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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie do oblasti klinické mikro-
biologie piispiva zasadnim zplisobem a zahrnuje charakte-
rizaci virQ, bakterii, mykobakterii i vlaknitych hub vcetné
kvasinek. V soucasnosti je celosvétoveé, jenom houbovymi
onemocnénimi, zasaZzena zhruba jedna miliarda lidi,
z nichz v 11,5 milionech pfipadii se jedna o zivot ohrozuji-
ci infekce'. Pfes 1,5 miliont klinickych piipadti ro&ng
kon¢i smrti, viz pribézné aktualizovand data na strdnkéach
Global Action Fund for Fungal Infections (https://
www.gaffi.org/). Jedna se pfedevsim o meningitidu vyvo-
lanou kryptokoky, infekce vyvolané Pneumocystis jirove-
cii, histoplazmézu nebo chronickou aspergildozu po prodé-
lané tuberkuléze®. Nejvice ohrozenou skupinou je HIV-
pozitivni populace (human immunodeficiency virus)
v rozvojovém svéte. V rozvinutych zemich za poslednich
deset let doslo k intenzivnimu néristu houbovych infekei
u rizikovych skupin pacientil s nadorovym onemocnénim,
po transplantacich, na jednotkdch intenzivni péce,
s astmatem a cystickou fibrézou. Vyjimkou nejsou ani
zdravi jedinci, u kterych se projevily houbové infekce vli-
vem masivni inokulace pfi urazu nebo u tonoucich pacien-
th. K infekci miize rovnéz dojit pfi nddechu vétsiho mnoz-
stvi spor (napf. v pfipad¢ endemické infekce kokcidio-
idomykozy v prasném prostiedi) nebo vstupem pres
gastrointestinalni trakt. Kdyz v roce 2011 tornado o sile ES
zasdhlo americky Joplin a zabilo 156 lidi, zygomykozy
a mukormykdzy mély za nasledek desitky tézkych fungal-
nich infekei a 15 mrtvych. Podobny ptipad mukormykézy
byl popsan na pediatrickém oddéleni na klinice v Louisia-
né, kde v kratkém Casovém intervalu zemielo pét détskych
pacientd’®. Novinaii rychle nemocnici nasli a piipad ochot-
n¢ medializovali, takze i laicka vefejnost brzy zjistila, ze
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Rhizopus delemar se do prostéradel dostal z pradelny, kte-
r4 byla v minulosti zaplavena pii hurikdnu. Ve vSech vyse
uvedenych piipadech je tfeba zvazit, kolik z téchto lidi
zemielo jen proto, ze byli imunokompromitovani, aniz to
tusili. Rigor6zné€jsi srovnani by vyzadovalo na mistech
pfirodni katastrofy (tsunami, erupce, tornado) soucasné
provést srovnavaci veterinarni mikrobiologii a patologii.

V Ceské republice je infekénimi chorobami mykotic-
kého pivodu nejvice ohrozena imunokompromitovana
populace, zvlasté pacienti s hematoonkologickymi one-
mocnénimi, pacienti po transplantacich, diabetici, HIV-
pozitivni pacienti a populace 1éCena vysokymi davkami
antibiotik. K odhaleni plicni infekce nestaci klasické rent-
genové snimkovani, ale zdkladem je pocitacova tomogra-
fie. Podle EORTC (European Organization for Research
and Treatment of Cancer) kritérii jsou smérodatnymi zna-
ky tvorba noduld, kavit a halo-efekti®. Pozorovani halo
znakd miaze kromé Casté aspergilozy znamenat i onkolo-
gické onemocnéni nebo jinou formu mykézy. Piimymi
diagnostickymi metodami jsou ovSem cytologie, mikro-
skopie a kultivace kombinovand s technikou desorpce
a ionizace za pritomnosti matrice (MALDI), kterd je nej-
Cast€ji implementovana na analyzatorech doby letu
(time-of-flight, TOF). Nepfimymi metodami jsou sérolo-
gicka stanoveni (stanoveni mikrobidlniho alfa galaktoma-
nanu nebo beta-glukanu ELISA technikami — Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), barkodovani rDNA frag-
mentu (ITS1-5.8S-ITS2) s pouzitim PCR technik
(polymerase chain reaction, polymerazova fetézova
reakce) nebo pouziti specifickych protilatek (tfeba mysiho
MADb JF5:1gG3) proti fungalnim glykoproteinim. Pravé
posledni stanoveni mize mit v budoucnu velky vyznam
v rozvojovém svété diky nizké cené prtislusného jednora-
zového testu, ktery 1ze pouzit i v polnich podminkach (tzv.
lateral flow device). Nizka specificita a citlivost plynouci
z prokiizené reaktivity vi¢i jinym patogenim dé¢laji
z nepfimych diagnostickych technik spiSe metody scree-
ningové. Pacienti s krevnimi malignitami netvoii protilat-
ky proti mikrobialnim glykoproteiniim, a pokud ano, pii-
slusny patogen lze stanovit pouze z bronchoalveolarni
lavaze nebo séra. Stejné jako jakoukoli bilkovinu, nelze
glykoprotein stanovit v moci, pokud pacientovi spravné
funguji ledviny. Nejveétsi ucinnost stanoveni biomarkert
ma tedy jejich pfimy zachyt, napf. plicni bronchoskopii.
V piipad€ invazivni aspergilézy (IA) u neutropenickych
pacientll se napt. galaktomanan do séra pomémné dobie
prezentuje a v téchto pfipadech je velmi dobfe pouzitelny
jako Casny diagnosticky marker IA. Avsak ani invazivni
bronchoskopie ne vzdy postihne chronickou plicni asper-
gilozu, nebot’ jen ¢ast pripadu se vyvine az do stadia vetsi-
ho aspergilomu’. Jenom s touto nemoci, po predchozi pro-
délané a vylécené tuberkul6ze, bylo v roce 2016 spojenych
450 000 umrti®.
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Skoro 10 % vibec vsech pfipadi tuberkulézy ma
v pozadi aspergilozu. Z poloviny se jedna o HIV pozitivni
pacienty, ktefi by pfezili déle, pokud by byli léceni anti-
mykotiky’. Na tuberkulézu samotnou celosvétové umira
1,7 miliont lidi ro¢né&, nejvice je zasazen africky konti-
nent®. Podle poslednich zprav WHO se incidence v Ceské
republice pohybuje v desitkach ptipadd, ale jsou evropské
staty, kde je vyskyt vyznamné vys$i. U tuberkuldzy je
nejcastéj$im infekénim agens Mycobacterium tuberculosis.
Jedna se o intraceluldrni mykobakterialni patogen, jehoz
véasnd piima detekce je obtiznd vSemi zndmymi metoda-
mi. Problém vcasné a specifické diagnostiky avSak plati
pro vétSinu mikroorganismii, mozna s vyjimkou rychle
rostoucich baktérii na selektivnich mediich.

Co se tyce bakterialnich infekci, jejich rychlou a spo-
lehlivou detekei zajistuje technika MALDI-TOF. U bakte-
ridlnich patogeni nejvEtsi potize zplsobuji rezistentni
kmeny, jejich vyskyt vazany na casté aplikace antibiotik
v klinice i zem&d&lstvi strmé nartsta™'’. Nejvétsi pozor-
nost zasluhuji tzv. ESKAPE patogeny — Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumannii, Pseudomonas aeruginosa
a Enterobacter species. V nasledujicim textu se budeme
vénovat vybranym mikrobiologickym aplikacim zajima-
vych z pohledu hmotnostni spektrometrie.

2. Hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii

Jak jiz zazné€lo v uvodu, biologicka hmotnostni spek-
trometrie dokdze dobfe charakterizovat vSechna hlavni
infekéni agens, tedy viry, bakterie, mykobakterie, vlaknité
houby i kvasinky. V pfipad¢ analyzy virti se komercniho
vyuziti dockala technika PCR kombinovana s hmotnostni
spektrometrii a ionizaci elektrosprejem''. P¥istroj byl zalo-
zen na analyze virovych nukleovych kyselin, dodavala ho
firma Abbott pod nazvem PlexID, ale v soucasnosti se jiz
piistroj neprodava. Z experimentalnich pfistupt je tfeba
jmenovat techniky meéfici intaktni virové castice, tedy
GEMMA (gas-phase electrophoretic mobility molecular
analysis)'? a CDMS (charge-detection mass spectrometry)
3. Rada praci uvadi proteomické &i peptidomické aplikace
mifici na kapsidové bilkoviny'*'®. Otazkou ziistava, jestli
se tyto aplikace dockaji rutinniho klinického vyuziti, pro-
toze z podstaty véci budou vzdy virové bilkoviny vyrazné
maskovany bilkovinami hostitelskych buné¢k.

Oproti analyze vird je charakterizace bakterii
v literatufe daleko vice zastoupena, mozna i z divodu, Ze
lze ptipravit zcela Cisté bakteridlni kultury. Prvni prace
jsou uz z let $edesatych'®, oviem prvni zasadni prace je az
z roku 1975 a popisuje bakteridlni charakterizaci na zakla-
dé nizkomolekularniho, zvlasté lipidického profilu'’. Bil-
koviny predstavuji téméf 50 % bunécné suché vahy
v mikroorganismech a tudiz se i dobfe hodi jako biomarke-
ry. Neribozomalni peptidy a lipidy jsou zastoupeny jen
v jednotkach procent a je tieba spravné volit jejich oboha-
covaci techniku. RNA je zastoupena jesté méné (<1 %),
DNA molekula je v bunice v jediné kopii a tudiz bez PCR
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by genova analyza nebyla vibec mozna. Z 1ékaiského
i pacientského hlediska jsou idedlnimi molekularnimi
znackami latky, které lze ziskat neinvazivné. Zkouma se
diagnosticky potencidl nizkomolekuldrnich latek v dechu
1 moc¢i. Metabolomické piistupy se soustiedi na mikrobidl-
né specifické sekundarni metabolity, které si nevytvari
sam hostitel a Ize jich vyuzit nejen k zachyceni véasného
stadia infekce, ale i k neinvazivnimu monitoringu prib&éhu
1écby's.

Prvni komeréni produkt, ktery vyuzival k identifikaci
mikroorganismi otisku ribozomalnich bilkovin, pfiSel na
trh v roce 2000 pod ndzvem MicrobeLynx, ale byl brzy
stazen z trhu (Waters, UK). Této obchodni chyby vyuZila
firma Bruker, kterd od roku 2007 nasycuje vSechna klinic-
ka pracovisté produktem BioTyper a jen v roce 2015 méla
pres 1500 instalaci (z toho v CR cca 40). Z hlediska obje-
mu prodeju jsou daleko mensi produkty firem BioMérieux
(s databazi Saramis) a Shimadzu'’. Viechny tyto metody
jsou zalozeny na standardizované piipravé vzorku a na-
sledném porovnavani konventniho MALDI spektra se
standardnimi profily ribozomalnich bilkovin v rozsahlé
mikrobialni knihovné. Profil spektra je odvisly od kulti-
vacnich podminek mikroorganismu. Knihovny jsou v sou-
Casnosti velmi rozsahlé a zahrnuji i kmeny téhoz mikrobi-
alniho druhu, ale s odliSnou virulenci ¢i citlivosti vuci
lé¢iviim. Ribozomalni otisk prstu si ziskal velkou oblibu
v Iékai'ské komunité, protoze cely identifikacni systém je
plné automatizovany, dokaze ho obslouzit laborant a je
velmi rychly. Zatimco v minulosti se muselo ¢ekat na na-
rust dermatofytu tieba Sest tydnt, MALDI-TOF da infor-
maci o povaze vzorku po 2-3 dnech kratké kultivace diky
malému mnozstvi mikrobidlnich bunék nezbytnych
k vlastni analyze. U bakterii trva rist primokultury fadové
hodiny. MALDI-TOF tak za¢in z trhu vytéshovat klasic-
ka biochemicka stanoveni a v soucasnosti miii hlavné do
oblasti uréeni virulence nebo citlivosti na antibiotika®.
Lze pfimo sledovat degradaci ptislusného antibiotika mi-
krobidlnimi enzymy. Druhd varianta, pfimy monitoring
molekuldarnich hmotnosti enzymt, je obtizngjsi ale
v piipad¢é hojnéji zastoupenych laktamas a vhodné uprave
vzorku v principu mozny. Postupy, jak pfimo stanovovat
neznamou rezistenci mikroorganismu na obecné 1é¢ivo, lze
nalézt v patentové i b&zné literatuie?'.

Hmotnostni spektrometrie mize byt pouzita nejen
k primarni diagnostice, ale pouziva se i k monitorovani
pribéhu lécby, kterd je nakladna a slozitd. V piipadé
aspergilozy se v souCasnosti pouzivaji dvé terapeutické
cesty. U cesty klasické, v nasich krajich dominujici, se
u suspektnich pacientd ihned pfeléCuje stav spojeny
s neutropenii a zvysSenou teplotou pacienta. Sofistikovanéj-
$im piistupem je preemptivni metoda, kdy se poctive prak-
tikuji dostupné sérologické a molekularni metody
(galaktomanan, rDNA). Studie ukazuji, Ze u preemptivni
cesty se dosahuje nejen nizsi mortality, ale rovnéz se zby-
teCné nezatézuji pacienti toxickou 1écbou, ktera se nasazu-
je v cca60 % ptipadi. Antimykotickd terapie je navic
finanéné nakladnd. Slozitost 1ékafského rozhodnuti plyne
z nasledujiciho piikladu. Pti odbérech vzorkd zplic se
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Tabulka I
Vlastni specifické ¢i méné specifické mikrobialni siderofory produkované klinicky vyznamnymi bakteriemi a vlaknitymi
houbami
Patogen Siderofor Konstanta stability (Fe) Zarazeni
Aspergillus fumigatus triacetylfusarinin C 10* houba
ferricrocin 10%
Scedosporium apiospermum N®-metyl coprogen B 10% houba
Rhizopus oryzae rhizoferrin (vlastni siderofor) 10% houba
Yersinia pestis yersiniabactin 10% bakterie
Staphylococcus aureus staphyloferrin A 107 bakterie
staphyloferrin B 107
Mycobacterium tuberculosis mycobactin S (intracelularni) 10% mykobakterie
carboxymycobactin 10%
(extracelularni)
Pseudomonas aeruginosa pyoverdin 10% bakterie
pyochelin 10°
Klebsiella pneumoniae enterochelin 10%-10% bakterie
yersiniabactin 10%
aerobactin 107
Escherichia coli enterochelin 10%-10% bakterie
aerobactin 10%
Corynebacterium glutamicum corynebactin 10% bakterie
Enterobacter spp. aerobactin 10% bakterie

najde napt. 20 izolovanych kolonii téhoz mikrobialniho
druhu. Z toho dvé kolonie mohou byt rezistentni na nasa-
zené antimykotikum prvni volby. Lécba tudiz zacina
uspésné, 18 kolonii je eradikovéno, ale zbylé zlstavaji
dormantni**. Pokud se tato rezistence v&as neurdi, nasled-
ky pro pacienta mohou byt fatalni.

Dalsi dulezité mikrobiologické aplikace hmotnostni
spektrometrie jsou ve veterinarni a zemédélské mikrobio-
logii. Mikroby se rychle §iii, soucasné studie uvadéji 8 km/
rok, a zasahuji nové oblasti®®. Pokud by fytopatogeny za-
sahly hlavni zeméd€lské plodiny soucasné tak, jak to zna-
me z minulosti z ¢asové oddélenych napadeni rGznych
komodit, tak by v dusledku zemédélskych ztrat bylo moz-
né uzivit pouze 38 % soucasné svétové populace. A to
nemluvime o tom, Ze podle vypocéti bude pro zajisténi
vyzivy svétové populace potieba za 50 let zdvojnasobit
vyrobu zemédélskych produktt. Jednim z diivodi nastupu
patogent je zavadéni modernich zemédé€lskych technik,
které naruSuji rovnovahu v trojuhelniku hostitel-patogen-
prostiedi. Ztraty na pSenici jen v USA predstavuji
600 miliard dolart roén&.

Soucasnd mikrobiologickd literatura ukazuje fadu
dalsich modernich biomedicinalnich a spektrometrickych
aplikaci. Jednou z nich je spole¢na kultivace riznych mi-
krobt na jednom selektivnim mediu. Vzajemna kompetice
jednotlivych mikroorganismti vede k produkci antimikro-
bialnich produktt, které maji veskrze zajimavé biologické
vlastnosti a mohou se nasledné z interakénich zén izolo-
vat”®. Méteni velikosti inhibiénich zon lze provadét techni-
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kami zobrazovaci hmotnostni spektrometrie s ionizaci
MALDI?*. Desorpéni nanoelektrosprej byl pouzit stejnou
skupinou autorti ke sledovani dynamiky metabolické vy-
mény mezi mikrobialnimi komunitami®’. Zatimco velka
¢ast vyzkumu v hmotnostni spektrometrii sméiuje
k analyze jediné buiiky®®, ¢ dokonce k subceluldrni analy-
ze”, existuji vyzkumné skupiny, které jdou zcela opacnym
smérem. Napf. tym Pietera Dorresteina (La Jolla, USA)
pomoci technik hmotnostni spektrometrie provadi 3D kar-
tografii objektd vcetn¢ lidi, a to v centimetrovém, metro-
vém, &i jestd vétsim metitku’® %, Zobrazeni se dgje skrze
sekundarni metabolity mikroorganismt®®. Napiiklad vy-
brané cyklické lipopeptidy, pokud jsou aplikovany na kuzi,
dokazi chranit hostitele pred stafylokokovou infekei®.
Jedinci, ktefi pouzivali hydrataéni krém, tuto protektivni
funkei ztratili.

Sekundarni metabolismus mikroorganismii pouziva
inaSe vyzkumna skupina pro neinvazivni diagnostiku mi-
krobialnich infekci, at’ uz houbového™ & bakterialniho™
puvodu. Specifickymi molekularnimi znackami jsou mi-
krobialni siderofory, tedy faktory virulence, které mikroby
pouzivaji v raném stadiu infekéniho procesu v boji o hosti-
telské zelezo®’. Pii smésnych infekcich mikroorganismy
nejdiive pusobi v soucinnosti jako pratelé (friends), po
prekonani imunitni odpovédi pak ptechézeji do vzajemné-
ho souboje jako nepratelé (enemies). V literatuie se takto
setkdvame s pojmem ,,frenemies* a ze vzajemnych soubo-
ju Casto vychazi jako vitéz ten, ktery ma lepsi bojovy arze-
nal. Soucasna literatura se zevrubné vénuje tvorbé
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a inhibici mikrobialnich biofilmd. Ukazuje se, Ze hrac 1épe
uzurpujici zelezo (tedy ten, ktery ma vyssi konstantu stabi-
lity, tab.I), ve vzdjemném mikrobidlnim souboji vyhra-
va®®. V tabulce nejsou uvedeny patogeny, které vyuZivaji
xenosiderofory, tedy siderofory produkované jinymi mi-
krobidlnimi druhy (Candida albicans, Cryptococcus neo-
formans) ale vyuzivané odliSnym mikroorganismem. Je
znamo, ze v dychacim traktu u pacientd s cystickou fibro-
zou nikdy vedle sebe v symbidze neziji Pseudomonas
aeruginosa a rod Scedosporium®. Vzdy je kultivovan jen
jeden zpatogenii. Analytickd chemie metalofori je
v soucasnosti nejcastéji feSena technikou kapalinové chro-
matografie s vysoce rozliSenou hmotnosti spektrometrii
(LC-MS) ¢i zobrazovaci hmotnostni spektrometrii (MSI).
Je tfeba zdiraznit, ze hmotnostni spektrometrie si
neporadi s ur¢enim bohaté smési mikrobti. Tieba analyza
sttevniho mikrobiomu se musi (a s obtizemi) provadét
modernimi genovymi sekvenacnimi technikami. Pravé tyto
techniky ukazaly na moznost, Ze slozeni stievni mikroflory
ovlivituje celou fadu chorob véetné neurologickych*®*!.

3. Zavér

Vroce 2017 infekéni choroby zplsobily smrt
8 miliont lidi a byly i nejcastéjs§im faktorem lidské nemoc-
nosti (400 tisic let lidskych Zivotd jen za rok 2017)*. Na-
rust frekvence rezistentnich kment bude mit za nasledek,
ze vroce 2050 se infekéni choroby stanou nejcastéj$im
divodem lidské umrtnosti (10 milioni  piipadi)
a pfedstihnou vSechny ostatni dominantni pficiny Umrti
(rakovina, diabetes, autonehody), viz obr. 1 v cit.**. Retro-
spektivni studie také za poslednich padesat let zpét potvr-
dily celosvétovy nastup patogenti i do zemédé€lstvi a vete-
rinarniho 1ékafstvi. Uvadi se, ze existuje cca 10 000 zemé-
délskych patogenil a ze zhruba 100 patogenti napada zvita-
ta. Zatimco v zeméd¢€lstvi nahodilé infekce predstavuji
30% ztraty urody, pii epidemickych rozmérech je zemé-
delska ztrata stoprocentni. Na rozdil od savcil se velmi
malo vi o rostlinném imunitnim systému. Jen cca 20 pato-
gentl zasadné ohrozuje lidskou populaci pfimo™*. Je zaji-
mavé, Ze na nasledky tieba houbovych onemocnéni umira
daleko vice lidi nez na novinaisky zajimavé jiné mikroor-
ganismy, jako je virus hemoragické horetky ebola™.

Prace byla podporena Ministerstvem Skolstvi, mlade-
ze a télovychovy Ceské republiky (LO1509) a Grantovou
agenturou Ceské republiky (19-109078).
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