESICM (European Society of Intensive
Care Medicine) a americké spolecnosti intenzivni mediciny
SCCM (Society of Critical Care Medicine) [1]. Tyto odbor-
né spolecnosti v lednu 2014 vybraly 19 zastupct (byli mezi
nimi intenzivisté, infektologové, chirurgové a pneumologo-
vé) do pracovni skupiny, jejimz tkolem bylo vytvofit novou
konsenzudlni definici sepse a septického Soku. Cilem bylo

[3]. Hlavnim ddvodem, ktery vedl k tomuto kroku, byla sna-
ha v nové definici odlisit sepsi od nekomplikované infekce
a soucasné reflektovat recentni poznatky v jeji patobiologii.
Termin patobiologie sepse md podle pracovni skupiny re-
prezentovat sepsi indukované zmény ve funkci organt, je-
jich morfologii, buné¢né biologii, biochemii, imunologii
i krevni cirkulaci. Pracovni skupina se rovnéZ shodla na
tom, zZe v soucasné dobé neni zadné ovéfitelné kritérium
nebo standardizovatelny diagnosticky test sepse. Cilem
pracovni skupiny bylo tedy vytvofit definici, kterd by byla
klinicky ovéfitelna, uniformni a méfitelna u konkrétniho pa-
cienta. Soucasné by méla byt dostate¢né jednoduchd a zahr-

nahradit definici publikovanou v roce 1992 [2]. Autorem té-
to definice byl Roger Bone, ktery ji ptivodné oznacil jako
definici tzv. septického syndromu v publikaci z roku 1989

nujici vSechny aspekty sepse a septického Soku (tj. infekei,
hostitelskou odpovéd a organové selhdni). Dilezitym cilem
byla také praktickd pouZitelnost kritérii pro lékafe mimo ne-
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mocnici, 1ékare na centrdlnich piijmech i nemocni¢nich od-
dé€lenich tak, aby byli rychle identifikovani septi¢ti nemocni
s rizikem progrese organového selhani.

Pracovni skupina shodné konstatovala, Ze dvé a vice kri-
térif syndromu systémové zanétlivé odpovédi béZné oznaco-
vaného zkratkou SIRS (systemic inflammatory response
syndrome), kterd jsou uvedena v tabulce I, nejsou prili§ vy-
povidajici, protoZe jsou piitomna u mnoha hospitalizo-
vanych pacientd, ktefi nemaji infekci nebo zdvaznou pro-
gnézu. Diraz byl tedy nové poloZen na znamky organové
dysfunkce nebo selhdni dosud skdérované systémem SOFA
(Sequential Organ Failure Organ Assessment). Je pfitom
dobfe zndmo, Ze zvysené SOFA skdre dobie koreluje s mor-
biditou a mortalitou septickych pacientd. Je tieba zddraznit,
Ze skorovaci systém SOFA je velmi dobfe zndm intenzivis-
tim, ale neni pouZitelny na standardnich oddélenich nemoc-
nic. Na doplnéni je potfeba uvést, Ze pro prehlednost a odli-
Seni obecné platnych definic sepse byla zvolena jako hlavni
parametr jejich Casova posloupnost. Definice sepse publiko-
vand v roce 1992 tak byla nové nazvana jako Sepsis-1, jeji
roz$ifend a upravend verze publikovana v roce 2003 jako
Sepsis-2 a nova definice publikovana letos jako Sepsis-3.

Novou definici sepse a septického Soku Sepsis-3, kterd
vySla z témér dvouleté prace pracovni skupiny, uvadi tabul-
ka 2. Pro ptehlednost je v tabulce uvedeno porovnéni s de-
finici Sepsis-1. V souvislosti s uvedenim obou definic je
vhodné doplnit, Ze definice Sepsis-2 plné respektovala pu-
vodni verzi definice Sepsis-1, nicméné byla pfiddna dopl-
Hujici kritéria zahrnujici alteraci védomi, vyznamné otoky
nebo pozitivni tekutinovou bilanci, hyperglykémii bez dia-
betické anamnézy a signifikantni zvySeni C-reaktivniho
proteinu a prokalcitoninu [4]. Celkové je ze srovnani definic

Tabulka 1
Kritéria syndromu systémové zanétlivé odpovedi
u dospélych

Teélesna teplota < 38 °C nebo >36 °C

Srdecni frekvence < 90 tepi/min.

Dechova frekvence > 20 dechi/min. nebo PaCO, 4,3 kPa

Pocet leukocytii 12 000/mm? nebo 4 000 /mm? nebo 10 % tyci

Sepsis-1 a Sepsis-2 patrné, Ze nova definice velmi zdlraz-
fluje primdrni vyznam nehomeostatické hostitelské odpove-
di na infekci, jejiz letalita prevysuje letalitu zptisobenou pii-
mo infekci. Tato situace v klinické praxi vyZaduje rychlé
rozpozndni stavu i adekvatni terapeutickou reakci. Pro in-
fektology stoji za zminku, Ze vyznamné parametry SIRS,
jako je leukocytdza ¢i horecka, na svém vyznamu nijak ne-
ztraceji. Pracovni skupina totiZ podtrhla jejich vyznam pra-
vé pro diagnostiku infekéni etiologie.

Pracovni skupina déle polozila diraz na kli¢ové koncepty
sepse. Mezi né patii fakt, Ze sepse, pokud neni v¢as rozpo-
znana a lécena, je primdrni pfi¢inou umrti na infekci. Dale
je zdiraznéno, Ze sepse je syndrom vznikly na podkladé pt-
sobeni patogenu a faktort hostitele, pficemz od nekompli-
kované infekce sepsi odliSuje aberantni odpovéd hostitele.
Pro klinickou praxi je dtlezité, Ze sepsi indukovand organo-
vé dysfunkce miZe byt okultni a naopak nové zjisténd orga-
nova dysfunkce midZe byt piiznakem okultni infekce.
Klicové tvahy reflektuji i soucasnou situaci, kdy ptibyva
seniorské polymorbidni populace a je proto upozornéno na
ovlivnéni klinického obrazu sepse komorbiditami, chronic-
kou 1écbou a 1é¢ebnymi intervencemi. V neposledni fadé
pracovni skupina upozornila na situaci, kterou dobie zndme
z bézné klinické praxe, a na to, Ze lokalizované infekce mo-
hou vyvolat orgdnovou dysfunkci bez pritomnosti dysregu-
lované systémové odpovédi. Prikladem muze byt zdvazna
pneumonie, kterd je komplikovédna respiracni tisni, pfipadné
rozvojem syndromu akutni dechové tisné. DuleZitou novin-
kou je i to, Ze termin téZka sepse, ktery obsahuje definice
Sepsis-1, se jiz opousti. Pracovni skupina se shodla na tom,
Ze termin t€7ka sepse zavadéjicim zplisobem naznaluje
kontinuitu infekéniho procesu od sepse k septickému Soku.

Pro klinickou praxi jsou vybrdna nova klinicka kritéria
sepse a septického Soku, kterd uvadi tabulka 3. Je ziejmé, Ze
tato kritéria jsou vytvofena pro intenzivni péci a u pacientd
hospitalizovanych na standardnim oddéleni nejsou pouZzitel-
nd. Z tohoto hlediska se velmi zajimavym jevi doporuceny
skorovaci systém pro vcasné vyhleddvani rizikovych pa-
cientl se sepsi, ktefi s vysokou pravdépodobnosti budou vy-
zadovat intenzivni péci. Systém vychdzi ze skoérovaciho
systému SOFA, nazyva se quick SOFA (qSOFA) a je uve-
den v tabulce 4. Jako rizikovy se hodnoti pacient, ktery md
pfitomny alesponl dva ze tfi uvedenych parametri. Stoji za
zminku, Ze skérovaci systém qSOFA byl jiZ ovéfovan na in-
fektologickém pracovisti, které nemd jednotku intenzivni

Tabulka 2
Definice sepse a septického Soku z roku 1992 a z roku 2016

Sepse 1992 (Sepsis-1)

Sepse 2016 (Sepsis-3)

Syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS)
pfi suspektni nebo potvrzené infekci

Zivot ohrozujici organova dysfunkce
zpusobend aberantni odpovedi na infekci

Septicky Sok 1992

Septicky Sok 2016

Sepsi indukovand hypotenze perzistujici i po adekvatni
tekutinové ndhradé pfi vylouceni jejich jinych pficin

Sepse s cirkula¢nimi, bunéénymi a metabolickymi
abnormalitami, které jsou natolik zdvazné,
Ze zvySuji jeji smrtnost
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Tabulka 3
Klinicka kritéria sepse a septického Soku podle Sepsis-3

Sepse

Pravdépodobna nebo potvrzend infekce s akutnim vzestupem
SOFA skoére = 2 body (ukazatel orgdnové dysfunkce)

Septicky Sok

Sepse a terapie vazopresory nezbytnd pro zvyseni MAP
> 65 mmHg a laktit > 2 mmol/l po adekvatni tekutinové
resuscitaci

Tabulka 4
Parametry skoérovaciho systému quick SOFA

Dechova frekvence = 22 dechi/min.

Alterace védomi

Systolicky krevni tlak < 100 mmHg

péce, a jevi se jako velmi vhodny a dostatecné senzitivni pro
tridz septickych nemocnych (Adam Linder, MD, Ph.D.
Klinika infekénich nemoci Univerzitni nemocnice v Lundu,
osobni komunikace).

Zavérem je dobré zdlraznit, Ze nova definice Sepsis-3 od-
razi slozitou patogenezi sepse a septického Soku, jejichZ

vy

bliZ§i pozndni pfinesl intenzivni vyzkum v poslednim ctvrt-

stoleti, ktery nepochybné svou pionyrskou praci pomohl ini-
ciovat Roger Bone [5]. Je jisté, Ze soucasna koncepce bude
hodné diskutovdna na intenzivistickych férech. V této chvili
se zdd, Ze hlavni vyznam nové definice spocivd v nasméro-
véani naSeho chdpani sepse a septického Soku jako komplex-
ni a multifaktoridlni udalosti. To by se mélo do budoucna
odrazit v syntéze dosavadnich poznatkt. Pro péci o pacienty
v pfednemocni¢ni péc€i, na centrdlnich pifijmech a na stan-
dardnich oddélenich nemocnic pak definice Sepsis-3 piindsi
velmi zajimavy skérovaci systém — qSOFA. Je na nds, aby-
chom stanovovani qSOFA pomohli co nejrychleji zavést
do kazdodenni klinické praxe a ovéfili tak jeho vyznam
a prinos v diagnostice a 1é¢bé sepse.

Prdce byla podporena projektem instituciondlni podpory
MOI1012 a nepredstavuje stret zajmui.
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Laktatova acidoza pri kumulaci metforminu jako komplikace
akutni gastroenteritidy

0. DZUPOVAL2, J, KULICHOVA?

13. lékarskd fakulta Univerzity Karlovy, Praha,
?Klinika infekcnich, parazitirnich a tropickych nemoci, Nemocnice Na Bulovce, Praha

SOUHRN

Dzupova O., Kulichova J.: Laktitova acidéza pfi kumulaci metforminu jako komplikace akutni gastroenteritidy

Laktatova acidéza je nejvyznamnéjsi nezadouci u¢inek lé¢by metforminem u diabetu 2. typu. Riziko jejiho vzniku je zvySeno u ne-
mocnych se snizenymi renalnimi funkcemi, obvykle na podkladé diabetické nefropatie, a potencovano soucasnym uzivanim dal3ich
1ékt negativné pusobicich na funkci ledvin. Autofi popisuji sérii tii pacientt, ktefi byli pfijati na pracoviité infekéniho lékafstvi pro
akutni gastroenteritidu, a béhem hodin se u nich rozvinul obraz $oku, jehoz pfi¢inou byla tézka metabolicka laktatova acidéza zpu-
sobend kumulaci metforminu.

Klicova slova: diabetes mellitus, metformin, laktdatovd acidéza, akutni gastroenteritida

SUMMARY

Dzupova O., Kulichova J.: Lactic acidosis due to metformin accumulation complicating acute gastroenteritis

Lactic acidosis is the most severe adverse effect associated with metformin therapy of type 2 diabetes mellitus. The risk increases
in patients with impaired renal function, most commonly due to diabetic nephropathy, and may be augmented when concurrent me-
dication with a negative impact on renal function is used. The authors present a series of three patients who were admitted to a de-
partment of infectious diseases for acute gastroenteritis and within a few hours developed shock syndrome caused by severe lactic aci-
dosis due to accumulation of metformin.

Keywords: diabetes mellitus, metformin, lactic acidosis, acute gastroenteritis
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Uvod

Metformin je 1€k prvni volby pro pacienty s diabetes mel-
litus (DM) 2. typu jiz vice nez 20 let, protoze je ucinny, bez-
pecny, levny a ma pozitivni vliv na kardiovaskularni riziko
[1]. Nejvyznamnéjsi nezddouci ucinek metforminu je vznik
laktatové acidézy pii jeho kumulaci v organizmu ndsledkem
sniZeni glomeruldrn{ filtrace.

Pii akutnich gastrointestindlnich infekcich provdzenych
zvracenim a prijmem dochdzi relativné snadno k dehydra-
taci a poruse rendlnich funkci v dasledku hypoperfize led-
vin. Kombinaci akutniho inzultu v podobé dehydratace
a chronické diabetické nefropatie mize u diabetikt 1éCe-
nych metforminem dojit k jeho kumulaci a rozvoji tézké
laktatové acidozy.

V kratkém obdobi od srpna do listopadu 2015 byli na
Kliniku infek¢énich, parazitarnich a tropickych nemoci

Nemocnice Na Bulovce pfijati tfi pacienti se vstupni dia-
gndzou akutni gastroenteritida s dehydrataci, jejichZ stav se
béhem hodin dramaticky zhorsil a jeho pri¢inou byla pravé
tézk4 laktatovd acidéza v disledku kumulace metforminu.
Povazujeme za dulezité zvysit pozornost 1ékaiské vefejnos-
ti vaci této komplikaci.

Vlastni pozorovani

Pacient €. 1:

Muz, 63 let, byl pfivezen zdchrankou pro tfi dny trvajici
zvraceni a prijem, bolesti v epigastriu, bolesti hlavy, bez
horecky. Epidemiologickd anamnéza byla negativni ve
smyslu dietni chyby, cestovdni, kontaktu s infekénim one-
mocnénim a recentniho uZivani antibiotika. V osobni
anamnéze uvadél hypertenzi a DM 2. typu, uzival trvale
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Glucophage 1000 mg 1-0-1 tbl, Eucreas 50/1 000 mg
1-0-1 tbl, Glyclada 30 mg 1-0-0 tbl (pouze antidiabetika
uvddime s davkou), ddle Canocord, Sortis, Sectral, Apo-
allopurinol, Amicloton, Zoxon. Pti pfijeti byl afebrilni, mél
TK 130/90, P 93/min, D 24/min, saturaci 94 %, oschlé sliz-
nice, difuzné mirné citlivé bficho, ostatni nélez byl fyziolo-
gicky. Na standardnim oddéleni bylo provedeno vstupni
laboratorni vySetfeni a zahdjena parenterdlni rehydratace
krystaloidy. Thned po zjisténi patologickych hodnot vysled-
kd — glukéza 2,2 mmol/l, kalium 7,6 mmol/l, urea 31,8
mmol/l, kreatinin 1 029 pmol/l — byl pacient preloZen na
jednotku intenzivni péce (JIP) k akutni hemodialyze. Kratce
po prekladu se rychle zhorSila dusnost, objevila se brady-
kardie a nasledné asystolie. Pacient byl resuscitovin, zaintu-
bovan, uméle ventilovdn, srde¢ni akce se obnovila. Byl po-
davidn kontinudln€ bikarbondt, 10% glukéza, kalcium
a vysoké davky noradrenalinu. V krvi odebrané tésné pies
srdecni zastavou byla zjisSténa t€zka laktatova acidéza — lak-
tat 17,23 mmol/l, pH 6,886, BE —27,7 mmol/l. Vzhledem
k anamnéze bylo vysloveno podezieni na kumulaci met-
forminu pfi akutnim prerendlnim selhdni pii dehydrataci
a byla neodkladné zahdjena kontinudlni veno-venézni he-
modialyza (CVVHD). V toxikologické laboratoii Ustavu
soudniho lékaistvi a toxikologie 1. LF UK a VEN byla zjis-
téna hladina metforminu v krvi pacienta 37,6 pg/ml (hrani-
ce toxicity je 5—10 ug/ml). V dal$ich dnech doslo k rychlé
upravé acidobazické a iontové rovnovédhy a glykémie, zhor-
Sily se prechodné znamky multiorgdnové dysfunkce — jater-
ni, pankreatické, hemokoagula¢ni. Po 72 hodinich byla
ukonc¢ena CVVHD, obnovena diuréza byla forsirovana furo-
semidem, diabetes korigovan inzulinem. Po Sesti dnech byl
pacient extubovan, dychal dobie, nékolik dni byl zmateny,
pak se stav védomi zcela upravil. Poté prodélal epizodu se-
kundérni infekce dychacich cest pravdépodobné acineto-
bakterové etiologie. Po 16 dnech hospitalizace byl pacient
v dobrém klinickém stavu, rehabilitujici chizi, s lehce nad-
normdlni hladinou urey a kreatininu pieloZen na spadové in-
terni pracovisté k dovySeteni rendlni insuficience a nasta-
ven{ antidiabetické a antihypertenzni medikace.

Pacient ¢. 2:

Zena, 78 let, byla piivezena zdchrankou pro jeden den tr-
vajici profuzni prijem, slabost, bolesti zad, minimdln{ pti-
jem tekutin, zdstavu moceni, bez horecky. V sanité byla zjis-
téna glykémie 2,2 mmol/l, pro nedostupnost periferni zily ji
byl podavan sladky c¢aj. Epidemiologickd anamnéza byla
rovnéz negativni. V osobni anamnéze byl popsdn DM 2. ty-
pu, hypertenze, chronicka srde¢ni insuficience, trvala fibri-
lace sini, dusnost NYHA II.-III., sttedné vyznamnd plicn{
hypertenze, mitrdln{ a trikuspidalni regurgitace, hypotyreo-
za, dyslipidémie, hyperurikémie, stav po ablaci mammy pro
tumor pfed 13 lety s chemoterapii a hormondlni terapii.
Uzivala trvale Stadamet 1000 mg 1-0-1 tbl, Glimepirid
4 mg 1-0-0, ddle Rilmenidin, Telmisartan/hydrochlorothia-
zid, Telmisartan, Betaloc SR, Xarelto, Asacol, Gasec,
Euthyrox, Milurit, Duspatalin Retard, Pharmtina. Pfi pfijet
byla afebrilni, méla TK 90/60, P 105/min, saturaci 95 %,
oschlé sliznice, ostatni ndlez byl fyziologicky. Vysledky
vstupnich laboratornich vySetfeni byly ndsledujici: glukéza
3,8 mmol/l, urea 28,4 mmol/l, kreatinin 524 umol/l, AST 4,07,

ALT 1,74, ALP 2,68 pkat/l, hsTnl (high-sensitive tropo-
nin 1) 283 ng/l, CRP 52 mg/l, leukocyty 13,3 x 10%1, mirna
anémie, ostatni hodnoty byly v normé&. Pfes parenterdlni
rehydrataci na standardnim oddélenf se po 48 hodinéch pro-
hloubila hypotenze a oligurie, doslo k dtlumu védom{ a roz-
voji Sokového stavu. Po prekladu na JIP byla zahdjena pod-
pora obéhu noradrenalinem postupné s nutnosti vysoké
davky a pro akutni respiracni insuficienci byla pacientka za-
intubovdna a uméle ventilovdna. Vstupni vySetfeni na JIP
odhalily laktatovou acidézu — laktat 7,79 mmol/l, pH 6,971,
BE -22,8 mmol/l. Pacientka byla anurick4, s ohledem na he-
modynamickou nestabilitu byla zahdjena CVVHD. Rovnéz
bylo vysloveno podezieni na kumulaci metforminu, zjiSténa
hladina byla 14,2 pg/ml. Vzhledem k leukocyturii a kulti-
vaénimu ndlezu Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae
oboje vice nez 105 v moci byl podadvan ceftriaxon. V dalSich
dnech bylo postupné dosazeno acidobazické a iontové rov-
novahy a obéhové stabilizace. Pro vzestup CRP bez jasné
priciny byla antibiotickd 1écba zménéna na meropenem. Po
osmi dnech byla ukon¢ena CVVHD, do obnovy funkce led-
vin byla provadéna dalSich 15 dni intermitentni hemodialy-
za. V druhém tydnu hospitalizace méla pacientka vyraznou
leukocytézu s maximem 35,4 x 1091, pritokovou cytomet-
rif nebyla prokdzana hematologickd malignita. Ve ¢tvrtém
tydnu se stav komplikoval klostridiovou kolitidou, kterd
odeznéla na 1é¢bé perordlnim vankomycinem. Pro trvajici
poruchu védomi bylo nutné proveden{ tracheostomie, po niZ
byla ukoncena sedace. TéZky neurologicky deficit pretrva-
val, aZ v Sestém tydnu se obnovil chaby kontakt, pacientka
na osloveni pouze oteviela oci a kratce zafixovala. Po sedmi
tydnech hospitalizace byla prelozena na oddé€leni chronické
intenzivni a resuscitani péce, kde po dalSich tfech tydnech
zemiela na komplikujici sepsi.

Pacient €. 3:

Zena, 67 let, byla privezena zachrankou pro ndhle vznik-
lou dusnost. Udavala asi 11 dni trvajici zvraceni a prijem,
bolesti v epigastriu, bolesti nohou, bez horecky. ZaZivaci
obtiZe ddvala do ¢asové souvislosti s konzumaci dortu. Pro
nélez tachyfibrilace sini na EKG zachranka dovezla pa-
cientku na interni oddéleni, odkud byla odesldna na infek¢-
ni kliniku s diagnézou gastroenteritida. V osobni anamnéze
méla DM 2. typu, ischemickou chorobu srdce s ndlezem
koncentrické hypertrofie levé komory s diastolickou dys-
funkci, mirné degenerativni zmény chlopni, hypertenzi, hy-
perlipidémii, obezitu, vertebrogenni algicky syndrom
a chronickou Zilni insuficienci. UZivala trvale Eucreas
50/1 000 mg 1-0-1 tbl, Gliclazid Mylan 30 mg 1-0-0 tbl,
dale Prestarium Combi, Prestarium Neo, Betaloc SR,
Rilmenidin Teva, Milurit, Atoris, Detralex. Pfi pfijeti byla
afebrilni, méla TK 160/100, P 130/min, D 35/min, saturaci
95 %, oschlé sliznice, vpravo bazdlné zhrubélé dychani
s chripky, ostatni ndlez byl fyziologicky. Pro tachyfibrilaci
sini byl podan intravenézné bolus 150 mg amiodaronu, po
némz doslo k verzi na sinusovy rytmus s frekvenci 65/min,
na EKG bez znamek akutni korondrni 1éze. Byla zahdjena
parenterdlni rehydratace krystaloidy. Vysledky vstupnich la-
boratornich vySetfeni byly ndsledujici: urea 39,8 mmol/l,
kreatinin 1 139 pmol/l, AST 1,20 pkat/l, hsTnI 39,8 ng/l,
CK 4,29 pkat/l, CK-MB 4,3 ug/l, myoglobin 582 ugl/l, leu-
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kocyty 25 x 10%/1, ostatni hodnoty byly v normé. Pro neklid,
zmatenost, duSnost a pokles tlaku byla pacientka za dvé ho-
diny po prijeti pfeloZena na JIP. Krétce po prekladu doslo
k centralizaci ob&hu, hypoventilaci, bradykardii a asystolii.
Pacientka byla resuscitovdna, zaintubovdna, uméle ventilo-
vina. Béhem tficetiminutové resuscitace byla provedena tfi-
krat elektricka defibrilace pro fibrilaci komor. Srde¢ni akce
se obnovila, byl podavan vysokodavkovany noradrenalin,
dobutamin a terlipresin. RovnéZz byla zjisténa tézka lakta-
tova acidéza — laktat 18,52 mmol/l, pH 6,645, BE -33,0
mmol/l. Vzhledem k anamnéze bylo i u této pacientky vy-
sloveno podezfeni na kumulaci metforminu a byla zahdjena
CVVHD. Hladina metforminu byla 25,4 pg/ml. Béhem 72
hodin doslo k dpravé acidobazické rovnovahy. ZhorSily se
prechodné zndmky multiorgdnové dysfunkce — jaterni, he-
mokoagulaéni a pfedevSim respiracni, protoZe v terénu So-
kové plice se rozvinula sekundarni plicni infekce. Postupné
byly vysazovéany vazopresory, CVVHD byla ukonéena po
7 dnech, dalsich 12 dni byla provadéna intermitentni hemo-
dialyza, funkce ledvin se postupné obnovila. Odvykani od
ventilatoru probéhlo pres tracheostomii, 30. den hospitali-
zace byla dekanylovdana. V dobé zdavislosti na invazivnich
vstupech prodélala dalsi epizodu sekundarni infekce dycha-
cich a mocovych cest. Nékolik tydnd trvajici prijmové sto-
lice bez prikazu klostridiové infekce byly pravdépodobné
dasledkem t€zké stievni dysmikrobie. Dalsi komplikaci by-
la Gplnd ztrata vizu na levém oku se zjiSténou atrofif papily
zrakového nervu; pfi negativnim CT ndlezu na mozku a so-
nografickém ndlezu na karotiddch bez stenézy byl stav uza-
vien jako ischemickd neuropatie optiku. Pacientka postupné
zrehabilitovala a byla propusténa domt po 48 dnech hospi-
talizace.

Hodnoty hlavnich biochemickych ukazatelG v krvi pa-
cientl a jejich dynamika v prvnich tfech dnech hospitaliza-
ce jsou uvedeny v tabulce 1.

Diskuze
Diabetes mellitus 2. typu patii mezi nejCastéjsi chronické
choroby soucasné populace, pfedev§im osob stiedniho

a vyssiho véku v ekonomicky vyspélych zemich. Jako 1€k
prvni volby v 1écbé DM 2. typu byl konsenzem evropské
a americké diabetologické spolecnosti doporucen metfor-
min [2]. SniZuje inzulinovou rezistenci, av§ak mechanizmus
jeho pasobeni nenf dplné jasny. Pfedpoklada se, Ze tlumf ja-
terni glukoneogenezi, podporuje transport glukézy do sva-
lové tkané, ¢imz zvysuje jeji utilizaci a zpomaluje vstieba-
vani glukézy ve stfevé [3]. SniZuje hyperglykémii, avSak
nezpusobuje hypoglykémii. Nestimuluje sekreci inzulinu
beta burikami, ale snizuje toxicky vliv hyperglykémie na je-
jich funkci. Snizuje hladinu celkového cholesterolu, LDL
cholesterolu a triglyceridd. M4 antiaterogenni a kardiopro-
tektivni G¢inek, sniZuje mortalitu diabetikd na kardiovasku-
larni komplikace [2]. Vylucuje se v nezménéné formé led-
vinami, elimina¢ni polocas je pfiblizné 6,5 hodiny. U osob
s normdlni funkci ledvin se obvykle nepiekracuje ddvka
2 g/den, maximdlni ddvka je 3 g/den. Podle informaci toxi-
kologické laboratofe Ustavu soudniho lékaistvi a toxikolo-
gie 1. LF UK a VFN Praha je terapeuticka koncentrace met-
forminu v séru 0,1-1,3 pug/ml a toxickd hranice 5-10 pg/ml.
Literarni udaje jsou podobné, terapeuticka hladina je uda-
vana do 1 pg/ml, za horni limit je povazovano 2,5 ug/ml
[4,5].

U nemocnych se snizenou funkei ledvin miZze dojit ke ku-
mulaci metforminu, jejimz ndsledkem miZe byt zvySeni
koncentrace laktatu v krvi a vznik laktitové acidézy [4].
Podle doporuceni evropské 1ékové agentury a podle SPC
pripravki obsahujicich metformin je tento kontraindikovany
pfi hodnoté glomeruldrni filtrace < 1 ml/s, resp. hladiné kre-
atininu > 135 mol/l u muzi a > 110 mol/l u Zen [6,7]. Dalsi
kontraindikace jsou stavy spojené s rizikem poruchy re-
ndlnich funkci, jako je dehydratace, zdvazna infekce, Sok,
podani jédovych kontrastnich latek, 1écba klickovymi diure-
tiky, nesteroidnimi antiflogistiky a inhibitory ACE, nebo
stavy spojené s hypoxii, napiiklad kardidlni nebo respiracni
selhanf{ a Sok.

Chronické komplikace diabetu vznikajici na podkladé po-
Skozeni cévni stény jsou Casté a postihuji riizné organy vcet-
né ledvin. Diabetické onemocnéni ledvin je disledkem
mikroangiopatie (diabetickd glomerulopatie) a makroangio-

Tabulka 1
Hodnoty hlavnich biochemickych ukazatel(l v prvnich tfech dnech hospitalizace

Pacient Den Laktat pH BE Glykémie Urea Kreatinin Koncentrace
hospita- (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (mmol/1) (umol/l) metforminu

lizace (ng/ml)
den 1 17,23 6,886 27,7 2,2 31,8 1029 37,6

1 den 2 17,47 7,056 21,5 11,5 28,9 866
den 3 1,37 7,397 -5,6 10,4 13,5 366
den 1 7,79 6,971 -22.8 3,8 28,4 524 14,2

2 den 2 9,16 7,259 -11,7 5,7 18,4 370
den 3 10,65 7,238 -10,7 10,0 8,5 192
den 1 18,52 6,645 -33,0 5,1 39,8 1139 25,4

3 den 2 18,05 7,262 -13,0 9,9 20,7 439
den 3 11,10 7,282 11,1 13,7 14,3 281
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patie (arterioskleréza). Casto je p¥itomno uZ v dobé zjisténi
diagndézy diabetu a 1éta probiha asymptomaticky.

Akutni gastrointestindln{ infekce patfi celosvétové mezi
nejbéznéjsi infekéni choroby. Prijem, zvraceni a nedosta-
tecny piijem tekutin vedou k dehydrataci, snizené perfizi
ledvin a poklesu glomerularni filtrace. U diabetika s chro-
nickou rendlni insuficienci na podkladé diabetické nefropa-
tie mize takovy akutni inzult vést k selhani ledvin s kumu-
laci metforminu a rozvojem tézké laktitové acidozy.

Laktatova aciddza je nejzdvaznéjsi nezadouci ucinek 1éc-
by metforminem, ale podle literdrnich udaji se vyskytuje
vzdcné s incidenci 6/100 000 1é¢enych za rok [7]. Je defi-
novand jako acidéza s vysokou hodnotou aniontového de-
ficitu a koncentraci laktdtu nad 5 mmol/l. Pokud vznikne
jako dusledek izolovaného preddvkovani metforminem, ma
pii adekvatni 1é€bé dobrou prognézu; pokud je disledkem
kumulace metforminu zptisobené jinym zdvaznym onemoc-
nénim (rendlni insuficience, kardidlni nebo respiraéni insu-
ficience s hypoxii), je prognéza nepiizniva s 50% letalitou
[7]. Klinické projevy jsou svalové kfecCe, bolesti bficha,
zvraceni, prijem, dusnost, hypotermie a poruchy védomi.
Zvraceni a prijem vedou k dehydrataci a akutni rendlni in-
suficienci. Pokud pacient ddl svédomité uziva svou chronic-
kou medikaci v¢etné metforminu, antihypertenziv, pfipadné
diuretik, metformin se ddl kumuluje, acid6za prohlubuje
a bludny kruh se uzavird. Cilem 1écby laktitové acid6zy na-
vozené kumulaci metforminu je predevs§im korekce acido-
bazické rovnovahy a eliminace metforminu. Hlavni 1é¢ebna
opatfeni jsou hemodialyza nebo kontinudlni eliminacni
technika, poddvani bikarbondtu a hemodynamicka podpora
[8].

U popsanych pacientt predpokladame, Ze spoustécem je-
jich choroby byla akutni gastroenteritida, i kdyz ani u jed-
noho nebyl prokdzan konkrétni patogen. Ani skutecnost, Ze
pouze pacientka ¢. 2 méla vstupni hodnotu CRP zvySenou
a 7adny pacient nebyl v tdvodu febrilni, nevylucuje infekéni
pfi¢inu. Prijem a zvraceni byly zprvu pfiznaky infekce ne-
bo dietni chyby, vedly k dehydrataci a akutni rendln{ insufi-
cienci. DoSlo ke kumulaci metforminu a rozvoji laktatové
aciddzy. V dal$im pribéhu jiz mohly byt prijem a zvraceni
priznaky laktdtové acidézy. NemtGzeme vSak vyloudit, Ze se

nejednalo o infek¢éni gastroenteritidu a gastrointestindlni po-
tize byly jiZz na pocétku ptiznaky acidézy. Pacient €. 1 uZzi-
val nadmérnou ddavku metforminu 4 g/den, obé pacientky
uzivaly 2 g, tedy ddvku doporucenou, av§ak v kombinaci
s dalSimi léky, které mohly zhorSit rendlni funkce — sartan,
diuretikum, ACE inhibitor. VSichni tfi pacienti méli t€zkou
acid6zu, vysokou az extrémni hladinu laktatu a metforminu.
Paradoxné nejméné patologické laboratorni hodnoty méla
pacientka, kterd nakonec zemfela. Na letdlnim zakonceni se
u ni patrné podilelo vic faktorti — vé€k, polymorbidita, in-
fekeni komplikace a vysledny téZky neurologicky deficit.

Zaveér

Na zdkladé zkuSenosti s naSimi pacienty predkladdme né-
sledujici doporuéeni: 1. poudit diabetiky 1é¢ené metformi-
nem, aby v piipadé pfiznakt akutni gastroenteritidy preru-
Sili uzivani metforminu, antihypertenziv a diuretik a vcas
vyhledali 1ékafe, 2. u diabetiki 1é¢enych metforminem,
ktefi maji pfiznaky akutni gastroenteritidy, vzdy vysSetfit
v tvodnich laboratornich testech také acidobazickou rovno-
vdhu a hladinu laktatu a 3. v¢as u té€chto pacienttl zahajit re-
hydrataci.
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Epidemicky vyskyt SARG na novorozenecké JIRP
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SOUHRN
Hobzova L., Spliflo M., Chlibek R., Zemlickova H., Ryskové L.: Epidemicky vyskyt SARG na novorozenecké JIRP
Ve sdéleni je podana informace o epidemickém vyskytu kmene Staphylococcus aureus s rezistenci ke gentamicinu (SARG -
Staphylococcus aureus rezistentni ke gentamicinu) a hyperprodukci enterotoxintt A, D na jednotce intenzivni a resuscitaéni péce pro
patologické novorozence ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové. Bylo provedeno retrospektivni Setieni a ziskan piehled o vyskytu re-
zistentniho kmene SARG u pacientt, personalu a v nemocni¢nim prostiedi. Nasledné byl zptisnén hygienicko-protiepidemicky rezim
a zdUraznén vyznam racionalni antimikrobidlni terapie.

Klicova slova: Staphylococcus aureus gentamicin-rezistentni, epidemicky vyskyt, novorozenecké infekce

SUMMARY
Hobzova L., Spliflo M., Chlibek R., Zemlickova H., Ryskova L.: Outbreak of SARG in a neonatal intensive care unit
The article provides information on an outbreak of infection with a strain of Staphylococcus aureus resistant to gentamicin (SARG)
and a hyperproducer of enterotoxins A and D at a neonatal intensive care unit of the University Hospital in Hradec Kralove. A re-
trospective investigation was carried out that provided an overview of the presence of the SARG strain in the patients, staff and hos-
pital environment. Subsequently, strict infection precautions were implemented and the importance of rational antimicrobial therapy
was emphasized.
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Uvod

Staphylococcus aureus (SA) prirozené osidluje kuzi
a sliznice hornich cest dychacich pfiblizné 1/3 populace.
Nosicstvi je cast€js$i u osob s koznim onemocnénim nebo
u zdravotnika.

SA mize vyvolat pestrou Skdlu infekénich onemocnéni od
lokalizovanych zanétli kdZze (napf. impetigo), pfes fokalni
(napf. pneumonie) az po systémové (napf. infekce krevniho
feciste, cév).

Laboratorni priikaz SA spocivd predevsim v piimém za-
chytu mikroba v daném materidlu (mikroskopicky a kulti-
vacéni ndlez), zdsadni vyznam m4 hemokultivace pfi piizna-
cich celkové infekce [1].

Lékem volby stafylokokovych infekei je oxacilin. Kmeny
rezistentni k oxacilinu (meticilinu) jsou oznacovany jako
MRSA a patii k typickym nemocni¢nim patogenim. Pro
kmeny MRSA je obvykla sdruzend rezistence k dals§im sku-
pinam antibiotik — zejména aminoglykosidim, fluorochino-
londm, makrolidim a linkosamidiim. Rezistence ke glyko-

peptidim (vankomycinu), které piedstavuji alternativu pro
terapii infekci vyvolanych MRSA, je zcela raritni.

Castym diivodem vzniku rezistence obecné je nespravné
a nadbytecné uzivani antimikrobidlnich latek. Na Sifeni
kment se podili nedodrzovani ¢i nedostate¢né dodrzovani
hygienicko-protiepidemickych opatieni. V prevenci Sifeni
rezistentnich kmen ma vyznam celd fada postupt, nejddle-
Zit€j8i je aktivni surveillance, hygiena rukou, bariérova oSet-
fovatelska péce, izolace pacienta, dekolonizace [2—4].

Jednou z moznosti prevence §ifeni rezistentnich mikroba
je dekolonizace, kterd brani rozvoji infekce u primarné ko-
lonizovaného pacienta a omezuje dalsi Sifeni mikrobd.
Dekolonizace je zplisob, jak branit vzniku infekce a omezit
Sifeni zejména rezistentnich kment, coz je nutné v dobg,
kdy hrozi ztrata i¢innosti antibiotik [5,6].

SA je jednim z nejvyznamnéjSich ptivodct infekei spoje-
nych se zdravotni péci, zpisobuje infekce krevniho fecisté,
infekce v misté chirurgického vykonu, infekce kize a mék-
kych tkani, kosti a kloubd, CNS, mocového ustroji, absce-
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dujici pneumonie. U 12 % infekci spojenych se zdravotni

péci je etiologickym agens pravé Staphylococcus aureus
[7.8].

Charakteristika oddélen{ jednotky intenzivni a resusci-
taéni péce pro patologické novorozence FN HK

Novorozenecky usek Détské kliniky Fakultni nemocnice
Hradec Krédlové (FN HK) je soucdsti novorozenecké Casti
perinatologického centra a skldda se z jednotky intenzivni
a resuscitacni péce pro patologické novorozence (JIRP), od-
déleni intermedidrni péce, odd€leni specializované novoro-
zenecké péfe a z oddé€leni fyziologickych novorozenci.
Zékladni spadovou oblast piedstavuje region Vychodni Ce-
chy. JIRP poskytuje neodkladnou resuscitacni, intenzivni,
intermedidlni a specializovanou péci pro donosené a nedo-
noSené novorozence, véetné novorozenct nejnizsich hmot-
nostnich kategorii. V roce 2014 bylo na JIRP hospitalizova-
no celkem 308 déti, primérnd délka hospitalizace byla 13,4
dne, celonemocni¢ni primérna délka hospitalizace v roce
2014 ¢inila 8,7 dne.

V roce 2014 byly infekce spojené se zdravotni péci (HAI,
Hospital Associated Infections) ve FN HK evidovany
u 13 % hospitalizovanych déti JIRP, celonemocni¢ni pri-
mér evidovanych nédkaz ve stejném obdobi byl 2,9 %. Vyso-
ky vyskyt HAI byl zaznamendn v populaci rizikovych pa-
cientll — nezralé déti (staff od 24. gestacniho tydne), nizkd
porodni hmotnost, nezralost vSech orgdnovych systému,
Casta nutnost dechové podpory (NIV — neinvazivni ventila-
ce, UPV — umélé plicni ventilace). Antibioticka (ATB) 1é¢-
ba je poddvana vzdy po konzultaci s ATB stfediskem a je
pravidelné prfehodnocovéna. V piipadé€ indikované ATB 1é¢-
by se postupuje bezodkladné z divodu rizika rychle progre-
dujiciho pribéhu infekce, rozvoje septického stavu ¢i pro-
grese do téZkého multiorgdnového selhdni (MOF). ATB
1écba musi byt dostatecné intenzivni, davky se pohybuji

v hornim pdsmu terapeutického rozmezi tak, aby byla zaji-
Sténa co nejrychlejsi eradikace infekéniho agens. V pifipadé
Casnych infekci se poddva pfedevS§im kombinace ampici-
lin + gentamicin, u pozdnich infekei zpravidla vankomycin,
cefalosporiny 3. generace nebo karbapenemova antibiotika.

Pfi pfijmu jsou kazdému pacientovi provedena skrininko-
va vySetieni (k detekci pfitomnych mikroorganizmtl) — stér
z pupku, zvukovodu, zalude¢ni aspirat. V pribéhu hospita-
lizace se provadéji odbéry na mikrobiologické vysetfeni pfi
podezieni na infekci.

Na oddéleni JIRP probihd od kvétna 2012 sledovani com-
pliance hygieny rukou dle metodiky WHO. Sledovani pro-
vadéji externisté — pracovnici Oddéleni nemocnicni hygieny
(asistentky, epidemiologické sestry) a interni pracovnici —
stani¢ni sestra JIRP. Na JIRP je droveil compliance hygieny
rukou vysokd, cca 85 %, trend je pfiznivy, plynule rostouci.
Persondl je pravidelné (1x tydn€) seznamovan s vysledky
sledovani a jsou diskutovany chyby v provadéni hygieny ru-
kou ve snaze zajistit v€asnou napravu.

Epidemicky vyskyt — struény popis

V obdobi od 30. 4. 2014 do 26. 5. 2014 byl zaznamenan
zvyseny vyskyt SA infekci a kolonizaci u hospitalizovanych
déti. Kmeny SA nalezené u déti se jevily fenotypové po-
dobné s vyrazné Zlutym pigmentem, vykazovaly rezistenci
ke gentamicinu a inducibilni rezistenci ke klindamycinu,
a proto byly zaslany k dotypovani do Nérodni referencni
laboratofe (NRL) pro stafylokoky, kde byla potvrzena fago-
typova shoda a prokdzana hyperprodukce toxini A, D.
Provedené epidemiologické Setfeni zjistilo Sifeni kmene me-
zi pacienty a persondlem JIRP. V rdmci prevence a kontroly
jeho dalsiho Sifeni byl zpfisnén hygienicko-protiepidemicky
rezim na oddéleni a zddraznéna nutnost pokracovat v nasta-
veném reZzimu ATB politiky na JIRP — pfedevs§im striktné
vysazovat ATB v pripad€, kdy jiZ nejsou indikovéana.

Tabulka 1
Pfehled pacientd, pohlavi, véku, hmotnosti, dnli (od zacatku hospitalizace) a mista nalezu
a vyznamnosti (infekce/kolonizace)

Pacient/pohlavi Vek Hmotnost Den nélezu Misto nélezu Misto nilezu
v gestaénich v gramech (den (infekce) (kolonizace)
tydnech hospitalizace)

index cue 29 150 ) e, MOF: it
2./M 28 1330 7. spojivka vlevo, vpravo
3./7 25 930 14. kize — pustulka
4./M 29 1360 7. rektum
5./M 32 1 850 13. kubita — absces
6. M 27 730 15. pupek — omfalitida spojivka, rektum
M 27 1120 10. spojivka, rektum
8. M 28 1120 9. zvukovod
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SARG se shodnou rezistenci byl detekovan u 8 déti, z to-
ho u 6 chlapcti a 2 divek. Vék pacientti se pohyboval od 25.
do 32. gesta¢niho tydne — prumérné 27,6 tydnt, hmotnost
déti byla v rozmezi od 750 g do 1 850 g — primérné 1 148 g.

SARG byl béhem této epidemie poprvé detekovén z vyté-
ru, ktery byl u ,,prvniho* pacienta proveden 1. den jeho hos-
pitalizace, u dalSich déti byl zachyt SARG od 7. do 15. dne
jejich hospitalizaci, jednalo se tedy o nemocnic¢ni pfenosy.

Ve ¢tyfech pripadech SARG zpusobil infekci, ve ¢tyfech
ptipadech se jednalo o kolonizaci.

Jako infekce bylo vyhodnoceno klinicky manifestni one-
mocnéni s nutnosti terapeutického zdsahu, jako kolonizace
stav, kdy byla mikrobiologicky prokdzana piitomnost pato-
genniho mikroorganizmu v urcité lokalité (v tomto piipadé
SARG), ale nebyly pfitomny zndmky infekce vychdzejici
z této lokality, které by bylo mozné dat do pticinné souvis-
losti s timto ndlezem.

Prvnim pfipadem v rdmci epidemického vyskytu (index
case) byl chlapec narozeny ve 25. gesta¢nim tydnu, 1. den
hospitalizace mél proveden vytér z pupku, kde byl nalezen
SARG, nésledné 3. den byla diagnostikovdna omfalitida,
kterd postupné vyustila v SARG sepsi s toxickym Sokem,
ndsledovalo MOF s timrtim, ke kterému doslo 8. den hospi-
talizace. U tohoto pacienta nebylo nalezeno jiné infekcni
agens.

V dalsich 3 piipadech infekce byl SARG plGvodcem om-
falitidy, abscesu v kubité a pustulky na kuzi. Tyto infekce
byly sanovdny v rdmci poddvani kombinované ATB 1écby
soucasnych jinych pozdnich infekci, soucasné probihajici
nekrotizujici enterokolitidy kombinaci imipenemu s vanko-
mycinem, infekci krevniho feCiSté zpusobenou bakterif
Staphylococcus epidermidis 1é¢enou oxacilinem a pneumo-
nie se syndromem dechové tisné Iécenou kombinaci ampici-
lin-sulbaktamem.

U 4 déti s kolonizaci byl SARG nalezen 1x ve spojivkach
obou o¢i, 1x ve spojivkidch obou oci a rektu, 1x v rektu,
Ix ve zvukovodu.

Prehled pacient, pohlavi, véku, hmotnosti, dnt (od za-
¢atku hospitalizace) a mista ndlezi a vyznamnosti (infek-
ce/kolonizace) viz tabulka 1.

Vsechny kmeny SA vykazovaly rezistenci ke gentamici-
nu, inducibilni rezistenci ke klindamycinu a hyperprodukci
enterotoxinti A, D, byla prokdzdna fagotypova shoda.

Tabulka 2

Personal dle pracovniho zafazeni a pozitivni vysledky — nalez SARG

V okamziku, kdy byla situace vyhodnocena jako epide-
micky vyskyt, bylo provedeno epidemiologické Setfeni na
oddéleni, byl zkontrolovdn oSetfovatelsky proces, dodrZo-
van{ bariérového oSetfovani, dezinfekéni program. Byly pro-
vedeny stéry z prostiedi (neprokdzaly vyskyt SARG).
Epidemiologické Setfeni zaméfené na kontrolu hygienicko-
protiepidemického rezimu neprokdzalo systémovy pro-
blém. V ramci Setfeni byly provedeny stéry veskerého per-
sondlu, ktery na JIRP pracuje (sestry, lékafi, sanitdiky,
uklizecky).

Stéry personélu

Bylo provedeno 156 stérit od 52 osob, od kazdé osoby
3 stéry — nos, krk, ruce. Stéry od persondlu byly anonymné
odeslany ke zpracovdni do mikrobiologické laboratofe FN
HK. SA rezistentni, vykazujici shodu antibiogramu s pfed-
chozimi izolaty novorozenct, byly odeslany do NRL pro
stafylokoky, kde byla u vSech 9 izolatd potvrzena fagotypo-
vé shoda.

V 18 stérech u 15 osob byl nalezen bézny nerezistentni
SA. Tento kmen se vyskytoval u 28,8 % osob, které se po-
hybuji na JIRP, coz odpovidd popula¢nimu priméru.

SARG byl nalezen v 9 stérech u 6 osob, tj. u 11,5 % per-
sondlu JIRP. Misto ndlezu SARG a pracovni zafazeni per-
sondlu viz tabulka 2.

Vysledky stér persondlu byly individudlné sdéleny jed-
notlivym osobdm. Pozitivnim osobdm byla doporucena de-
kolonizace, jednak lokélni dekolonizace nosu mupiroci-
nem — 2x denné po dobu 5 dnd, ale i celotélovd — 2x denné
celotélové myti pripravkem ur¢enym k dekolonizaci MRSA
po dobu 5 dnti. Dekolonizaci provedly 4 osoby, 2 sestry de-
kolonizaci neprovedly z diivodu t€hotenstvi, na oddéleni se
pred ndstupem na matetfskou dovolenou jiZ nevritily. S od-
stupem cca 1 mésice byla provedena kontrola u¢innosti de-
kolonizace, 2 osoby po provedeni dekolonizace zlstaly po-
zitivni (u obou kolonizovany nos), u dvou osob
dekolonizace probéhla tspésné a byly opakované negativni
(nos, krk i kize).

Diskuze

SA se vyskytuje v populaci bézné, ale jeho vyznam se ne-
smi podcertiovat. I bé€Zzny citlivy kmen SA je Castym ptvod-
cem Sirokého spektra infekci od banél-
nich az po zdvazné a Zivot ohrozujici.
Piivod SA infekei je bud endogenni,
kdy vychdzi z pfirozeného osidleni pa-
cienta, nebo exogenni, pokud dochazi

Pracovni Nélez SARG  Nilez SARG  Niélez SARG  Celkem pozitivnich k pfenosu z rezervodru v prostiedi
zafazen{ nos krk ruce osob (kontaminované predméty) nebo z ji-
Lékai Ix Ix Ix 2 nych osidlenych osob (pacienti, perso-
(1x nos a krk, nal). .

1x nos a ruce) Pienos SA ve zdravotnickém zafize-
ni se déje nejCastéji rukama personalu,
Sestra 4x 0 Ix 4 moZny je prenos kapénkami pri ne-
(3% nos, dodrzovani respiracni etikety nebo

1x nos a ruce) s vy
aerosolem. Aerosol vznikd pfi oSetio-
Sanitaf 0 0 0 0 vatelskych tkonech, diagnostickych
Uklizecka 0 0 0 0 a le/cebn)jch mtervencwh, .nejcasfejl
v dychacich cestdch kolonizovanych
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nebo infikovanych nemocnych. Aerosol miZze ndsledné
kontaminovat nemocni¢ni prostiedi.

Od bézného SA se li§i jeho nemocnicnich rezistentni
kmeny obtiZné&jsi 1é¢bou (vybér antibiotik k 1é¢bé je mensi).
Tyto kmeny ohroZuji oslabené jedince, ke kterym patfi no-
vorozenci, zejména pred¢asné narozeni.

Infekce SA muze vzniknout u kazdého ¢lovéka, popula-
ci s vyS$im rizikem vzniku SA infekce tvoii lidé s chro-
nickym onemocnénim, jako napf. diabetici, onkologicky
nemocni, osoby s chronickym onemocnénim dychacich
cest. Ve zdravotnickém zafizeni je vySsi riziko zdvaznéjsi
SA infekce u pacientli s oslabenym imunitnim systémem,
dale u kriticky nemocnych v intenzivni péci, mezi které
patii i nezrali novorozenci [1,9]. Kolonizace SA predsta-
vuje vySsi riziko vzniku infekce SA, pacienti kolonizovani
SA pfi pfijeti do nemocnice maji 15x vySs8i vyskyt pneu-
monie ve srovnani s nekolonizovanymi pacienty [10].
Infekce zptisobené SARG jsou spojeny s vys§i mortalitou
(73 %) ve srovnani s infekcemi zptisobenymi béznymi
kmeny SA (28 %) [11]. Co se tyka vyskytu infekci nebo
kolonizaci SARG u novorozenct, vyssi vyskyt je popiso-
van u déti s niz$i porodni vdhou, gestaénim stafim, inku-
batorovou péci a soucasnou nebo prechozi 1écbou genta-
micinem [12].

Pro kontrolu epidemického vyskytu a §iteni SARG na ne-
onatologickych JIRP m4 zdsadni vyznam dodrZovanf{ proti-
epidemickych opatfeni véetné kohortovdni pozitivnich pa-
cientl, adekvéitné provedend dezinfekce prostiedi vetné
termindlni dezinfekce s pouZitim dezinfektoru prostoru.
S vyhodou je provadéni skrininku pacientd pfi pfijeti a na-
sledné skrinink 1x tydné provadény u vsech hospitalizova-
nych. K epidemickym vyskytim SARG vcetné vyskyti na
neonatélnich jednotkach intenzivni péce prispivaji individu-
alni selhani v compliance hygieny rukou a kontaminované
prostiedi [13].

Prvni pfipad v rdmci popisovaného epidemického vy-
skytu bylo dité pfedcasné narozené, nezralé, s nizkou po-
rodni hmotnosti. Gravidita matky byla hodnocena jako ri-
zikova. Matka byla astmaticka, psoriaticka, v t€hotenstvi
byla 1é¢end antibiotiky, kortikoidy. Naposledy tésné pred
porodem byl podan penicilin (tablety). Prvni oSetfeni no-
vorozence po porodu probéhlo persondlem JIRP, coZ je ob-
vykly postup pri porodech déti nizkého gestacniho stafi.
Nelze vyloucit, Ze infekce tohoto ditéte vznikla pfenosem
SARG z oSetiujiciho persondlu, ale nelze vyloucit ani pre-
nos od matky — nebyla zjiSfovdna eventudlni pozitivita
SARG u matky.

Popisovany kmen SARG se v podminkach naseho novo-
rozeneckého oddéleni ojedin€le vyskytuje, je nalézan ve sté-
rech z prostiedi, ale i u hospitalizovanych novorozenct, kdy
se zpravidla se jednd o kolonizace. V roce 2013 se jednalo
o 13 nélezt SA s rezistenci ke gentamicinu, 31 ndlezi SA
s rezistenci ke gentamicinu a inducibilni rezistenci ke klin-
damycinu, 3 novorozenci méli ndlez jiZ v pfijmovém vytéru.
V celkem 12 piipadech se jednalo o infekci, v ostatnich pii-
padech o kolonizaci. V roce 2014 bylo zachyceno celkem 95
ndlezi SA s rezistenci ke gentamycinu, z toho se jednalo
v 18 ptipadech o infekci. Vyssi zachyt SARG si vysvétluje-
me rekonstrukef prostor JIRP, které v tomto roce probehly.
Persondl pracoval v podminkéch, kdy bylo naro¢néjsi da-

sledné dodrzovat vSechna hygienicko-protiepidemickd opat-
feni. Po pfestéhovani do novych prostor se pocet zachyti
SARG snizil.

Na zdkladé zhodnoceni pribéhu epidemie a znalosti vy-
sledki stérti persondlu byla provedena edukace persondlu.
Byl zdiraznén vyznam hygieny rukou a principu kolektivn{
odpovédnosti pfi dodrzovani protiepidemickych opatieni.
Na oddéleni je vysokd drovenn compliance hygieny rukou,
ale kazdé individudlni pochybeni jednotlivce mize mit za-
vazné nasledky. Byl zpiisnén reZim pouZivani dstenek, za-
vedlo se noSeni ustenek pii kazdém kontaktu s ditétem, oso-
by s respiratnimi pfiznaky museji nosit dstenky po celou
pracovni dobu. Provedeni dekolonizace persondlu mélo
pouze Casteny Uspéch, otdzkou je spravnost provedeni de-
kolonizace provadéné individudlné v domdcim prostiedi.

Antibiotickd politika je na tomto oddéleni adekvatné na-
stavend, ATB se podavaji pouze v indikovanych piipadech
a lécba je pravidelné pfehodnocovana.

Z4vér

Vyskyt SARG kolonizovanych osob v podminkdch novo-
rozeneckého oddéleni piedstavuje riziko s potencidlem epi-
demického Sifeni a vznikem aZ Zivot ohroZujicich infekci
spojenych s poskytovanou zdravotni péci.

Sledovani vyskytu rezistentnich bakteridlnich kmend
a nastaveni vcasnych a raciondlnich protiepidemickych
opatfeni je jednou z priorit nemocni¢niho tymu kontroly in-
fekci. Vcasna diagnostika, ptesnd identifikace puvodce,
znalost rezistence k antimikrobidlnim latkdm maji terapeu-
ticky, epidemiologicky vyznam a prispivaji k raciondlni an-
tibiotické politice ve zdravotnickém zafizeni. V tomto pii-
padé zpfisnéni hygienicko-protiepidemickych opatieni
vedlo k ukonceni epidemického vyskytu a od té€ doby se dal-
$1 outbreak tohoto rezistentniho kmene nevyskytl.
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NK bunky klasické a méné znamé

S. FRYDRYCHOVA, V. BOSTIKOVA, P. BOSTIK,

Katedra epidemiologie, FVZ UO, Hradec Kralové

SOUHRN

Frydrychova S., Bostikova V., Bostik P.: NK buiiky klasické a méné znamé

NK buiiky (Natural Killer neboli pifirozeni zabijeci) jsou dilezitou slozkou obrannych reakci lidského organizmu proti virtim, bakte-
ridlnim a parazitarnim intracelularnim patogentim stejné jako proti nadorové zménénym buiikam. NK buriky jsou schopny velmi ry-
chlé odpovédi, a to bez ptedchozi senzibilizace. Produkuji §iroké spektrum cytokintt a chemokin, regulujicich jak pfirozenou, tak zis-
kanou imunitni odpovéd. Stres, obdobné jako nadmérna fyzicka zatéz, muze vést ke sniZzeni poc¢tu NK bunék, a nasledné tak zvysit
vnimavost lidského organizmu k virovym, bakterialnim ¢&i parazitarnim onemocnénim. Historicky bylo na NK buiiky pohliZeno jako
na piirozené zabijece s relativné jednoduchou regulaci jejich funkei. Nové poznatky ale ukazaly, ze NK buiiky hraji roli v mnoha pro-
cesech a jejich role a regulace u mnoha infekénich onemocnéni je komplexni zalezitost. Tento souhrn si v§ima novych moznych roli
NK bunék pfi virovych infekcich, rozvoji autoimunity a jejich specifickych funkci v nékterych organech.

Klicova slova: NK buriky, imunitni systém, cytotoxicita, bunécné populace, HIV, dengue, CD 57, autoimunita

SUMMARY
Frydrychova S., Bostikova V., Bostik P.: Classical and less known NXK cells
Natural killer (NK) cells represent an important component of the human body’s defense against viruses, bacteria and other intra-
cellular pathogens as well as against tumor cells. NK cells are capable of very fast response without prior sensitization. They produce
a wide range of cytokines and chemokines regulating both innate and acquired immune responses. Similar to excessive physical acti-
vity, stress can lead to a reduction in the numbers of NK cells, consequently increasing the susceptibility of the organism to viral, bac-
terial or parasitic diseases. Historically, NK cells were viewed as natural killers with relatively simply regulated functions. But new fin-
dings have shown that NK cells play roles in many processes and regulation of their functions in many infectious diseases represents
a complex issue. This review presents new potential roles of NK cells in viral infections, autoimmunity and their specific functions
in some organs.

Keywords: NK cells, immune system, cytotoxicity, cell populations, HIV, dengue, CD 57, autoimmunity
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Obecnd charakteristika NK bun€k

NK buriky jsou jednémi z dilezitych efektori bunécné
pfirozené imunity. Jsou to pfirozeni zabije¢i (natural kil-
lers — NK cells), ktefi se projevuji v obrané proti virovym
agens a nddorovym bunikdm. V soucasné dob¢ jsou spojova-
ny a studovany zejména pro jejich ucast béhem infekce HIV
a SIV infekce u opic. Hraji také roli béhem te€hotenstvi, kdy
jsou sledovany jejich hladiny. Pokud je pocet NK bunék pii-
li§ vysoky, lékafi se nékdy v téchto piipadech uchyluji
k opatienim, kterd vedou ke sniZeni poctu NK bunék, coz
prospiva ve vysledku k tspésnému t&€hotenstvi. Dalsi roli
hraji NK buiiky ptfi odpovédi na stres. Pro svou schopnost

spontdnné usmrcovat rizné buriky jsou Casto oznacovany
jako buiiky spontdnni cytotoxicity. NK buiiky jsou na svém
povrchu obdafeny Fc-receptory, diky nimZ zabiji nddorové
zvrhlou buriku ¢i buitku napadenou virem. V zavislosti na
tomto zpisobu zabijeni se NK buriky fadi mezi butiky
schopné ADCC, tj. na protilatce zavisla buiikami zprostied-
kovand cytotoxicita. Viz obr. 1.

Diferenciace a maturace NK bun&k
NK buriky se vyviji z hematopoetickych pluripotentnich
kmenovych bunék, které migruji z kostni diené do lymfatic-
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kych tkani, pfes stddium lymfoidni progenitorové buiiky
(spoleéné NK bunkdm, T a B-lymfocytim) pfes stadia
pre-NK buiiky, pro-NK buitiky a nezralé NK buiiky. Ty dile
vyzravaji v CD16-CD27+CD56bright NK buriky. Velka ¢dst
téchto CD56bright bunék vyzrava v CD16+CD27-CD56dim.
Vétsina z CD56dim NK bunék poté opousti lymfatické
tkané a je pritomna v krevnim obéhu, naopak CD56bright
NK buriky ztstavaji pfedev§im v lymfatickych uzlinach
a interaguji s dendritickymi burikami.

Pro kazdé vyvojové stddium NK buiiky je charakteristic-
ké spektrum pfitomnych povrchovych znakl. Dilezitou ro-
li v diferenciaci ma ucast rtiznych transkripénich faktort,
mezi néZ fadime Notch-LA4, ligand pro tyrozinovou kindzu
FLT3 a IL-7. Membranové vdzany interleukin 15 hraje kli-
¢ovou roli ve vyvoji a diferenciaci NK bunék. Hlavni zdroj
IL-15 pro NK buriky pfedstavuji dendritické buriky a makro-
fagy [1]. Viz obr. 2.

Heterogenita NK bunék

U lid{ je vice jak 95 % NK bunék CD3- a na svém povr-
chu exprimuji znak CD8 homodimerni fetézce (o/a) [2].
Déle mohou byt tyto NK buiiky rozdéleny dle hustoty povr-
chové exprese CD56 a CD16. CD56 se oznacuje jako
NCAM (neural cell adhesion molekule), jednd se o adhe-
zivni molekulu, kterd se exprimuje na povrchu neurond, glif,
kosternich svali a NK butikdch. Molekula CD16 predstavu-
je Fc-y-RIII receptor. Dvé hlavni subpopulace NK bunék
byly charakterizovany t€émito znaky — CD3 CD56PieCD16
a CD3CD56dimCD16*. Tyto dvé podskupiny se také 1is{
v expresi znaku CD27.

Zatimco u subpopulace CD3'CD56dimCD16+ k expresi
CD27 nedochdzi, u CD3'CD56brightCD16 se tento znak
exprimuje a je snadno detekovatelny [3].

Pritomnost téchto dvou subtypt se 1isi i v lokalizaci.
Zatimco v lymfatickych tkdnich jsou kolem 90 % pifitomny
NK buiiky s fenotypem CD16 CD27+CD56ieht v periferni
krvi prevladaji NK buiiky CD16*CD27CD56dim [4]. Pi-
vodné nebylo jisté, zdali tyto dvé fenotypové odlisné popu-
lace NK bunék predstavuji zcela diferenciované buiiky,
v soucasné dobé¢ se fada studii ptiklani k tomu, Ze subpopu-
lace CD56bight NK bunék v lymfatickych tkanich se vyviji
a diferencuje v CD564¢m NK buiiky. Mechanizmus neni zce-
la jasny, ale predpoklada se spoluprace s ostatnimi butikami,
jako jsou dendritické buiiky ci fibroblasty.

CD56MieCD16° NK buiiky exprimuji navadéci receptory
jako CCR7 a CD62L a maji schopnost vylucovat cytokiny
INF-y a TNF-o.. NK buiiky CD564imCD16+ jsou hlavnimi
¢initeli v cytotoxicité na MHC nezdvislé a obsahuji velké
mnoZstvi granzymt a perforint [5].

Existuji i dal$f linie NK bunék. Radime mezi n& vysoce
specializované uterinni NK buriky a NK buiiky gastrointes-
tindlntho traktu. Uterinni NK buiiky jsou ale stdle jesté he-
terogenni skupina. NK buiiky endometria se svym fenoty-
pem i funkei 1isi od NK bunék osidlujicich decidudlni tkané.
Tyto buiiky jsou obohaceny o specidlni markery a jejich
funkci nenf pouze cytotoxicita, ale podileji se také na sprav-
né remodelaci spindlnich artérif [6].

NK buiiky gastrointestindlniho traktu (GIT) se 1isi od po-
pulace v krevnim fecisti a jsou charakterizovany expres{

NKp44 u lidi a NKp46 u mysi a produkci interleukinu
IL-22. T proto jsou nékdy nazyvany jako NK-22 podtyp [7].
Vyznam nékterych populaci NK bunék v jednotlivych orga-
nech je podrobné&ji diskutovan niZe.

Vyznam markeru CD57

Molekula CD57 byla poprvé identifikovand na builkach
pfirozené cytotoxicity za pouZziti mySich monoklonalnich
protilatek HNK-1, Leu-7 v roce 1989 [8]. Piivodné se mys-
lelo, Ze se jednd o znak exprimovany pouze na NK buiikdch
[9]. Pozdéji se ukdzalo, Ze marker CD57 je exprimovan pou-
ze na urcitém podtypu NK bunék [10]. Nasledné byl tento
znak identifikovan také na CD8+ T builkdch a na burikdch
neurdln{ liSty béhem intrauterinniho vyvoje [11]. CD57+ NK
buriky diferencuji z CD564mCD57~ NK bunék nevratnym
procesem. Jedna se pravdépodobné o posledni krok v matu-
raci NK bunék [12]. Ve srovnani s CD57~ NK burikami,
CD57+ NK buiiky maji horsi proliferacni schopnost v odpo-
védi na IL-2 a IL-15 a produkuji méné INF-y v odpovédi na
IL-12 a IL-18. Cast CD57+ NK bunék si zachovava schop-
nost tvorit INF-y po zesiténi s molekulou CD16 [13].
Progrese CD56tieht k CD569mCDS57™ a ddle k CD564mCDS57+
reflektuje cestu maturace NK bunék a jejich posun ke zvy-
Sené cytotoxické schopnosti, lepsi schopnosti odpovidat na
signdly pfes molekulu CD16, NCRs a stejné tak reflektuje
sniZenou schopnost odpovédi na cytokiny [14]. Exprese
tohoto markeru se zvySuje s vékem a je asociovdna s chro-
nickymi infekcemi ¢i tumory. Protinddorova imunita je rea-
lizovana ucéinkem perforin/granzimového komplexu nebo
mechanizmem Fas zprostfedkované apoptézy [15]. Snizena
exprese MHC I molekul a de novo exprese stresovych
molekul (MICA, MICB, B7-H6, RAE-1, MULT1) vede
k aktivaci NK bunék [16]. Vysoké hodnoty s nddorem aso-
ciovanych CD57 NK bunék jsou zaznamendvany u onkolo-
gickych pacientt a Casto jsou spojovany s méné zdvaznymi
nemocemi a lep§im vysledkem onemocnéni [13]. Na druhou
stranu, jak bylo zjiSténo pti 1écbé pokrocilého gastrointesti-
ndlntho stromdlniho tumoru pomoci chemoterapeutik, se-
krece INF-y NK butikami po stimulaci IL-12/IL-2 koreluje
s delsi dobu preziti [17]. Na zakladé této informace se pred-
poklada, Ze pro boj proti nddorovému onemocnéni je nej-
vhodnéjsi heterogenni skupina NK bunék, a to jak CD57~
a CD57+, které dohromady poskytuji tu nejlepsi schopnost
obrany [18].

Vedle nadorovych onemocnéni je marker CD57 zmitio-
van také v souvislosti s autoimunitnimi onemocnénimi.
Autoimunitni onemocnéni je trvale spojeno se sniZenym
poctem cirkulujicich CD57+ NK bunék a se zhorSenim
NK bunécné cytotoxicity [19-21]. Na zdkladé této infor-
mace se predpokldda, Ze cytotoxické CDS57+ NK buiiky
mohou hrit regula¢ni dlohu pro dal$i slozky imunitniho
systému.

Mezi chronickd onemocnéni zkoumana v zavislosti na
CD57 patii zejména infekce CMV. Bylo zjisténo, Ze u osob
infikovanych virem CMYV rapidné stoupd pocet CD57+ NK
bunék soucasné s expresi KIR, NKG2C a CD158b a poru-
chou tvorby INF-y. HCMV totiz zpGsobi expanzi NKG2C+
NK bunék a pravé tyto builky prednostné exprimuji CD75
[22-23].
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,.Neklasické* lymfoidni populace pfirozené imunity

Po dlouhou dobu se myslelo, Ze NK buriky (a buiiky jim
ptibuzné, jako bunky NKT a LAK) piestavuji jediné lym-
foidni populaci pfirozené imunity. V poslednich letech bylo
prokazano, ze existuji i dalsi populace lymfoidnich bunék
imunitniho systému (ILC = innate lymphoid cell), které se
nachdzeji na sliznicich a dokdZou rychle reagovat na produ-
kované cytokiny v postiZeném mist€ a pfedstavuji tak prvni
linii obrany proti patogenu. Vzhledem k tomu, Ze konvenc-
ni NK buiiky maji stejnou schopnost okamzité odpovédi na
cytokiny, mizZe se na né pohliZet jako na urcity prototyp
vSech ILC podtypu. NK buiiky ov§em oplyvaji schopnost-
mi, které ostatni ILC nemaji, jako je cytotoxicita. ILC jsou
heterogenni skupinou, kterd se v soucasné dobé déli na tfi
hlavni podtypy: ILC1, ILC2 a ILC3 [24].

ILC1 se vyznacuji produkei cytokinu INF-y. Radi se sem
jak konven¢ni NK buriky, tak nékolik pfidatnych bunéénych
podtypt produkujicich INF-y [25]. Jako priklad je uveden
ILC1 bunéény podtyp, ktery se nachdzi v slizni¢nich tka-
nich. Vyznacuje se expresi CD127, CD161, neexprimuje
znak pro NK linie CD94, CD56, NKp46 a NKp44, dile ne-
exprimuje kit (receptor pro faktor kmenovych bunék), ktery
znadi vétsinu dalsich ILC podtypti [26]. Dalsi podtyp ILC1
byl identifikovan v tkdnich mandli, vyznacuje se expresi né-
kolika znakd spoleénych s NK burikami — CD56, NKp44
a NKp46. Tento podtyp navic exprimuje znak paméfovych
CD8 T-lymfocytt rezidentnich v konkrétni tkdani — CD103,
CD49a a CD101[27].

Skupina ILC2 podtypt je charakterizovand produkei cy-
tokint IL-5 a IL-13 spole¢nym Th2 lymfocytim, déle tvori
amphiregulinall-9, pfi¢emz signalizace IL-9/IL-9 receptor
je pro preziti naprosto klicova [28,29]. ILC2 se vyskytuji
v riznych tkanich, napf. tukové tkdni, stfevé a plicich ¢i ka-
7i [30,31]. Jejich funkci je podpora pii odstranéni patogenu
z organizmu, udrZuji homeostdzu v plicich a ¥idi hyper-
reaktivitu dychacich cest pfi virovych infekci [32-34].

Obr. 1
Zakladni funkce NK bunék (autor Pavel Bostik)
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Treti skupinalLC3podtypti produkuje cytokin IL-17 spo-
le¢ny Th17 lymfocytim a/ nebo I1-22 [35]. Do této skupiny
fadime linie (Lin)RORyt*CD4+Lti-likecells,

Lin"RORyt*CD47Lti- likecells, NCR+ ILC3 puvodné po-
jmenované NK-22 a ILC3 tenkého stfeva Scal+Thy]hich
[7,36,37]. ILC-3 se uplatiiuji v rychlé odpovédi na IL-23,
exprimuji IL-1 receptor a odpovidaji tak na IL-1b. Nachazi
se v tenkém stfevé a tlustém stievé, v Peyerovych placich
[38,39].

Role NK bunék u virovych onemocnéni

Role NK bunék v prib&hu infekce HIV

V posledni dobé je NK buiikdm pfipisovdna vyznamna
role béhem infekce HIV-1, a to zejména z pocatku infekce.
NK buiiky maji schopnost eliminovat infikované buiky bez
predeslého stimulace antigenem, na rozdil od bunék ziska-
né imunity, které vyzaduji pfedchozi senzitizaci. Ziskana
imunitni odpovéd potiebuje nékolik dni, aby se mohla vyvi-
nout. Navic jeji optimalni poZadovany efekt je dosazen az za
nékolik tydni po infekci. Do té doby udrzuji virus pod kon-
trolou NK burky [40].

Na druhou stranu se ukézalo, Ze virus HIV ovliviiuje
funkci NK bungk, a to tak, Ze uz brzy po infekci se induku-
je proliferace a aktivace NK bunék, aby se mohly podilet na
zabijeni infikovanych bunék. Sekreci cytokind INF-y
a TNF-o. aktivuji odpovéd typu Th-1 a B lymfocyti [41].

Mechanizmem, kterym NK buiiky bojuji pii HIV infekci,
muze byt eliminace bunék pfimou toxicitou zprostiedkova-
nou sniZenou nebo inhibovanou expresi MHC molekul na
infikovanych buiikdch. HIV virus ma totiZ schopnost snizo-
vat nebo eliminovat expresi MHC-I molekul na povrchu
hostitelskych bunék jako prevenci cytotoxické reakce CD8+
lymfocyti. NK buriky jsou ovSem zpisobilé k zabijeni
i téch bunék, exprimuji nizky pocet nebo Zadné vlastni
MHC-I molekuly. Protein Nef viru HIV Nef indukuji pro-
dukci stresovych faktori MICA/B postizenymi buiikami,
které aktivuji NK buiiky. Nef také sice inhibuje expresi
HLA-A a B molekul, ale nema tento efekt na HLA-C ¢i
HLA-E - ligandy pro NK buriky. Nicméné bylo prokdzano,
Ze u nemocnych s HIV postupem onemocnéni NK buiky
vykazuji sniZené cytotoxické funkce [40].

Protilatkami zprostiedkovand cytotoxicita NK bunék je
u pacienti s HIV také sniZena. Tento fakt je zptisoben dal-
$fm ochrannym mechanizmem HIV viru, a to vylu¢ovanim
urcitych metaloproteindz ze svého matrix, které se navazou
na molekulu CD 16 na povrchu NK buriky, kterd je odpo-
védna za ADCC [42].

Dalsi mechanizmus NK bunék v ochrané€ proti viru je se-
krece cytokint a chemokind jako naptiklad CCL3, 4 nebo 5.
Ty se vdzou na koreceptor HIV-1 CCRS a zabranuji tak
vstupu viru do buiiky. Pisobky NK bunék pak obecné indi-
kuji zanétlivou odpovéd, moduluji hematopoézu, reguluji
rust a funkce monocytt a granulocyti a ovliviiuji typ adap-
tivni imunitni odpovédi [43].

Neékteré studie se také soustredily na efekt HIV infekce na
jednotlivé subpopulace NK bunék, HIV-1 pozitivni pacien-
ti vykazovali celkové sniZeni pocta CD56dm i CD56bright NK
bunék, zatimco subpopulace CD16*CD56™ vykazovala zvy-
Seni [44]. HIV infekce neovliviluje pouze pocet jednotli-
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vych podtypti NK bunék, byly totiz prokazany i urcité
odchylky v expresi aktiva¢nich a inhibi¢nich receptort, pie-
dev§im KIRs a NCRs. U nékterych pacienti infikova-
nych HIV virem NK buiiky subpopulace CD16*CD56™ ex-
primuji na svém povrchu ve zvySené mife inhibi¢ni KIR
receptory, které jsou ovSem nefunkéni. U aktivacnich NCRs
receptorti dochdzi vlivem HIV k jejich sniZeni [45,46].

Dalsi oblasti zvySeného zdjmu je v poslednich letech
zkoumani alelickych variant gend KIR a HLA-I receptori
a jejich spojitost s pribéhem a vysledkem HIV infekce.
Urcité alelické varianty gent pro HLA molekuly maji vztah
s vnimavosti, pribéhem a pribé¢hem infekce HIV-1. Flores-
Villanueva zjistil, Ze 1idé s infekci HIV-1 neléceni antivi-
rotiky, u nichZ byla prokdzdna mensi replikace viru, byli
vesmés homozygoti pro alely Bw4 tiidy [47]. Do Bw4 tfidy
se fadf alely B*57, B*27, B*51 a B*58 které vedou k pro-
tekci proti HIV. Na rozdil od alely B*35Px, kterd do této tfi-
dy nepatii a je spojovana s rychlej$im pribéhem onemocné-
ni [48]. Bylo zjisténo, Ze epitop Bw4 obsahuje podtyp alel
oznacujicich se jako Bw4lle80, které nesou izoleucin v po-
zici 80. Pravé prostfednictvim tohoto epitopu Bw4lle80
HLA molekula interaguje s inhibicnim KIR3DLI recepto-
rem [49].

KIR3DSI1 receptor m4 sice kratky intraceluldrni fetézec,
ovSem svou extraceluldrni ¢asti se velmi podobd sekvenci
KIR3DL1 receptoru, proto se i u této varianty receptoru
predpokladalo, Ze se vaze k Bw4lle80 molekule. Tato hy-
potéza nebyla doposud jednoznacné potvrzena. Rozsihlé
studie u lidf infikovanych HIV-1 ovSem ukazaly, Ze jedinci
s expresi jak Bw4lle, tak KIR3DS1 vykazovali vyrazné zpo-
maleni pribéhu onemocnéni. Ze studie bylo ziejmé, Ze
jedinci exprimujici kombinaci Bw411e80/KIR3DS1 molekul
maji ve vysledku jednoznacné pomalejsi progresi onemocné-
ni nez jedinci exprimujici pouze Bw4Ile80 nebo KIR3DS1
[50].

Jind studie pod vedenim Merina se zase soustfedila na
zkoumdni konkrétniho subtypu HIV-1. Vysledky uk4zaly,
Ze u subsaharskych Afri¢ani v Zambii existuje spojitost me-
zi exprimovanou alelou KIR2DS4*001 a zvySenym pieno-
sem HIV-1 subtypu C [51].

Role NK bunék u hore¢ky Dengue

Dengue horecka predstavuje zdsadni zdravotni problém
v tropickych a subtropickych oblastech. Onemocnéni je zpt-
sobeno Ctyfmi sérotypy viru dengue (DENV-1, -2, -3, -4)
pfendsenych komarem Aedes [52]. Mnoho studif se soustfe-
di na roli NK bunék v boji proti infekci virem Dengue, a to
zejména v Casnych stadiich infekce.

Intersticidlni dendritické buriky jsou povazovény za prvni
linii obrany proti napadnuti virem DENV v anatomickych
mistech, kde se virus replikuje po pocatecnim kousnuti infi-
kovanym komdarem — vektorem. Typ-I na interferonu zavis-
14 imunita hraje klic¢ovou rolu a ¢asna aktivace NK bunék
midze byt také dilezitd pro omezeni virové replikace
[53,54].

Vysoky absolutni pocet NK bunék byl objeven u pacientd
s mirnou horeckou dengue ve srovndni s poctem bunék
u déti, u kterych se vyvinula hemoragickd dengue horecka.
Na druhé strané procento NK bunék a CD8+ T-lymfocyti

Obr. 2
Maturace NK bunék v lymfatickych uzlinach
(autor Pavel Bostik)
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exprimujicich marker aktivace CD69 bylo vyS$si u infekce
déti s hemoragickou horeckou dengue [55-58].

Jak se ukazalo, NK buiiky nehraji pouze ochrannou funk-
ci béhem infekce, ale po infiltraci viru do jater odpovidaji
za smrt bunék v jatrech v ¢asné fazi infekce, zatimco CD8+
T-lymfocyty za pozdé&jsi odstranéni. Mechanizmus, kterym
NK buiiky zptsobi bunéfnou smrt, neni zatim zcela objas-
nén, ale je pravdépodobné, Ze NK buiky zabiji virem
Dengue infikované buiiky. Je mozné, Ze za urcitych podmi-
nek muze eliminace infikovanych bunék NK bunkami vést
ke stavu, kdy jsou imunitni efektorové buiiky odpovédné za
zranéni organt. Podobné i NKT buriky mohou byt za jistych
podminek Skodlivé béhem patogeneze dengue [59,60].

NK, NKT a T-lymfocyty mohou odpovidat na podnéty
nezdvisle na vazbé na TcR receptor. Jsou hlavnim zdrojem
INF-y v imunitni odpovédi indukované inaktivovanym vi-
rem dengue, ovSem jak bylo zjist€no, mnozstvi INF-y pro-
dukujicich bunék je velmi nizky [61,62].

NK buiikky mohou zprostfedkovat ADCC proti buikdm
infikovanych DENV, pravé tento mechanizmus muze byt
dilezity béhem sekundérni infekce, kdyZ jsou pfitomny pro-
tilatky proti DENV. Zajimavé je, Ze vysoka aktivita ADCC
méfend po sekundarni infekci DENV-3 byla spojovdna
s niZ$i ndslednou virémii, ¢imz je pfipisovana ochrannd ro-
le protilatkdm a NK buiikdm, avSak tato spojitost uz nasled-
né nebyla objevena u sekunddrni infekce DENV-2 [63,64].

NK buriky (CD16+*CD11b*) maji schopnost lyzovat in-
fikované buiky ve vy$§i mife neZ neinfikované buiiky,
dokonce bez pfitomnosti protilatek, diky mechanizmu pii-
mého rozpoznani. Hershkovitz a kol. popsali, Ze receptor
NKp44 muze piimo interagovat s obalovym virovym protei-
nem E [65].

NK buiiky a autoimunita

Vsechna autoimunitni onemocnéni, jak orgdnové speci-
fickd (DM, MS), tak systémova (SLE), maji jednu zdkladni
spole¢nou vlastnost, a tou je adaptivni B-bunécnd (auto-
protildtky) a/nebo T-bunécnd (autoreaktivni T-lymfocyty)

Klinicka mikrobiologie a infekéni 1€karstvi 2016 4

155 |




PREHLEDOVY CLANEK

odpovéd na vlastnf struktury. Nékteré studie ukazuji, Ze zis-
kanid B- nebo T- bunécnd autoimunitni odpovéd vznikd
mnohem diive pfed objevenim klinickych symptomdu.
Autoimunitni onemocnéni se vyviji po dlouhd 1éta, jednd se
o mnohokrokovy proces, pfi kterém se uplatituje geneticky
podklad, ale pfispivaji také zatim ne zcela definované
faktory prostfedi. VétSina znalosti o NK buiikdch u auto-
imunitnich onemocnéni je ziskdna z analyz NK bunék od
pacientt v klinickém stadiu onemocnéni. Nicméné v tak dy-
namickém procesu, jako je vznik autoimunitniho onemoc-
néni, by se méla dloha NK bunék zkoumat jak v preklinic-
kém, tak klinickém stadiu onemocnéni [66].

Ptirozend cytotoxicita NK bunék je regulovdna cytotoxicky-
mi receptory (NCRs) a jejich na protildtce z4visla cytotoxicita
je spojena s CD16/FccRlIlIa [67]. Receptory NKG2D, moleku-
la-1 a receptor o velikosti 80kDa jsou vedle NCRs dalSimi ak-
tivaénimi receptory. Nekteré jejich ligandy jsou exprimovany
pod vlivem zanétlivych procest a jsou zapojeny do autoimu-
nitnich nemoci. Identifikace multigennich a multialelickych
inhibi¢nich a aktivacnich receptorti KIRs pro MHC-I moleku-
ly pomohla obohatit nase znalosti o spojitosti genetického po-
zadi u autoimunitnich onemocnéni [68].

U diabetu prvniho typu existuje souvislost s KIR2DS2/
/HLA-C1 genotypem a snizeni v poméru inhibi¢nich
KIR/HLA. U psoriatické artritidy byly prokdzany pozitivni
korelace k rozvoji onemocnéni u kombinace genotypu
KIR2DS1/2DS2 a homozygotni formy HLA-Cw [69-71].
Podobné systémova sklerdza je spojena s KIR2DS2+/2DL2
genotypem a s 2DS1+/2DS2 genotypem. Navic pacienti
s variantou KIR2DS 1+ s progresivni systémovou skler6zou
vykazuji znacny tbytek poctu inhibi¢nich KIRs odpovidaji-
cf ptislusnému ligandu HLA-C [72,73].

Genetické studie tedy ukazaly souvislost mezi konkrétni-
mi variantami KIR receptort a jejich ligandi — HLA mole-
kul v souvislosti s vyS$si pravdépodobnosti autoimunitniho
onemocnéni. Jak se ukdzalo, vétSina z téchto situaci je aso-
ciovdna s potencidlnim nedostatkem NK buné¢né inhibice
nebo s nadmérnou aktivaci NK bunék pfes receptory pro
MHC-I.

Pravé porucha tolerance NK bunék k vlastnim struktu-
ram, které lze dosdhnout sniZzenim inhibi¢nich signdli ¢i
zvySenim aktivacnich signdld, je jednou z hypotéz role NK
bun¢k u autoimunitnich onemocnéni. V takovém piipadé
jsou totiz NK buriky odpovédné za poranéni tkané v di-
sledku ptsobent{ jejich ptirozené cytotoxicity. Napiiklad pa-
cienti s nedostatkem Tap proteinu (transporter associated
peptide) neexprimuji MHC-I molekuly, pfedstavuji tak mo-
del snizeného inhibi¢niho signdlu. U téchto pacienti jsou
pfitomny vaZzné destrukce tkdni [74]. OvSem nutno po-
dotknout, Ze samotnd absence MHC-I molekul pfimo nein-
dukuje cytotoxickou aktivitu NK bunék. Mnohem vice
poznatkti o poruse tolerance je ziskdno v souvislosti s nad-
mérnou aktivaci NK bunék. Ligandy pro NKG2D recepto-
ry, jako MICA a MICB proteiny, jsou u celiakie tvofeny
stfevn{ sliznici ve velkém mnozstvi. Pfitomny IL-15 induku-
je NKG2D zprostiedkovanou lyzu stievnich epitelidlnich
bunék intraepitelidlnimi lymfocyty (IELs) nezdvislymi na
T-lymfocytech. Zvysena tvorba MICA proteinti byla proka-
zana také na stfevnich epitelidlnich bunikdch u Crohnovy
choroby a v séru pacientii s RA [75-77].

Byly zaznamendny kvalitativni i kvantitativni zmény NK
bunék u osob s autoimunitnim onemocnénim. Ve vétSiné
piipadi bylo prokdzano sniZeni pocti cirkulujicich NK bu-
nék obvykle s paralelné se vyskytujici defektni schopnosti
cytotoxicity. Tento defekt vedl k hypotéze, ze NK buiky
jsou zapojeny do kontroly autoimunitnich reakci. Snizeni
poctl pak muze byt nasledkem chronické aktivace NK bu-
nék spojené s jejich nadmérnou apoptézou. Jako CasteCné
vysvétleni nedostatku NK bunék byla také navrZena hypo-
téza snizené diferenciace NK bunék z hematopoetickych
bunék. Pouze malé zmény v expresi receptori NK bunék
byly zaznamendny u autoimunitnich onemocnéni, a jak se
zd4, tyto zmény nevysvétluji defekty NK bunék [19,78,79].

U diabetu prvniho typu byly NK buiiky lokalizovany
u diagnostikovanych pacienti kolem pankreatickych ostriv-
kd. Ale ve vétsiné piipadd nebyly nalezeny ve slinivce in-
filtrované NK bunky post-mortem [80,81]. Na zakladé této
informace se odhaduje, Ze NK builky se mohou udcastnit na
destrukci pankreatickych beta bunék pfed tim, neZ propuk-
nou klinické priznaky diabetes.

U revmatoidni artritidy byly zase prokdzany NK buriky
infiltrujici synovidlni hmotu. Tyto NK buiiky jsou CD56bright
a tvofi vice INF-y nez NK burnky cirkulujici v krvi pacienttl
[82]. Kromé toho tyto NK buiiky mohou indukovat diferen-
ciaci monocytil v dendritické buriky. NK buriky v tkanich
pacientli s RA se vyznacuji funkcemi podporujicimi one-
mocnéni, ale NK buriky v krvi RA pacientd jsou ve sniZe-
ném mnoZstvi a maji opacnou funkci [19,78].

Dendritické buriky predstavuji antigen-prezentujici buriky
siln¢ stimulujici naivni T-lymfocyty, indukuji primarni
imunitni odpovéd a hraji klicovou roli ve vyvoji a udrzeni
T-bunécné tolerance. NK buriky jsou v blizké asociaci s den-
dritickymi butikami jak v sekunddrnich lymfatickych orga-
nech, tak v mist¢ zanétu. Dendritické buiiky mohou akti-
vovat NK buniky pfimym kontaktem nebo nepiimo diky
sekreci cytokind typu I: INF, I1L-12, IL-15, IL-18. Interakce
dendritickych buné€k a NK bunék je oboustrannd [83].

Jejich pfimy kontakt v pfitomnosti lokdlnich cytokint
muZe vést ke tfem stavim: 1) zab{jeni nezralych monocyti
odvozenych od dendritickych bunék (iDCs) zprostfedkova-
né NK buikami, 2) k proliferaci NK bunék indukované
dendritickymi bunikami pfes IL-12, 3) na NK buikéch za-
vislda maturace dendritickych bunék. NK buiiky mohou roz-
liSovat mezi myeloidnimi dendritickymi butikami iDCs, kte-
ré typicky sniZuji expresi MHC-I, a zralymi dendritickymi
burikami, které zvySuji MHC-I expresi v zavislosti na anti-
genu. Zabijen{ nezralych iDCs miZe byt chapano jako kon-
trola kvality DCs, umozZiiuji pouze zralym DCs migrovat do
lymfatickych uzlin [84].

Specifita NK bunék v orgénech

Specializované NK buriky lze nalézt v mnoha orgédnech,
maji rizné fenotypy a funkce, které se odviji od specifické-
ho prostfedi daného organu.

NK butiky v jatrech

Jatra jsou orgdnem s velkym mnoZstvim imunokompe-
tentnich bunék ptirozené imunity [85]. U lidi 30-50 % in-
trahepatalnich lymfocytl predstavuji NK buriky [86], zatim-
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co u mysi tvoii NK buriky ptiblizné 10—15 %. Pocet NK bu-
nék se riizni u riznych onemocnéni jater. Pfedpoklada se,
Ze NK buriky zastdvaji rizné role pod vlivem riznych pato-
logickych podminek [87,88]. Stejné jako NK buriky v peri-
ferni krvi i jaterni NK buriky jsou definovany povrchovymi
znaky CD37CD56+, lisi se ale absenci exprese markeru
CD16 [89,90].

Jatra jsou mistem tvorby NK bunék béhem délozniho vy-
voje. Béhem ranych stadii maji hepatdlni NK butiky vSech-
ny typické charakteristiky klasickych NK bunék, ale stdle
vlastni unikdtni fenotyp a funkce. U embryondlnich a Cer-
stvé narozenych mysi postradaji NK buiiky expresi molekul
spojenych s maturaci NK bunék, jako je membranové-viza-
ny CD11b, Ly49 receptor, DXS a intraceluldrni transkrip¢-
ni faktor Eomes, ov§em vysoce exprimuji efektorovou mo-
lekulu TRAIL. Jak se ukdzalo, tato exprese se kromé jater
objevuje i v jinych orgdnech, napf. sleziné [91,92]

Ve srovnani s NK bunkami v periferni krvi a sleziné ma-
ji hepatalni NK burky vyssi pocet granul a exprimuji vys$si
hodnoty TRAIL, perforint, granzimu B a ostatnich mole-
kul, diky nimZ je zprostfedkovana vétsi cytotoxicka aktivita
proti nddorovym buiikdm [93]. Ziskané poznatky tak pod-
poruji ideu o protinddorové funkci jaternich NK buné¢k [94].

NK butiky v reprodukénich orgdnech

Béhem casného téhotenstvi jsou v decidua basalis pfi-
tomné decidudlni NK buriky (dNK). Tyto buiiky maji jedi-
necné funkce a fenotyp [95]. Vice nez 95 % dNK bunck
jsou CD56bright CD 162 CD160"¢ na rozdil od vétsiny peri-
fernich NK bunék CD16+ CD160* podtypu, jejichZ fenotyp
je specificky ve spojitosti s cytotoxickou funkei [96,97].
Decidudlni dNK buiiky exprimuji KIR2D receptory ve vys-
$im poctu nezli periferni NK buiiky. Tyto KIR2D receptory
rozpoznavaji HLA-C molekuly, dominantni KIR ligandy
exprimované extraviléznim trofoblastem plodu [98].

Lidské dNK buiiky zastdvaji dvé velice zdsadni funkce
v brzkém téhotenstvi. Podporuji rist cév v deciduu pomoci
tvorby cévniho endotelildlniho rtstového faktoru (VEGF)
a placentdlniho rastového faktoru (PIGF) [6,99,100], dile
produkuji angiopoietin 1, angiopoietin 2 a TGF-B1 [101,
102]. Uvoltiovani téchto proangiogenich faktorti zavisi na
vazbé aktivacnich receptori NKp30 a NKp44 s jejich speci-
fickymi ligandy piitomnymi na stomdlnich decidudlnich
burikdch a extraviléznim trofoblastu. Bylo také prokazano,
Ze vazba receptoru KIR2DLA4 se specifickym ligandem mo-
lekulou HLA-G indukuje produkci proangiogenich citokint
[6,103].

Na rozdil od perifernich NK bunék, pro néZ je typickd
schopnost cytotoxicity, lidské i mysi decidudlni NK buiiky
prokazuji Spatnou schopnost zabijet pro NK buitiky klasické
cilové buiiky [100]. U dNK bunék selhdva polarizovani mik-
rotubult fidicich granula obsahujici perforiny do synapse
pti kontaktu s HLA-I molekulou. Ackoliv maji dNK buiiky
u normalniho t€hotenstvi poruchu plné uskutecnit jejich ly-
tické schopnosti, obsahuji perforiny, granzymy a granulysin,
coz svéd¢i o tom, Ze jsou decidudlni NK builky poten-
ciondlné schopné cytotoxické aktivity [104]. Rizné druhy
patogent, napf. lidsky cytomegalovirus, HIV-1, HCV ¢i to-
xoplazma, mohou infikovat decidua basalis a rozsifit se na

plod pfes kotevni klky, které jsou v kontaktu s krvi matky
[103,105-107]. Bylo prokdzéano, Zze dNK buriky plné vyko-
ndvaji svou cytotoxickou funkci po kontaktu s hCMV infi-
kovanymi autolognimi decidudlnimi fibroblasty.

Vedle inhibi¢nich KIR, existuji dalsi 3 receptory zastava-
jici inhibi¢ni funkci. Jednd se o 2B4, CD94/NKG2A
a LILRBI/ILT?2. 2B4 receptor je exprimovan na v§ech dNK
buiikach, ostatni dva receptory jsou pritomny pouze na pod-
typech dNK bunék [100,108]. Specificka interakce u lid{
mezi inhibi¢nimi receptory dNK bunék a jejich ligandy bud
molekulami MHC-Ia (HLA-C), nebo molekulami MHC-Ib
(HLA-E, HLA-G) hraje dtlezitou roli. Bylo prokazéano, Ze
vazba CD94/NKG2A inhibi¢niho receptoru spousti silnou
inhibici cytotoxické funkce u cerstvé izolovanych dNK
bunék z decidua basalis. Na zdkladé této informace se
uvazuje, Ze in situ receptor CD94/NKG2A interagujici
s molekulou HLA-E exprimujici trofoblastem a ostatnimi
decidudlnimi buiikami je dominantnim regula¢nim mecha-
nizmem, ktery pravdépodobné brani nezadouci cytotoxicité
proti neinfikovanym buiikdm trofoblastu. Dal$im inhibic-
nim mechanizmem je vazba LILRB1/ILT2 receptoru dNK
bunék na HLA-G, ktera blokuje dNK cytotoxicitu [109,110].

NK buiiky a CNS

Za patologického stavu mohou byt poruseny bariéry moz-
ku (hematoencefalickd a hematolikvorovd), stdvaji se pak
propustné pro NK buriky [111,112]. Fyziologie NK bunék je
modulovana probihajicimi cirkadidnnimi rytmy vlivem neu-
rotransmiterdi — napf. neuroepinefrinem, ktery inhibuje cy-
totoxickou funkci po vazbé s [-adrenergnimi receptory. Na
druhou stranu mohou NK buriky ovliviiovat fyziologii CNS
usmrcovanim gliovych bunék nebo sekreci INF-y [113-115].
Nejvice poznatkti o NK burikdch v CNS je ziskdno ze studif
experimentdlni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE).
Vysledky studii jsou dvojitho charakteru. Ukézalo se, Ze
funkce NK bunék jsou bud neuroprotektivni, nebo neuroto-
xické [116,117]. Studie tak opét prokdzala, ze NK buriky vy-
kazuji dudlni funkce, které byly dfive popsany uz u typic-
kych autoimunitnich nemoci.

Monitorovani podtypti NK bunék jakoZto ndhradnich
markert aktivity nemoci, stejné tak jako porozuméni me-
chanizmu vstupu NK bun¢k do mozku a jejich lokalni funk-
ce jsou dulezitymi cili pro vyvoj novych terapeutickych po-
stuptl na bazi NK bunék [118].

NK buiiky, jejich fenotyp a funkéni rysy byly studovany
mimo jiné u nadord v mozku, infekci a neurodegenerativ-
nich onemocnéni. Co se tyce primarnich nadort v mozku,
Fadul se svou védeckou skupinou objevili sniZeny absolutni
pocet NK bunék ve vrstvé perifernich mononukledrnich bu-
nék izolovanych z krve pacientii s glioblastomem (GBM),
lé¢enych kombinaci ozatovaci 1é¢by a temozolomidem
[119]. Navic byla u NK bunék izolovanych od pacientl
s GBM prokdzana snizena exprese NKG2D. Jako pfi¢ina se
uvadi zvysena hladina protizanétlivého faktoru TGF-B v da-
sledku mozkového nadoru. Vysoké hodnoty tohoto faktoru
mohou inhibovat funkce NK bunék a troven exprese akti-
vacéniho receptoru NKG2D. Tato regulace funkce NK bunék
u tumort v mozku odrazi bézné mechanizmy uniku ostat-
nich solidnich tumort imunitnimu dohledu [120,121].
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Druhou studovanou skupinou pfedstavuji NK buiiky u in-
fekci CNS. Pouze ve vzicnych pripadech jsou pacienti kom-
pletné postradajici NK buiiky extrémné nachylni na herpes-
virové infekce [122,123]. U mysi{ byla popsana zasadn{ ucast
NK bunék u mysi v protivirové obrané u infekei mozku my-
$im Theilerovym virem encefalomyelitidy a u mysiho viru
hepatitidy [124,125].

U neurodegenerativnich onemocnéni existuji hypotézy
podporujici myslenku, Ze Alzheimerova a Parkinsonova
choroba mohou byt ptivodné spojené se systematickou imu-
nitni poruchou [126]. Pocet NK bunék u AD se zda byt
nepozménén [127]. Nedavno bylo popsdno, Ze NK buiiky
ziskané od téchto pacientl se vyznacuji zvySenou expresi
receptoru 5-HT2C pro neurotransmiter serotonin, ktery se
podili na sniZeni ¢i zvySeni cytotoxické aktivity [128—130].
Naopak, pacienti s Parkinsonovou chorobou vykazuji zvyse-
nou expresi inhibi¢nich receptori NKG2A a nevykazuji
Zadné zménu nebo zvysenou expresi receptoru NKG2D na
NK burikach [131,132]. Jak se ukazalo, cytotoxicka aktivita
NK bunék u téchto pacienti je bud sniZzend, nebo shodnd ve
srovnani s kontrolou [133]. Kromé toho studie ex vivo akti-
vace NK bunék d¢inkem IL-2 a INF-B vedla k vysledkim
snizené cytotoxické aktivity NK bun€k u pacientd ve srov-
nani s kontrolnimi dérci.

Zaveér

Doposud ziskand data ukazuji, Ze NK burky hraji dile-
zitou roli v reprodukci, kontrole brzkych stadii parazitar-
nich, virovych onemocnéni (herpesviry, poxviry, influenza,
HIV-1) a onkologickych procesd. Jejich modulace muze
vést k novym piistupiim v 1é€b€ autoimunitnich chorob, ast-
matu a zmirnit komplikace po transplantacich kostni diené.
Stale nejsou objasnény mnohé vzdjemné interakce recepto-
i NK bunék s jejich ligandy, a proto je velmi diileZité a po-
trebné pokracovat ve studiich, které pomahaji pochopit in-
terakce jednotlivych molekul s receptory NK bunék. Velmi
mélo se vi o distribuci NK bunék v lidském organizmu,
jejich vyvoji, paméti, ale i molekuldrnich zdkladech NK bu-
nécné tolerance. Nicméné vime, ze pusobeni NK bunék
v lidském organizmu je velmi komplexni, a proto je tfeba
vyvijet nové piistupy pro jejich studium a dalsi porozuméni
jejich funkeim a mechanizmidm putisobeni. Imunoterapie po-
moci zmén exprese jejich povrchovych receptort ¢i zmény
vazeb ligandd, Gprava senzitivity cilovych bunék vaci apo-
ptéze zprostiedkované NK buiikami piedstavuji mozné ces-
ty.

Préce byla podporena grantem MSMT LH11019.
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Vyuziti metody MALDI-TOF MS k primé identifikaci bakterii
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SOUHRN
Tarabovd R., Bardon J.: Vyuziti metody MALDI-TOF MS k piimé identifikaci bakterii z klinického materialu
MALDITOF MS je metoda umoziujici rychlou identifikaci bakterii. Ta je mimo jiné dilezita pro v€asné zahajeni adekvatni antibio-
tické terapie u pacientt s infekci. V tomto piehledovém ¢lanku jsou popsany rizné metody piimé detekce bakterii z klinického mate-
ridlu. StéZejni Cast se zabyva piimou identifikaci bakterii z pozitivnich hemokultur. Pozornost je vénovana také identifikaci bakterii
z mo¢i a mozkomis§niho moku. Stru¢né jsou zminény spolehlivosti jednotlivych metod v porovnani s konvenénimi metodami.

Klicova slova: infekce, prima identifikace balcterii, MALDI-TOF MS, hemolkultura, mo¢, mozkomisni molc

SUMMARY
Tarabova R., Bardon J.: The use of MALDITOF MS for direct identification of bacteria in clinical specimens
MALDI-TOF MS is a method enabling rapid identification of bacteria. This is also important for early initiation of adequate antibio-
tic therapy in patients with infections. In this review, various methods for direct detection of bacteria in clinical specimens are descri-
bed. The fundamental part deals with direct identification of bacteria from positive blood cultures. Attention is also paid to identifi-
cation of bacteria from urine and cerebrospinal fluid. Finally, reliability of the methods is mentioned in comparison with conventional
methods.
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Uvod

MALDI-TOF MS (Matrix-assisted laser desorption/ioni-
zation time-of-flight mass spectrometry) je laboratorni me-
toda, kterd umoziiuje rychlou identifikaci grampozitivnich
i gramnegativnich bakterii, pfipadné dalSich mikroorga-
nizmd na trovni rodu a druhu srovnavanim spektra ziskané-
ho méfenim hmotnostnich spekter proteini a jinych bakte-
ridlnich komponent [1]. V nékolika poslednich letech se
MALDI-TOF MS ukézala jako vybornd metoda pro identi-
fikaci bakterii. Tato metoda patfi mezi spolehlivé, ¢asové
dsporné a provozné relativné levné identifikaéni metody
v pfipadé, Ze pomineme vysokou vstupni investici na pofi-
zeni piistroje. Limitaci této technologie je zejména dostup-
nost kvalitni databdze, protoZe identifikace novych izolatd
je mozna pouze tehdy, obsahuje-li databidze hmotnostni
spektrum proteomu daného izoldtu [2]. Mezi hlavni vyrob-
ce identifikacnich piistroji na bazi MALDI-TOF MS pati{

firmy Bruker a Shimadzu. U pfistroji firmy Bruker vyjad-
fuje miru spolehlivosti identifikace tzv. identifika¢ni skore.
Je-1i je skore = 2,0, jedna se o identifikaci na drovni druhu.
Je-li skére > 1,7, jednd se o identifikaci na drovni rodu.
U pfistroju firmy Shimadzu jsou vysledky vyjadfeny v pro-
centech a odrdzi podobnost vzorku s tzv. SuperSpektrem,
které je odvozeno z nékolika referen¢nich spekter odlisnych
kment stejnych druht. Za spolehlivou se povazuje identifi-
kace s vysledkem v rozmezi 75 az 99,9 % [3]. Neni-li moz-
né ziskat vysledek s pomoci SuperSpektra, je dany vzorek
porovndn s referencnimi spektry databdze. Nékolik publika-
ci popisuje niz8{ hranici spolehlivosti identifikace, a to 70 %
[4], 50 % [5], nebo dokonce 40 % [3]. Rychl4 identifikace
pavodce je nutnd k zahdjeni adekvétni antibiotické terapie.
Ptichod metody MALDI-TOF MS pro rychlou diagnostiku
patogenti znamenal zdsadni prilom v mikrobiologii. V po-
sledni dob¢ se tato metoda v kombinaci s extrakénimi me-
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todami pouziva k identifikaci patogent pfimo z télnich te-
kutin, zejména z pozitivnich hemokultur [6].

Pfim4 identifikace bakterii z hemokultury

Sepse je jednou z hlavnich pfi¢in imrti s odhadovanou in-
cidenci az 19 miliont lidi ro¢né€ na celém svété [7]. Zahdjen{
vhodné antibiotické terapie je dilezitym bodem kontroly in-
fekce, nebot Sance na preziti u nelécenych pacientl se sepsi
klesa s kazdou hodinou [8]. Vlek a kol. ve své studii popsa-
li, Ze s pomoci piimé identifikace pozitivnich hemokultur
vyuzitim MALDI-TOF MS doslo ke zkrdceni Casu potieb-
ného k urceni druhu mikroorganizmu o 28,8 hodin a sou-
¢asné doslo ke zvyseni procenta pacientti o 11,3 %, ktefi do
24 hodin dostali vhodnou antibiotickou terapii [9].

Hemokultury jsou nedilnou soucasti materidlu pro labora-
torni prukaz pivodce sepse. Pro identifikaci pfiCiny sepse
se doporucuje odebrat venepunkci pfed nasazenim antibio-
tické terapie alesponi 2 sady hemokultur (aerobni a anaerob-
ni vzorek) [10]. Ackoliv jen 30-60 % hemokultur odebra-
nych od pacientl se sepsi je pozitivnich [11,12], patii tato
metoda stdle mezi ty nejleps$i pro prikaz plvodce sepse
[10]. Cas pro ziskdni pozitivniho nalezu se 1idi v zdvislosti
na druhu patogenu, rychlosti jeho mnoZeni, mnoZstvi ode-
brané krve, ptitomnosti polymikrobidlni infekce ¢i nasazeni
antibiotické terapie pred ziskdnim hemokultury a pohybuje
se od nékolika hodin az po né€kolik dni. Medidn doby pro
dosazeni pozitivity hemokultury je kolem 15 hodin [13,14].
Hemokultura je podrobena barveni dle Grama [15]. Dale je
obvykle pies noc nebo i déle provadéna kultivace na Ziv-
nych médiich. Identifikace pomoci biochemickych testd,
automatizovanych systému jako je VITEK 2 (BioMérieux,
Francie) nebo Phoenix (BectonDickinson, USA) trva mini-
mdlné 6 az 8 hodin, ale kompletni identifikace vzacnych
mikroorganizmi trvd obvykle déle nez 72 hodin u bakterif
a vice nez 60 hodin u hub [13,14]. Pfima identifikace mi-
kroorganizmil z pozitivnich hemokultur tak umoziiuje rych-
lejsi diagnostiku (12-24 h) a mize tak vyznamné ovlivnit
1é¢bu pacientu se sepsi [15-18].

Christner a kol. nedavno uvedli, Ze pfi identifikaci mi-
kroorganizmii v hemokultufe pomoci MALDI-TOF MS je
vyzadovana pro ziskdni dostatecného profilu koncentrace
> 10° CFU/ml. Pfi experimentech, kde byla v hemokultuie
koncentrace mikroorganizmu > 108, byla hmotnostn{ spekt-
ra velmi podobnd spektrim z Cistych agarovych kultur.
Identifika¢ni skére ze vzorkd s 107 CFU/ml byla signifi-
kantné niZsi oproti tém z agarovych kultur, ale stile bylo
mozné mikroorganizmus urcit. Pfi 10° CFU/ml zacala byt
spektra nerozeznatelnd a zacaly se objevovat nespravné
identifikace spole¢né s nizkym identifika¢nim skére < 1,5
v dusledku svévolného parovdni nebakteridlnich pikd.
Christner a kol. ddle popsali na zdkladé nékolika ndhodné
vybranych vzorku, Ze v dobé€ pozitivity hemokultury se po-
hybuje bakteridlni koncentrace v rozmezi 2 x 107 a 7 x 10°
CFU/ml (median, 5 x 108 CFU/ml) [17].

Morgenthaler a Kostrzewa ve svém prehledovém clanku
vénovali pozornost hemokultivaénim lahvickam, které byly
pouzity pro piimou identifikaci patogenu z hemokultury.
Pro vétSinu studii byly pouzity hemokultiva¢ni lahvicky
Bactec (BD Diagnostics, Sparks, USA), pro Ctvrtinu praci

hemokultiva¢ni lahvicky BacT/Alert (Biomerieux, Niirtin-
gen, Némecko) a jen dvé studie z 21 pouzily jiného vyrob-
ce (VersaTREK, TREK Diagnostic Systems, Cleveland)
[6,19,20]. Prace, ve kterych byly pouZzity Bactec hemokulti-
vacni lahvicky, vykazovaly vyssi dspéSnost identifikace pt-
vodce oproti studiim, kde byly pouZzity BacT/Alert lahvicky.
Problémy s identifikaci bakteridlniho patogenu pii pouziti
BacT/Alert hemokultiva¢nich lahvicek obsahujicich uhli
byly zaznamenany i v n€kolika dalsich studiich [21-23]. Pfi
pouziti anaerobnich BacT/Alert hemokultiva¢nich lahvic¢ek
zaznamenala jedna prace [24] potiZze pfi identifikaci pato-
genu, zatimco v jiné studii [25] byly ziskany spolehlivé vy-
sledky. VétSina studii [9,26-29] zaznamenala lepsi vysled-
ky prfimé identifikace u gramnegativnich mikroorganizma
oproti mikroorganizmim grampozitivnim.

Béhem nékolika poslednich let byly vyvinuty rizné me-
tody pro pfimou diagnostiku patogenti z pozitivni hemokul-
tury. Tyto metody se lisi ve svém piistupu k odstranéni bu-
néénych slozek. Ferroni a kol. vyuZili ve své praci saponin
a kyselinu trifluoroctovou. Saponin rozpousti krevni butiky
a uvoliiuje pripadné intraceluldrni patogeny, ale nenarusuje
mikrobidlni membranu [18]. Jind prace popisuje 1yzu krev-
nich bunék za pouziti chloridu amonného [27]. V préci
Prod’homa a kol. bylo dosaZeno spolehlivé identifikace
v 78,7 % vSech testovanych pelet a 99 % identifikaci bylo
identifikovdno na drovni druhu. Analyza pomoci MALDI-
TOF MS byla provedena piimo z bakteridlni pelety nebo az
po dalsi extrakei proteinu [30].

Oddéleni mikroorganizmti od krevnich bunék muize byt
provedeno centrifugaci a zkumavkami se separaénim gelem
[16,31]. Stevenson a kol. ve své studii neidentifikovali 19,8 %
izoldtd, divodem bylo zejména nedostatecné mnozstvi bak-
terii v hemokulture. Skére > 1,7 bylo dosaZeno u 95,3 %
vzorki. VSech 8 izoldti Streptococcus mitis bylo mylné
identifikovano jako Streptococcus pneumoniae. Vzorky po-
zitivni hemokultury byly napipetovany do zkumavky na se-
paraci séra s aktiviatorem srdZeni a bylo provedeno pét pro-
myvacich/centrifugacnich krokl pro odstranéni krevnich
bunék a proteind z hemokultury. Doslo k vytvofeni malé, na
povrchu gelu viditelné pelety bakterii. VétSina krevnich bu-
nék byla pod gelovou vrstvou. Byla odstranéna téméf vSech-
na tekutina, s vyjimkou zhruba 500 pl, které byly pouzity
pro jemnou resuspendaci bakteridlni pelety bez naruseni
vrstvy gelu. V pripadé€ lyzy krevnich bunék a jejich pretrva-
ni na vrstvé gelu, byla odstranéna veskerd tekutina a bakte-
rie byly resuspendovany v 500 ul trypsin sojovém agaru.
Nasledovala centrifugace pro ziskani pelety se zbyvajicimi
krevnimi burikami. Bakteridlni peleta byla resuspendovdna
v lyza¢nim roztoku. Bakteridlni buiiky byly déle centrifu-
govany, oSetieny kyselinou mraven¢i a ndsledné acetonitri-
lem. Poté byl vzorek nandSen na kovovou MALDI desticku
a opatrné smichédn s matrici [31].

Moussaoui a kol. pouzili pro separaci krevnich bunék,
séra a bakterif také zkumavku se separacnim gelem, kterda
umoziuje o néco jednodussi separacni postup. Ziskana bak-
teridlni peleta byla zpracovana standardni extrakei proteind
etanolem/kyselinou mravenci. Touto separacni metodou by-
lo identifikovano 91,08 % gramnegativnich bakterii a 89,02 %
grampozitivnich bakterii na drovni druhu. Ve vétSiné poly-
mikrobialnich vzorkl byl identifikovéan alespon jeden z vy-
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skytujicich se druht (80,9 %). Sest izolath Streptococcus
mitis bylo mylné identifikovdno jako Streptococcus pneu-
moniae [16].

La Scola a Raoult ve své publikaci uvadi, Ze MALDI-TOF
MS je vhodna metoda pro primou identifikaci bakteridlnich
izoldtG v hemokulturach, s vyjimkou viridujicich streptoko-
kd a polymikrobidlnich vzorkd, kde se podarila identifikaci
pouze jednoho druhu. VySe uvedeni autofi v této studii pou-
Zili 2 odlisné protokoly pripravy hemokultury, které zahr-
novaly postupné odstfedovani a l1yzu kyselinou trifluorocto-
vou nebo kyselinou mraven¢i. U monomikrobidlnich vzorkt
bylo spravné identifikovano 66 %. Zména protokolu z kyse-
liny trifluoroctové na kyselinu mravenci zlepsila identifika-
ci staphylokokt z 59 % na 76 % [15].

V soucasné dobé existuje nékolik publikaci popisujicich
extrakci bakteridlntho proteinu z pozitivni hemokultury.
Vétsina z té€chto publikaci zahrnuje vlastni metody pouziva-
né v dané laboratofi, tyto metody ale nebyly dale validova-
ny pro klinické rutinni pouziti [6]. Pro pfimou identifikaci
mikroorganizmi z hemokultury Ize uzit metodu ICM (intact
cell method), kdy se centrifuguji 4 ml krve (oddéleni krev-
nich buné€k). Vznikly supernatant se dale centrifuguje pri
15 500 otdc¢kdch/min pro oddéleni bakterii. Ziskand peleta
se jednou propldchne neionizovanou vodou a materidl se
opét centrifuguje. Na kovovou desticku MALDI se nanese
malé mnozstvi sedimentu, necha se uschnout na vzduchu
pfi pokojové teploté a poté se prevrstvi 1 pl roztoku matri-
ce, nechd se zaschnout a provadi se identifikace [32].
vzorkl hemokultur, v 49 % doslo k uréeni na drovni druhu,
v 51 % k urceni na tdrovni rodu. Je to tedy dobrd inicidlni
metoda a v pripadé, Ze nedojde ke spolehlivému uréeni mi-
kroorganizmu, je nutné pokracovat v identifikaci metodou
PEM (protein extraction method) [32].

Postup u metody PEM je ze zacdtku shodny jako u me-
tody ICM. Peleta, kterd se u metody ICM nandsi na destic-
ku, se u metody PEM resuspenduje ve vodé, dédle se prida
absolutni etanol a smés se centrifuguje. Poté se odstrani su-
pernatant a k peleté se pfidd kyselina mravenci, vSe se pro-
michd a nasledné se pfidd acetonitril. Smés se opét centri-
fuguje a nanasi na kovovou desticku MALDI, po uschnut{
na vzduchu pfi pokojové teploté se prevrstvi roztokem ma-
trice a necha se zaschnout [32].

Komer¢ni Sepsityper kit (Bruker Daltonic GmbH,
Bremen, Némecko) predstavuje metodu piipravy vzorku,
kterd umoziiuje izolaci bakterii nebo hub z pozitivni hemo-
kultury. Tato metoda zahrnuje lyzu krevnich bunék, cen-
trifugaci a promyvéani vzorku tak, Ze na konci je ziskdna
peleta bakterie nebo houby, kterd je dale zpracovdna stan-
dardnimi metodami pro identifikaci s pomoci MALDI-TOF
MS [33].

Morgenthaler a Kostrzewa ve své praci shrnuli data z 21
studii pracujicich s komerénim kitem Sepsityper. Z vystu-
pa vyplyva, ze v 80 % byly ziskany spolehlivé vysledky na
drovni druhu, vét$i spolehlivost byla u gramnegativnich
bakterii (90 %), ve srovnani s grampozitivnimi bakteriemi
(76 %) nebo kvasinkami (66 %). Nebyly zndmy zadné ne-
spravné identifikace na turovni rodu pii skére 1,6 [6].
Nékteré prace se zabyvaly také identifikacnim skére, které-
ho bylo ve studiich pfi pfimé identifikaci patogenu z pozi-

tivni hemokultury pomoci Sepsityper kitu dosazeno. V né-
kolika ptipadech byly akceptovdny niz$i hodnoty identifi-
kac¢niho skére pro diagnostiku na tirovni druhu a rodu. V né-
kterych studiich autofi pouZili pro identifikaci na trovni
druhu skére > 1,8 a pro identifikaci na drovni rodu skére
> 1,6 [19,20,25]. Saffert a kol. pouzili pro identifikaci na
drovni druhu skére > 1,7 a skére > 1,5 pro identifikaci na
drovni rodu [34]. Stejnou hodnotu identifika¢niho skére pro
identifikaci na drovni druhu, tedy > 1,7, pouzili také autori
dalsich praci [21,35,36]. V nékterych ptipadech byla apli-
kovéna jeSté nizsi hodnota skére pro identifikaci na drovni
druhu a to > 1,6 [37] a > 1,5 [33,38]. Tyto nizs§i hodnoty by-
ly ve vySe zminénych clancich obecné povazovany za spo-
lehlivé a jen v n€kolika mdlo piipadech vedly k falesné
pozitivnim identifikacim na drovni druhu [6]. Na zdkladé
publikovanych ¢lankti méd odneddvna software MALDI
Biotyper ve verzi MBT compass pro Sepsityper kit skore 1,6
pro pozitivni identifikaci mikroorganismu [6]. Navic doslo
k uréitému zlepSeni databaze, napt. k diferenciaci Strepto-
coccus pneumoniae od jinych streptokokt nebo Staphylo-
coccus aureus od jinych stafylokoka [6].

Juiz a kol. ve své publikaci pfi pfimé identifikaci gram-
pozitivnich kokil z Bactec pozitivnich lahvi dokonce zazna-
menali lepSi vysledky pifi pouZiti komeréni metody
Sepsityper kit oproti tzv. in-house metod¢, kterd se pouziva
v jejich laboratofi. Pfi pfimé identifikaci gramnegativnich
bakterii v této studii vSak nebyl zaznamendn signifikantni
rozdil mezi obéma metodami [29]. Kok a kol. ve své prici,
kterd zahrnovala 507 vzorkd (21 polymikrobidlnich, 358
monomikrobidlnich — 195 grampozitivnich a 163 gramnega-
tivnich), identifikovali pomoci Sepsityper kitu z monomi-
krobidlnich hemokultur 100 % grampozitivnich vzorkl na
drovni rodu a 67,7 % na udrovni druhu a 100 % gramnega-
tivnich mikroorganizmi na trovni rodu a 91,4 % na drovni
druhu. Skére < 1,7 v této studii mélo 25,2 % pozitivnich
hemokultur, které zahrnovaly 31,6 % grampozitivnich
a 32,3 % polymikrobidlnich hemokultur. Pét hemokultur
bylo nesprdvné identifikovdno, ale jen v rdmci druhu,
jednalo se o 4 monomikrobidlni kultury se Streptococcus
oralis/mitis, ktery byl identifikovan jako Streptococcus
pneumoniae [28].

Pfim4 identifikace bakteri{ z moci

Ferreira a kol. popsali metodu vhodnou pro pfimou iden-
tifikaci bakterii z moci. Jednd se o metodu ICM a PEM po-
psanou podrobnéji u hemokultur. Vzorky moci byly v této
praci nejprve oznaceny jako pozitivni na zdkladé analyzy
piistrojem, ktery vyuzivd technologie fluorescencni prtito-
kové cytometrie (UF-1000i, BioMerieux, Francie). Dle vy-
sledkd této publikace je u piimé diagnostiky mikroorganiz-
mt z mo¢i dostacujici metoda ICM, kterd je tcinnd v 97 %
pripadl, poskytuje téméf shodné vysledky jako metoda
PEM a jeji dalsi vyhodou je bezesporu dspora ¢asu a ome-
zeni manipulace se vzorkem. VySe uvedeni autofi dédle kon-
statovali, ze mnozstvi bakterii ve vzorku hraje dulezitou ro-
li pfi dosazeni spolehlivého vysledku. Obsahoval-li vzorek
moci bakteridlni koncentraci > 105 CFU/ml, byla korelace
s konvenénimi metodami 91,8 % na drovni druhu a 92,7 %
na udrovni rodu [32]. Nekteré publikace uvadi, Ze pocet mi-
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kroorganizmil potfebnych pro identifikaci je zdvisly i na
druhu bakterii, napt. v pripad€ Enterococcus faecalis musi
byt mnozstvi bakterii > 5 x 105 CFU/ml [39]. Kohling a kol.
uvadéji, Zze MALDI-TOF MS umoZiiuje spolehlivou pfimou
identifikaci bakterii z moci pii koncentracich 10° CFU/ml
[40].

Y7z

1m4 identifikace bakterif z mozkomi¥ntho moku

Segawa a kol. popsali pfimou identifikaci bakteridlniho
pavodce v cerebrospinalnim moku u pacientky s bakterialn{
meningitidou zplsobenou Klebsiella pneumoniae. Identi-
fikace Klebsiella pneumoniae doséahla skére 2,09, tedy iden-
tifikace na drovni druhu. Zivér této studie uvadi, Ze
MALDI-TOF MS je slibnd metoda pro piimou identifikaci
patogent u pacientii s monomikrobidlni bakteridlni menin-
gitidou. Nevyhodou této metody je to, Ze vyzaduje dosta-
te¢né mnozstvi vzorku cerebrospindlniho moku s dostatec-
nou koncentraci bakterii. Déle tato metoda neni vhodna
v pfipadech polymikrobidlni infekce [41]. Tadros a Petrich
ve své publikaci vyuzili k pfimé identifikaci bakterif z moz-
komi$niho moku komer¢ni Sepsityper kit. Vzorky liquoru
byly inokulovany do BACTEC hemokultiva¢nich lahvi.
V tomto ¢lanku byl u polymikrobidlniho vzorku (s koagula-
za negativnimi stafylokoky) mozkomiSniho moku deteko-
van pouze jeden patogen (Staphylococcus warneri) s identi-
fika¢nim skére 1,7 [26].

Zavér

Metoda MALDI TOF MS je bezpochyby vhodnd pro
rychlou identifikaci bakteridlnich pGivodct infekci, které se
podatilo v Cisté kultuie vykultivovat na pevnd média (opti-
malné na krevni agar). Vysledky vyse citovanych praci v§ak
ukazuji, Ze tuto metodu bude mozno vyuZit v nékterych pri-
padech i pro pfimou identifikaci bakterii v klinickém mate-
ridlu. Na zdkladé poznatkl z fady pracovist se ukazuje, Ze
nejvetsi potencidl této metody v ramci riznych druht kli-
nického materidlu bude ziejmé u hemokultur.
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Zprava z kongresu SepsEast 2016

Ve dnech 9.—11. 11. 2016 probéhl v Budapesti jiz 3. ro¢nik
kongresu SepsEast (3 Central and Eastern European Sepsis
Forum). Cilem této akce je sblizeni odbornikt vénujicich se
sepsi ze stfedni a vychodni Evropy. Kongres mél pfiblizné
500 ucastnikl a odborna témata byla zaméfena predevsim
na intenzivni péci o kriticky nemocné septické pacienty, coz
zahrnovalo seminafe o plicni dysfunkci, umélé plicni venti-
laci, monitoraci, antimikrobidln{ terapii, vyuziti biomarke-
ri, imunoterapii, metodach kontinudlniho ocistovani krve
a perioperativni péc¢i. Soucasti programu byly rovnéz pred-
nasky vénované medicin€ zaloZené na dikazech, etice v in-
tenzivni péci a dvé posterové sekce. Organizatorim kongre-
su se podarilo do programu zatadit nékteré predni svétové
odborniky na sepsi, nicméné nejvetsi prostor byl vyclenén
pro kolegy ze stfedni a vychodni Evropy.

K velmi zajimavym tématlim probiranym na kongresu
patiila otazka rychlosti kontroly zdroje infekce. Jak uvedl
dr. Anand Kumar z Kanady, autor jedné z nejcitovanéjsich
praci podporujici podani antibiotik u septického Soku v pri-
béhu prvnich nékolika hodin od vzniku hypotenze, likvida-
ce zdroje infekce musi byt velmi rychld. Podle dr. Kumara
napfiklad perzistujici abdomindlni sepse, kterd neni vyfeSe-
na do 6 hodin od svého vzniku (tj. od perforace stievni sté-
ny), vyznamné zhorSuje prognézu pro preziti (Odds Ratio
76,2). Soucasti prezentace dr. Kumara bylo zdiraznéni pra-
vidla tzv. zlaté hodiny, tj. prvni hodiny od vzniku kritického
stavu (napf. Soku), béhem které existuje dobrd mozZnost kri-
tickou situaci zvladnout.

Pro pokrok v 16¢b€ sepse je dilezZity seriézni zptsob sbéru
dat a organizace péce. Tomuto tématu se vénoval dr. Frank
Brunkhorst z némecké Jeny. Dr. Brunkhorst se dcastni roz-
sdhlého projektu, ktery zahrnuje sbér vysledkt vSech hemo-
kultivaénich vySetieni ve spolkové zemi Durynsko s poctem
obyvatel kolem 2,5 miliénd osob. Pfedbézné vysledky této
veliké studie ukdzaly 16% pozitivitu hemokultivacnich
vysetieni, pficemz pouze 2 % pozitivnich vysledkl byly vy-
hodnoceny jako kontaminace. Dr. Brunkhorst zdtraznil vy-
znam infektologického konzilia u lizka pacienta s pozitiv-
nim hemokultivaénim vySetfenim, které v pripadé sepse
vyvolané Staphylococcus aureus vyznamné zlepsuje preZiti
pacienttl. Bakteriémie vyvoland S. aureus (SAB, S. aureus
bacteremia) je dilezitym piikladem situace, kdy je nutné,
aby péci tidil klinicky zaméfeny odbornik, ktery odpovida-
jicim zpGsobem planuje diagnostiku a antibiotickou 1écbu.
Tento diivod vedl vedeni univerzitni nemocnice v Jené k vy-
tvofeni pozici pro infektologa-konzultanta, coz je v pod-
minkdch Némeckého spolkové republiky novy smér.

Dr. Brukhorst rovnéz zdiraznil, Ze oproti celkové tenden-
ci zkracovat antibiotickou terapii je SAB piikladem relativ-
né dlouhého podavani antibiotik. Pfi nekomplikované SAB
se doporucuje 14denni antibiotickd terapie, avSak pfi kom-
plikovaném prib&hu se antibiotika poddvaji nejméné 28 dnu.

Velkd pozornost byla vénovana imunologickym aspektim
sepse, na které se soustiedilo nékolik predndsejicich.
Dr. Axel Nierhaus z Némecka zminil vyuZiti stanoveni ex-
prese HLADR na monocytech a CD64 na granulocytech
v krvi, poméru interleukinu 6 (IL-6) k IL-10 a imuno-
globulinu M (IgM), IgA a IgGl, jejichZ sniZené hladiny
predikujici Spatnou prognézu sepse. Problematice tzv.
imunomonitoringu se rovnéz vénovala dr. Malgorzata
Mikaszewska-Sokolevitz z varSavské 1€karské fakulty, kterd
v prehledovém sdéleni popsala vSechny dobfe zndmé imu-
nitni parametry, které mohou pomoci v odhadu prognézy
septickych nemocnych. Jednou z novinek, na kterou pouka-
zala, je snizend schopnost T lymfocyti nemocnych zota-
vujicich se ze sepse odpovidat na antigeny. Vyznam lymfo-
cytd u sepse a septického Soku podtrhl také dr. Roman
Zéhorec z bratislavské 1ékarské fakulty. Dr. Zahorec je au-
torem velmi citované prace z roku 2001, ve které popsal
vyznam stanoveni poméru neutrofili a lymfocyti (NLCR,
neutrophil to lymphocyte count ratio) u sepse. Tento pomér
vyborné odrazi stav prirozené a ziskané imunity a je rovnéz
vynikajicim indikdtorem intenzity zanétu. Hodnoty poméru
nad 7 ukazuji mirny zdnét, hodnoty NLCR nad 11 zanét
stiedn{ intenzity a hodnoty nad 23 svéd¢i pro kritickou za-
nétovou stimulaci. Nepfiznivou prognézu pak naznacuje
perzistence, nebo dokonce vzestup NLCR, pokud je pozo-
rovan i pfes agresivni terapii kritického onemocnéni. Je
vhodné zdiraznit, ze zavést NLCR do rutinni praxe je
pomérné jednoduchd zdleZitost, jak jsme se neddvno pie-
svédcili 1 v na8f nemocnici. Na kongresu opakované zaznél
termin ,,Imunometr®, ktery je vlastné panelem riiznych imu-
nitnich parametrd slouzici odhadu stavu septického pacien-
ta. Vyznam tohoto komplexniho pfistupu nenf jen v odhadu
progndzy septického nemocného, ale muze prinést celou fa-
du dalsich informaci zahrnujicich moznost orientacni pre-
dikce mikrobidlni etiologie sepse, znalost, zda pacientova
imunitni odpovéd je piestfend nebo potlacend, ¢i stanoveni
rizika sekundarni (nozokomidlni) infekce. Na druhou stranu
dr. Zsolt Molnar (hlavni organizdtor kongresu), ale i dalsi
odbornici opakované zdiraznili, Ze dobry odhad prognézy
nemocného v kritickém stavu nemuize vést ke zméné piistu-
pu ke konkrétnimu pacientovi a jeho 1écba musi probihat
bez omezeni i pii Spatnych laboratornich parametrech.

Vzhledem k vyznamu diagnostickych biomarkerd sepse
bylo nékolik prezentaci zaméfeno na zkuSenosti s jejich
praktickym vyuZzitim. Nejvétsi pozornost byla vénovana vy-
uziti prokalcitoninu (PCT) u tézkych bakteridlnich infekci.
V predndsce dr. Kristidna TAnczose (Szeged, Madarsko)
bylo poukdzdno na vyznam sérovych hladin PCT u bakte-
ridlni meningitidy, u které je prediktivni hodnota PCT spo-
¢i dokonce v mozkomisnim moku (MM). Na druhou stranu
u infekci CNS po neurochirurgickych operacich (tj. ventri-
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kulitidy nebo shuntové meningitidy), které predstavuji vel-
kou diagnostickou vyzvu pro infektologa-konzultanta, PCT
v séru ani v MM nenf pfinosné. Pfi¢inou je velmi pravdé-
podobné kompartmentalizace zdnétové odpovédi v CNS
(sérova koncentrace PCT roste imérné intenzité systémové
zanétové aktivace).

Vyuziti PCT rovnéz bylo diskutovdno u intraabdominal-
nich infekci (dr. Fatima Paruk, Jizni Afrika). Dr. Paruk zda-
raznila nékteré velmi dilezité praktické informace tykajici
se vylucovani PCT ledvinami. ZvySené sérové hladiny PCT
pfi rendlni insuficienci mohou pfetrvavat i pfi spravné anti-
biotické terapii a naopak mohou klesat pii zvySené glome-
ruldrni filtraci i pfes selhdni antibiotik. Ve vztahu k antibio-
tické terapii bylo zddraznéno, Ze sérova koncentrace PCT je
dina CRP v séru. Zvlastn{ situaci pak pfedstavuje nitrobfis-
ni kandidova infekce, pfi které dochazi ke stimulaci produk-
ce interferonu-y tlumictho produkci PCT. Pii pouzivani
PCT je ddlezité rovnéz znat i neinfekéni faktory stimulujici
jeho produketi, jako jsou napriklad vaskulitidy, neinfekénich
syndrom systémové zanétové odpoveédi, malobunéény plicni
karcinom, karcinom §titné Zlazy a aplikace thyreoglubulinu.
Celkové z prednasek o biomarkerech sepse vyznélo, Ze sta-
noveni PCT by mélo byt zcela rutinni a Ze je velmi vhodné
sledovat jeho kinetiku a nespoléhat se jen na vstupni a pfi-
padné kontrolni hodnotu.

SepsEast 2016 byl mistem, kde se opakované diskutovala
nova definice sepse a septického Soku (Sepsis-3). Mervyn
Singer ze Spojeného kréalovstvi, jeden z autorti nové defini-
ce, uvedl fadu divodi podporuyjicich jeji vyuzivani. Na-
piiklad vybér parametrt pouZzitych v definici Sepsis-3 vy-
chdzel ze studia elektronickych zdravotnich zaznami
obrovského mnozstvi pacienti, coz definici ¢ini velmi spo-
lehlivou. Dr. Singer opakované zdtraznil vyuziti skérovaci-

ho systému SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)
a jeho zkrdcené varianty nazvané quick SOFA v kazdoden-
ni praxi u lzka. V diskuzi k pfedndsce dr. Singera zaznélo,
Ze znalost SOFA by méla byt soucdsti pfedatestacni pripra-
vy mladych 1ékait v klinickych oborech. Péce o septické
pacienty se totiz netyka jen intenzivistd, ktefi uvedené sko-
rovaci systémy denné pouzivaji. Opakované bylo zdirazné-
no, ze uvedené systémy skérovani jsou velmi dulezité na
centrdlnim prijmu nebo na standardnich oddélenich nemoc-
nic, nebof napomahaji v€asnému zachytu sepse a septické-
ho Soku.

SepsEast je kvalitni odbornd akce, kterd se opakuje kazdé
2 roky. Organizétofi pfipravili pékny odborny a spolecensky
program, ktery pfedstavoval moZnost setkat se s kolegy
z dal$ich stfedoevropskych zemi, a to ve specifické atmo-
sféfe podzimni Budapesti. Kongres je také vhodnou vzdéla-
vaci aktivitou pro mladé kolegy, kterym do véku 29 let na-
bizi moZnost ucasti bez registracniho poplatku. Nejlepsi
4 postery z letosniho kongresu budou publikovany v impak-
tovaném casopise Journal of Critical Care. Je potéSujici, Ze
hlavni cenu ziskala MUDr. Eva Bartdkova za studii protei-
nid S1I00A8/9 a S100A12 u tézkych bakterialnich infekct,
coz miize byt inspiraci i pro dal§i mladé lékate z Ceské re-
publiky.

Podporeno projektem AZV 15-30186A.

prof. MUDr. Michal Holub, Ph.D.

Klinika infek&nich nemoci 1. LF UK a UVN
U Vojenské nemocnice 1200, 169 02 Praha 6
e-mail: michal.holub@uvn.cz
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POKYNY PRO AUTORY

Strucné pokyny pro autory

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

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

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

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

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

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

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

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

rezistentnich grampozitivnich infekci. Klin Mikrobiol Inf Lek.

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

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

biologie v dermatovenerologické diagnostice. Prakt Lék.

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

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

e Kapitola v knize:

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

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

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

« Clanek ve sborniku:

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

Tauber MG. Combined inhibition of tumor necrosis alpha con-

verting enzyme and matrix metalloproteinases by BB1101 atte-

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

Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy; 1999

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

American Society for Microbiology; 1999.

* CD-ROM (1 CD ze sady):

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

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

London: Electronic Press Ltd.; 1996.

« Clanek z internetu:

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

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

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

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

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

Tabulka: Prehled jednotlivych typd sdéleni

Typ sdélent Obvykly rozsah Pocet literarnich odkazi Souhrn Recenzni fizeni
pavodni priace 8—16 normostran 10-20 referenci strukturovany 2 recenzenti

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