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ABSTRAKT

Tato prace je zamétfend na charakteristiku botulotoxinu, jeho chemické vlastnosti,
biologickou aktivitu a toxicitu. V dal$i ¢asti jsou sepsdny v literatuie z poslednich let
popsané piipady vyskytu botulismu, jejich epidemiologické hledisko a pravdépodobné
priCiny. Posledni Cast je pak zaméfena na vyuziti botulotoxinu v kosmetice a zhodnoceni

jejich rizik.

Kli¢ova slova: Clostridium botulinum, kosmetika, botulismus, potraviny

ABSTRACT

This study is focused on characterisation of botulinum neurotoxins (BoTN), it’s
chemical properties, biological activity and toxicity. In next part are reviewed outbreaks of
botulism described in recent literature, their epidemiologic aspects and possible causes.
The last part is focused on application of botulinum neurotoxins in cosmetics and

aesthetics and it’s risks.

Keywords: botulinum neurotoxins (BoTN), cosmetics, botulism, food
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UVOD

Byly poprvé popsany Justinem Kernerem jako ,klobdasovy jed* a ,tucny jed” mezi 1éty
1817 a 1822, ktery také priSel s mySlenkou lékaiského pouZiti botulotoxinu, ackoliv

definovat se mu jej nepodafilo.[1]

I mezi laickou vefejnosti vzristd zdjem o informace o tomto jedu, hned ze dvou
divodi, jednak kvili rozmachu jeho pouZivani v kosmetice k vyhlazovani vrasek a jednak
kviili moznému teroristickému zneuZiti, ke kterému ostatn¢ jiZ ddajné doslo hned dvakrét,
a& netsp&ng, zndmou apokalyptickou sektou Om Sinrikjé (,,Nejvys$si pravda®). Také Irdk

mél vlastnit 19 000 litrd koncentrovaného botulotoxinu.[2]
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1 CHARAKTERISTIKA BOTULOTOXINU

1.1 Puvodce

Botulotoxin je produkovan bakteriemi Clostridium botulinum. Tento druh zastfeSuje
Ctyfi biologicky odliSné skupiny bakterii, které maji spole¢nou produkci tohoto
neurotoxinu, navzdjem stejnych fysiologickych vlastnosti, ale rozdilnych antigennich typt

(A-G). Néazev pro typ toxinu se ptenesl 1 na klostridium, jeZ jej produkuje.

1. skupina obsahuje proteolytické kmeny, které tvoii botulotoxin typti A, B a F. K
nim do skupiny byva pfifazeno velmi rozsitené, netoxické C. sporogenes,
spolehlivé odliSitelné od botulinskych klostridii skupiny elektroforetickym

vzorcem cytoplasmatickych bilkovin a neschopnosti produkovat toxin.
2. skupinu ptedstavuji sacharolytické kmeny, které produkuji botulotoxin E, B, F.

3. skupinu tvoii kmeny produkujici botulotoxin typti C a D a C. novyi, které vSak

tvofi letalni a nekrotizujici toxin.

4. skupina obsahuje proteolytické klostridium, které produkuje botulotoxin typu

G. S nim ve skupinég se uvadi netoxické C. subterminale.[3]

Do neddvné doby byly tyto skupiny dvé, obé s vlastnim ndzvem druhu: C.
botulinum a C. parabotulinum, od ¢ehoZ bylo pro zna¢nou nesourodost i v rdmci téchto

druhti upusténo a zavedena jednotnd nomenklatura — C. botulinum.[4]

Netoxické bakterie uvedené vySe ve skupindch s toxickymi jsou zna¢né¢ podobné
fenotypicky 1 geneticky klostridiim ze skupiny. Do C. novyi A byl dokonce pienesen fag
kédujici produkei botulotoxinu C z C. botulinum typu C, a tato klostridie normaln¢ toxin
neprodukujici jej vytvéaret zacala.[3] A naopak byla “transformovana” bakterie C.
botulinum typu C a D v C. novyi zbavenim jich fagu kédujiciho toxin a jeho nahrazenim

fagem kodujicim toxin C. novyi.

Bylo také zjiSténo, Ze nckteré kmeny bakterie C. butyricum a baratii vylucuji

botulotoxin.[5]
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Vsechny typy Clostridium botulinum jsou saprofytické, ptidni bakterie. Jedné se o
grampozitivni (Casto ale jen v mladych kulturach), sporulujici tyCinky. Spory jsou
termindlni, ve zralosti deformuji buiiku, a velmi termostabilni, zvlast¢ u proteolytickych
typu. Jejich odolnost viici teplu je vSak velmi ovlivnéna i podminkami za jakych vznikly i
na prostiedi, ve kterém maji vyklicit. Sacharosa zvySuje termoresistenci, stejné¢ jako
nckteré mastné kyseliny (palmitany, stearany, ...) naproti tomu napf. linoledt ji sniZuje,
podobné jako pH mensi nez 7. Pfi neutrdlnim pH (pH = 7) je odolnost viici teplu nejvyssi, i
vice nez 6 hodin pti 100°C. Neproteolytické typy tvoii spory mén¢ termostabilni, napiiklad

spory klostridii typu E vydrZi jen o néco mélo déle nez vegetativni buiiky.[4]

1.2 Chemicka charakteristika botulotoxinu

Botulotoxiny (A-G), anglicky oznac¢ované jako botulinum neurotoxins (BoTN), jsou
metaloproteiny (obsahuji v molekule atom zinku) s proteasovou aktivitou, diive vSak
povazovany za jednoduché proteiny (obsahujici pouze aminokyselinové zbytky), navzajem
podobnych struktur (sdileji z 30-60 % primdrni strukturu[6]) a tedy i fysiologickych
vlastnosti. Rozdily ve struktufe jsou ale dostaCujici k tomu, aby navzdjem pisobily

antigenné.

Neurotoxiny jsou syntetizovany jako piiblizn¢ 150 kDa jednotné fetézce, které jsou
poté rozStépeny na dva, lehky na N-konci a t€Zky na C-konci, spojené disulfidickymi
vazbami[6]. VSechny serotypy zacinaji methioninem, jak lze ostatné¢ oCekdvat vzhledem k

Y

ale methionin odstranén z fetézce posttranslaénimi tpravami.[7]-[9]

Molekula BoTN se skladd ze tfi domén: katalytické (nachazejici se na lehkém
retézci[6]), translokacni a vazné (lokalizované na fetézci tézkém [6]). Toxicita je
zpuisobena katalytickou aktivitou lehkého fetézce — Zn(Il) endopeptidasy. Katalytické
doména je kompaktni globule sestdvajici ze smési a-helixii, b-listi a vldken s hrdlu

podobnym aktivnim mistem metaloproteasy.[10]

Struktura lehkého fetézce bez zinku je obdobna jako u holoproteinu (kromé toho, Ze
tedy neobsahuje Zn** iont), co poukazuje na to, Ze atom zinku ma funkci katalytickou,

nikoliv strukturni.[6]
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Botulotoxiny jsou ni¢eny svétlem, teplem, zafenim a vysoce alkalickym prostiedim.
Nicméné piesto, Ze jsou polypeptidy, je jejich rezistence k rtg zédfeni i teplu pomérné

vysokd. Napf. je ni¢i az 10 minutovy var.[3]

Botulotoxin A je protein o 1296 aminokyselinovych (AK) residuich s disulfidickou
vazbou pojici jednotlivé fetézce mezi 430-tym a 454-tym aminokyselinovym zbytkem. V
molekule se nachdzi jesté jedna disulfidicka vazba, konkrétné v t€zkém tetézci (HC), mezi
zbytky v pozici 1235 a 1280. Sekvence 2 — 448 (1. AK je methionin, jak uz bylo zminéno)
AK predstavuje lehky fetézec (LC), 449 — 1296 AK pak tézky.[6]

Botulotoxin B je tvofen 1291 AK, s disulfidickou vazbou mezi zbytky 437 a 446.
LC tvofi sekvence 2 — 441, HC pak 442 — 1291 AK.[8]

Botulotoxin C je stejné dlouhy jako typ B, tedy 1291 AK, ale 1isi se v délce lehkého
a samoziejmé i tézkého fetézce: 2 — 449 AK u lehkého a 450 — 1291 AK u tézkého. V
pozici disulfidické vazby na LC se nelisi, ale na HC vychézi piicny mustek z pozice 453
AK. Tento typ je rozdélovan déle na C1 a C2 (popt. Ca a CB[4]). Antitoxin proti C1
neutralizuje C1 i C2, ale antitoxin proti C2 neneutralizuje C1. Mimo to jsou jiZ zndmy

kmeny tvofici toxin Caf3.[4]

Typ D obsahuje 1276 aminokyselinovych residui, z ¢ehoZ prvnich 442 AK ptipada
na lehky fetézec a 443 — 1276 na tézky. Disulfidicky muistek je mezi AK v pozici 437 a
450.[6]

Typ E je sekvenci 1251 AK, 2 — 422 je lehky fetézec, 423 — 1251 tezky.
Disulfidicka vazba pteklenuje zbytky 412, 426.[9]

Botulotoxin F je tvofen 1274 aminokyselinovymi zbytky, z toho 1 — 436 tvoii lehky
retézec, 437 — 1274 pak t€zky. Disulfidickd vazba je vytvofena mezi 429-tym a 445-tym
AK zbytkem.[6]

Posledni typ G, je vzacny[5] a také neddvno objeveny, tedy i malo prozkoumany. Z
celkového poctu 1297 AK ptipada sekvence 2 — 442 AK na lehky fetézec, 443 — 1297 na
tézky, jsou spojeny disulfidickou vazbou mezi 436 a 450 AK.[6]
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1.3 Toxikologie botulotoxinu

Botulotoxin, konkrétné typ A, je Casto povazovan za nejtoxiCtéjsi latku na svéte, v
nckterych materidlech lze nalézt udaj, podle néhoz je tento neurotoxin “az” druhy — po
tetanotoxinu (tetanospasminu) a obcas jsou tyto toxiny povaZzovany za ekvivalentné
biologicky aktivni. Tyto rozpory, nejlépe znatelné na minimalni letdlni ddvce usmrcujici 50
% intoxikovanych (LDsp), variujici od 1 ng/kg Zivé vahy po 1000 ng (v materidlu [11] bylo
dokonce uvedeno LDsy = 0,001 g/kg zivé vahy laboratorni mysi, coZ lze vSak povazovat
spiSe za tiskovou chybu, protoZe v této tabulce bylo také napsano, Ze sarin ma LDsy 100
g/kg, hodnoty byly pravdépodobné mysleny v mikrogramech), jsou zplisobeny hlavné tim,
Ze tato hodnota nebyla pfesné zjisténa a byva jen odvozovédna extrapolaci z toxicity vici
primatim. Ve starsi literatuie se tak muzeme také docist, Ze typ D je az 20000krat
toxiCtejsi nez typ A[4], s odvolanim na test na mysich. Tento omyl byl pravdépodobné
zpusoben neznalosti druhové specifity - typ D je ucinnéjsi na myS nez A, naproti tomu
clovek je citlivéjsi vaci typu A.

Mechanismus toxického tcinku je relativné jednoduchy. V prvni fadé musi dojit k
hydrolyse sulfidické vazby mezi HC (t€zkym fet€zcem) a LC (lehkym fetézcem), coZ se u
proteolytickych kmena dé&je jiz v bakteridlni buiice, u neproteolytickych kment k tomu
dochazi ucinkem trypsinu v tenkém stieveé, coZz vysvétluje zvySenou toxicitu sérotypil
neproteolytickych ~ kmenti  pfi  perordlnim vniku do organismu  nez

intravenosni/intramuskuldrni cestou[4], coZ naopak napiiklad u typu A je mnohem

vV,

Lehky fetézec — protedsa ma substratovou specifitu vici jednomu ze tii SNARE
(Soluble NSF attachment protein receptors[12]) bilkovin (ke kterému konkrétné se Iisi v
ramci jednotlivych typid — typ A napt. SNAP 25), které jsou diileZité pro uvolnéni vezikul
obsahujicich neurotransmiter acetylcholin. Pfi hydrolyse téchto proteinii nemuze dojit k
uvolnéni vezikul do plazmatické membrany perifernich nervl, neni tak umoZnén pienos

nervovych impulst na svalové vldkno, ¢cimzZ dojde k jeho ochrnuti.

Te&zky tetézec slouzi k penetraci buiiky, vaznd doména se dle sérotypu navize na
povrch buniky a v ndsledné endocytose zprostiedkované receptory transloka¢ni doména

asistuje LC v prostupu membranou.[6]
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Timto zptisobem dojde k pro botulotoxin typické sestupné paralyse, Casto koncici

smrti v ndsledku bulbarni paralysy - poruchami dychani a zastavou srdce.[3]

Clovek je nejvice citlivy vici typam A, B, E a F, zvifata pak viéi C a D. Typ G je

vzicny, jen s nékolika zaznamenanymi intoxikacemi u ¢loveka.[5]

1.3.1 Formy intoxikace

K intoxikaci botulotoxinem muze dochdzet péti zplsoby: otravou v jidle
vyprodukovanym botulotoxinem, botulismus z infekce rany, kojenecky botulismus, skryty
botulismus a botulismus “mimovolny” pfi¢emz jen v prvnim a poslednim piipadé se jedna

o Cistou intoxikaci. Ve tfech zbyvajicich jde o toxiinfekce.

1.3.1.1 Alimentdrni intoxikace

V potraviné kontaminované bakteriemi Clostridium botulinum zanou tyto
produkovat za ptihodnych podminek botulotoxin. A to dokonce i za chladni¢kovych teplot,

tedy okolo 4 °C, naproti tomu pti pH niz§im nez 5,5 se produkce zastavuje.

[3] Dalsich z nebezpecnych vlastnosti této kontaminace je absence alterace chuti pii

pfitomnosti botulotoxinu v konzervé, netvoii se ani “bombédze”.[13]

Z potravy, nejcastéji domdcich konzerv (jak masovych, tak zeleninovych) a
komeréné proddvanych polokonzerv, véetné riznych omadcek, je v zaZivacim traktu toxin
vstiebavan do krve, putuje do centrdlniho nervového systému k zakonceni motorickych
nervl. Jen mald ¢ast pozieného toxinu je vstiebdna, toto mnoZstvi je vSak casto jeSté

dostacujici k projevu ptiznakd.

Inkubaéni doba se pohybuje ve velkém rozpéti, od n¢kolika hodin aZ po deset dnt,

nejcastéji vSak v ramci 18-36 hodin.

K prvnim symptomtim, v dasledku chabych obrn svall inervovanymi mozkovymi
nervy, patii dvojté vidéni, pokles vicek, potize s polykdnim, u jedné tfetiny pacientl
intoxikovanych typem A nebo B se vyskytnou gastrointestindlni potiZze, u typu E témér
vzdy. Paralysa postupuje smérem dolil a dochédzi k obrnam kosternich svalii, v kone¢ném

disledku, jak uz bylo zminéno vyse, k poruse dychani a zastave srdce.

K 1é¢bé se pouzivaji nitrosvalové vysoké davky (50 000j.) trivalentniho (proti

typim A, B a E) konského IgG 2-3x denné do vymizeni pfiznakili, po zjiSténi sérotypu
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BoTN je vyhodné piejit na monovalentni protilatky.[3] Jednozna¢né vSak byla prokdzana
efektivnost antitoxinové terapie pouze u typu E.[5] Navic je nutno podat tyto protildtky
nebo kratce (a nejlépe dokonce pred) po expozici, aby byly tUc¢inné, coZz mnohdy neni
mozné. Navic v Siroké vefejnosti existuji obavy o bezpe€nosti uzivani antitoxinii. Proto
probihaji vyzkumy hledajici nizkomolekuldrni inhibitory lehkého fetézce BoTN -

proteasy.[12]

Antibiotika se administruji vyjimecné, a to témi, ktefi povazuji za mozné, ze se C.

botulinum dokdze rozmnoZovat i ve zdravém stievé dospélych.

Pfi pIné rozvinuté otravé je nutno 1éCbu zaméfit hlavné symptomaticky — na
podporu dychani atp. Diky rozvoji podptrné péce doslo k snizeni mortality z 60 %[4] na

10 %.[5]

1.3.1.2 Otrava vychdzejici 7 infikované rany

Velmi vzicné se lze setkat s piipadem, kdy se ¢lovéku v rdné (oteviend zlomenina,
sttelné poranéni[4], byly hldSeny také pifipady u narkomani s intravenosnim podavanim
drogy[5]) pomnoZzi bakterie C. botulinum. Klostridia nepronikaji hloubéji, jsou vazany na
nekrotickou tkan (kvili nizkému redox potencidlu), kde produkuji toxin, ktery je poté

vstfebavan do krevniho obéhu.

Inkubacni doba opét je velmi rozdilnd, od nékolika dnli az po dva tydny. Delsi
inkubac¢ni doba je zplsobena prvotnim vykli¢enim spor, pomnoZenim a uvoliiovdnim
toxinu pii rozpadu bun¢k. Kromé toho rozdilu vici alimentarni intoxikaci lze nalézt jiz jen
jeden: absenci gastrointestindlnich potiZi, popt. zaniceni rany a horecku, kterd se b&ézn¢ u

alimentarni intoxikace nevyskytuje, jelikoZ nejde o infekci, naopak je teplota ¢asto sniZena.

Lécba je také obdobna jako u alimentarni intoxikace, navic se poddvaji antibiotika k

potlacent rtistu bakterii v rané.[5]

1.3.1.3 Kojenecky botulismus

Vzhledem k nedovyvinuté mikrofléte ve stfevé kojenctl, nejcastéji ve veéku 2 az 4
mesictt (po devatém mesici se takika nevyskytuje), bakterie C. botulinum jsou schopny

sttevo osidlit a produkovat v ném toxin.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

Prvni pfiznak, zacpa, je Casto piehlizena. Nasleduje letargie, dité spi vice nez
normdln¢. Oslabuje ddvivy a saci reflex, potiZe s polykdnim se ¢asto projevi jako slintani, v

tézkych piipadech se miiZe objevit zastava dychani.

Kojenecky botulismus muze byt letdlni, nékdy dokonce dochézi i k nahlé smrti — ve
4 — 15 % je SIDS (syndromu ndhlého umrti kojencii) zplsoben praveé timto

onemocnénim.[5]

Jako zdroj toxoinfekce se Casto uvadi med, az kazdy desaty vzorek medu obsahuje

spory C. botulinum.[3]

U lidi s kompromitovanou flérou zaZivaciho ustroji, at uzZ z dlouhodobého
pouzivéni antibiotik nebo achlorhydrii, se ob¢as také vyskytnou piipady kolonizace strev

touto bakterii, tento typ botulismu dostal vlastni ndzev skryty botulismus.

vvvvvv

doporucovéna vzhledem k dalSimu potlaceni pfirozené mikrofléry a mozné superinfekci C.
botulinum. Mortalita je kupodivu nizZs$i nez 5 %.[5] Otazkou zustdvd, kolik dmrti na

kojenecky botulismus bylo diagnostikovano pouze jako SIDS.

1.3.1.4 “Inadvertent botulism’ (“mimovolny botulismus”)

Jednd se o nejnov€jsi formu botulismu (jeSt€ nemd pravdépodobné ani cesky
nazev), souvisejici s pouzivanim, intramuskuldrnim poddvanim, botulotoxinu k lékatskym

(rizné pohybové poruchy, kiece apod.) a kosmetickym tceltim (vyhlazovani vrasek, ...).

Bylo zaznamendno zatim jen né¢kolik piipadi. Dva pacienti po aplikaci davky
botulotoxinu mens$i, nez je doporucend, zacaly projevovat slabost a elektrofysiologické
abnormality. U dalSich Ctyt pacientl doslo k ovlivnéni autonomniho nervového systému po
aplikaci toxinu, ale bez slabosti. DoSlo k zvySené blokaci ve svalech vzdédlenych od mista

podani, biopsie navic odhalily v téchto svalech morfologické abnormality.[14]

1.4 Metody detekce botulotoxinu

1.4.1 Test na mySich

Jedna se o nejstar$i metodu, kterd je zatim stdle standartem pro priikaz botulotoxinu

v potraving.[15]
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1.4.1.1 Princip metody

Eluat z potraviny se poda skupindm mysi, z nichZ kazd4 dostane také monovalentni
antitoxin. Pfi kontaminaci této potraviny botulotoxinem zajdou mysi za pfiznakl botulismu
(najezend srst, obtizné dychani, slabost udl, celkova paralysa[16]), kromé jedné skupiny —

chrdnéné antitoxinem “spravného” typu — tak se tedy urci i typ botulotoxinu v potraving.

Tato metoda se pouziva i k diagnéze botulismu u lidi, toxin se pfitom hleda v séru
¢1 v plasmé, vyplachu stfev a zvratcich, u zemielého také v jatrech. Oproti potravindm, kde
byva az nékolik tisic smrtelnych davek pro mys, je v téchto materidlech toxinu madlo, jen

nckolik smrtelnych ddvek.[3][4][17]

1.4.1.2 Vyhody a nevyhody

Detekéni limit této metody je pouhych 0,02 ng toxinu. Kromé vyhody v této tak
vysoké sensitivité je dalSi také v koncepcni jednoduchosti, naproti tomu neselektivnost,
kdy je zapotfebi dalSitho neutraliza¢niho testu k urCeni sérotypu patii k limitim této
metody. K dalSim se pak fadi Casova ndrocnost, aZz 4 dny mohou byt nutné k ziskani
vysledkt, finan¢ni naro¢nost, potieba specializovaného persondlu a také velkého mnoZstvi
mys$i pii vétSim poctu vzorkd.[16] Toto také vyvolava etické a politické otdzky a odpor

vetfejnosti. V ne€kterych zemich Evropy neni mozné tento test provadét.[18]

1.4.2 ELISA

Pro vyse uvedené nedostatky testu na mysich, zvlasté pak ¢asovou narocnost, ktera
v hrozbé moZného zneuZiti botulotoxinu teroristy je metodou zcela nevyhovujici, se vyviji
linked immunosorbent assay), patfici do “rodiny” imunologickych technik, vyvinuta
nezdvisle na sobé dvéma vyzkumnymi skupinami, Peterem Pearlmannem a Evou Engvall
na Stockholmské université ve Svédsku a Antonem Schuursem a Bauke van Weemenem v

Nizozemsku.[19]
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1.4.2.1 Princip metody ELISA

Protildtky

Jako ostatné¢ vSechny imunologické techniky vyuziva ELISA vysoce specifické
vazby mezi protilitkou a antigenem. Protilatky jsou proteiny produkované bilymi
krvinkami jako odpovéd’ na cizorodou latku vniklou do organismu. Specificky se vdZou na
misto na této latce oznacované jako antigen a pravé této vazby vyuzivaji imunologické
techniky k detekci mikroorganismil, proteinii a toxind. Pokud je cizorodd latka velka
molekula, mize mit vice antigennich mist a v odpovéd’ bilé krvinky produkuji polyklonalni
protilatky, monoklondlni pak jsou takové protilatky, které produkuje jedna bild krvinka v

odpovéd’ na jedno antigenni misto.
Znackovani

Aby bylo mozné urcit, zda doslo k vytvotfeni vazby mezi antigenem a protilatkou, je
zapotiebi systém k vizualizaci ¢i méfeni jejich interakce. Kviili tomu se na protilatku
umisti “znacka”, napt. fluorescen¢ni ¢i chemiluminescentni latka, radioisotop nebo enzym.
“Enzym-linked” napovidd, Ze v piipad¢ ELISA to bude pravé enzym, ktery zprosttedkuje
ono znackovani. Ve vétsSin€ systému enzym katalysuje pireménu bezbarvého substratu na
barevny produkt. Casto jsou pouZivany komplexy enzym-substrat alkalické fosfatasy
(enzym) a p-nitrofenol fosfatu (substrdt) a peroxidasu z kienu (enzym) a

tetramethylbenzidin (substrat). U obojiho vznika Zluty produkt.

Pevny nosic

“Imunnosorbent” vyjadiuje, Ze protilatky jsou adsorbovany na pevny podklad, ktery

vV,

pro jejich levnost, snadnost pouzivani a také proto, Ze je mozné vice analyz najednou,

vzhledem k 96 buiikkdm, jeZ desti¢ky mivaji.

1.4.2.2 Typy metody ELISA

“Sandwich” ELISA

Vv

Jedna se o nejjednodussi a v komeréné prodavanych sestavach nejcastéji pouzivany
typ. “Sandwich” naznacuje, Ze antigen je chycen mezi dvé protilatky, vytvarejice tak jakysi

“sandwich”. Antigen ze vzorku je prvni zachycen na protilatky adsorbované na podklad,
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zbytky jsou vymyty a poté je pfiddna znalend protilitka enzymem. Nasleduje dalsi
promyvini a pfidani bezbarvého substratu, ktery navdzany enzym zméni v barevny
produkt. Nakonec se pro zabranéni dalSich reakci enzymu ptidad stop solution (kyselina
sirovd) a méfi se zména barvy. Pro kvantitativni stanoveni se kalibruje koncentrace

antigenu proti intenzit¢ barvy.

Kompetitivni ELISA

U tohoto typu je na pevny podklad navdzan antigen, nikoliv protilatka. Vzorek a
enzymem znacena protilatka jsou pfidany zaroven. Pokud neni ve vzorku antigen obsaZen,
navazi se znacené protilatky na antigen adsorbovany na podkladu. Po promyti a piidani
substdtu, enzym navazany na protildtkach jej zméni v barevny produkt. Naopak, pokud ve
vzorku je antigen obsaZen, znacené protilatky se na n¢j navazi a pfi promyvani se vymyji,
poté pridany substidt neni zménén v barevny produkt, jelikoZ enzym katalysujici tuto
pfeménu neni piitomen. Kompetitivni ELISA dava tedy opacné vysledky nez “Sandwich”
ELISA: zabarveny produkt zde znamend negativni vysledek, bezbarvy (mdlo zabarveny)
pak vysledek positivni. Podobné vSak jako Sandwich ELISA mutZe byt pro kvantitativni

stanoveni provedena kalibrace koncentrace antigenu proti intenzit€ zabarveni.

Tento typ se vyuziva pro detekci menSich molekul, které lze téZko detekovat

pomoci Sandwich ELISA, ktera potfebuje dv€ vazna mista pro protilatky.[20]
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2 BOTULOTOXIN V POTRAVINACH

2.1 Botulotoxin typu A

2.1.1 Komeréni chilli omacka

V 1ét€ 2007 se vyskytlo ve tiech stitech, Texasu, Indian¢ a Kalifornii pét piipada
botulismu zplisobeného, minimdlné ve tiech piipadech (ve dvou, z Texasu, byly vzorky
séra odebrany az 9 dni po projeveni pfiznakii a poZitou potravinu nebylo mozZno
zkontrolovat), botulotoxinem typu A. Ve vSech piipadech byla nemocnymi pozita ve dnech
pfed manifestaci pfiznakli ,,Hot Dog Chilli Sauce” vyrdbéna spolecnosti Castleberry s
datem produkce osmého kvétna 2007. Jen v jednom piipadé vSak byla potvrzena

piitomnost toxinu v zbytku chilli omécky, tato navic nebyla oznacena.
Ani v jednom piipadé nedoslo k dmrti.

FDA otestovala pomoci metody ELISA sedmnéct konzerv vyprodukovanych ve
stejny den jako ty, které pravddpodobné zptsobily otravu, ze stejné Sarze. Sestndct z nich
bylo positivnich na pfitomnost botulotoxinu typu A. Tato zjiSténi byla potvrzena také

testem na mysich.

Vysettovani FDA a FSIS zjistilo nedostatky ve vyrobnim procesu. Spory C.
botulinum jsou pritomny bézné¢ v prostfedi a mohou piezit konzervacni proces, pokud
potravina neni podrobena dostatecné vysoké teploté a tlaku. Anaerobni podminky, nizka
kyselost (pH > 4,6), nizka koncentrace cukru a soli a teploty vyssi nez 3,9°C umoziuji rust

botulinickych klostridii a ndslednou produkci botulotoxinu.[21]

2.1.2 Zmrazené chilli

V roce 2001, 29. dubna byli do nemocnice v Texasu pfijati Ctyfi muZzi s progresivni
slabosti perifernich svalt. Tti z nich se zucastnili vecete v kostele, tieti jedl zbylé jidlo od
této vecete. Pti dalSim Setfeni bylo zjiSténo, Ze celkem 15 lidi z dvaceti ¢tyt lidi, ktefi se
zminéné vecete zucastnili a jedli chilli, bylo intoxikovdno botulotoxinem typu A, z ¢ehoz
vSak jeden nemé¢l Z4adné potize a dalSich pét méli potize mirné a nebyli tedy
hospitalizovani. Dalsi ptipad se vyskytl u ¢lovéka, ktery se veCefe nezucastnil, ale jedl

komer¢né€ prodavany chilli produkt s prokdzanym obsahem BoTN A. U Ctyf z Sestnacti lidi
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se vyskytovaly pouze gastrointestindlni piiznaky, u 8 i potize spojené s postihnutim
nervové soustavy (rozmazané vidéni, téZkost pii polykdni apod.), u 3 pak byla postihnuta
jen nervova soustava. U deviti byl BoTN A stanoven ve stolici, ostatni byly
diagnostikovéni dle symptomu a epidemiologického spojeni. Ani jedna intoxikace nebyla

smrtelnd, Sest postizenych vSak muselo byt intubovano.

Pro¢ devét lidi, ktefi jedli kontaminovany pokrm, nebylo intoxikovéano, Ize vysvétlit
nerovnomérnym rozdélenim toxinu v potraving, popi. imunitou kvili nerozpoznani

hostitelsky faktort.

Botulotoxin typu A byl detekovan ve zbytcich chilli z veCefe a také provedena
detekce botulotoxinu v neotevieném baleni chilli, ziskaném od kostelniho kuchare,
zakoupené v “salvage store” spole¢né s tou, jez byla pouzita k piipravé vecete, koncentrace

toxinu byla 10 000 smrtelnych davek pro mys/g a 160 ng BoTN A/g chilli.[19]

Pfi vySetfovani byla zjiSténa zdsadni pochybeni v “salvage store” (tyto obchody
prodavaji potraviny, které byly Casto odmitnuty obchody béZnymi, potraviny s proSlou
minimdlni trvanlivosti apod.), z hlediska naklddani s potravinami, potraviny uréené ke
skladovani v chladu, ¢i dokonce zmrazené, byly vystavovdny a ponechdny pii pokojové

teploté, ptebalované potraviny byly Spatn¢ oznacovany apod.

JelikoZ v inkriminovaném chilli byla jedinou mikrobiologickou bariérou
mrazni¢kova teplota (pH bylo namétfeno 5,47) a neproslo tpravami ur¢enymi k niceni spor,
neni kontaminace BoTN A pifekvapivd vzhledem k zminénym pochybenim ze strany

zaméstnancu obchodu.[22]

2.1.3 Doma zavarované détské jidlo

Sestimésiéni chlapec byl pfivezen do nemocnice se slabym sacim reflexem na lahvi
s pitim, slabym pla¢em, povadlymi vicky a mén¢ aktivni nez obvykle, az letargicky. Navic
nemohl udrzet hlavu ve vzpifimeném stavu. V té dobé mu matka zacala podavat pevnou

stravu.

Ve zbytcich jidla, doma zavateném hrasku a hovézim, byl prostfednictvim piimé
extrakce stanoven botulotoxin A. Ve stolici ani v kapaliné pouZité k vyplachu stfev toxin

nebyl detekovan.
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Tento piipad je zajimavy, jelikoZ v USA nebyl jesté zaznamendn piipad takto
mladého clovéka postihnutého alimentdrnim botulismem, v tomto véku se vétSinou
vyskytuje détsky botulismus. Navic byla nemoc ndhl4, s pociatkem méné nez 24 hodin po
expozici, rychle nasledovana dychaci poruchou a nutnosti mechanické ventilace. Piesto po

piiblizné mésici a ptl bylo dité uspéSné extubovano a poslano k rehabilitaci.[23]

2.1.4 Doma zavai‘ené bambusové vyhonky

V roce 2006, 15. biezna navstivilo mnoho lidi pohotovost v Thajsku s ptiznaky
nevolnosti, zvracenim a bolesti v oblasti bfiSni, jeden muZz musel byt intubovan. V
ndasledujicich dnech bylo zjisténo, ze celkem 163 lidi bylo postiZzeno botulismem z doma

zavafenych bambusovych vyhonkt, poddvanych na ndboZenském obtadu.

Vzorky ze zbytkll jidla byly kultivovany, s naristem C. botulinum. Pomoci

multiplexni PCR byl identifikovan botulotoxin A.[24]

V roce 1998 ve stejné oblasti doslo také k vyskytu alimentarniho botulismu
asociovaného s doma zavafenymi bambusovymi vyhonky, s kontaminaci botulotoxinem

typu A, celkem u Sesti lidi, z ¢ehoz dva lidé zemfteli.[25]

U 43 doslo k selhani dychéni, hlavni ptiiny smrti u botulismu, nikdo vSak v tomto

piipadé nezemiel.[26]

2.1.5 Konzerva ryby v tomatu

PobliZ Johannesburgu v Jizni Africe onemocnéli dva sourozenci asi 12 hodin po
pozieni ryby konzervované v tomatu. Oba zprvu trpéli kieCemi v Zaludku a zvracenim,
slabosti ve svalech na koncetindch a v obliceji, toto rychle pteslo v paralysu dychacich
svali a srde¢ni zdstavé. Dvanictiletd divka zemfela na cest¢ do nemocnice, osmilety
chlapec byl tady resuscitovan a pievezen do nemocnice v Johannesburgu, kde byl piijat na
jednotku intenzivni péce. Antitoxin nebyl k dispozici. DoSlo ke generalizované sestupné
paralyze, pacient byl deset dni na podpote dychani, poté byl odpojen, kdyZ byla potvrzena
mozkova smrt pomoci EEG.

Implikovanad konzerva byla velmi poSkozend, dokonce s perforovaci stény. Bylo
zjisténo, Ze byla plivodné vyhozena “prodejcem pro socidlné¢ slabé rodiny”, ale z

kontejneru poté vyzvednuta a darovdna rodiné zesnulych sourozenct.
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Po injekci séra obou zesnulych, obsahu Zaludku chlapce i extraktu z konzervy
uhynuly vSechny mysi, véetné téch, jimz byl poddn monovalentni antitoxin (A, B, E). Proto
byly vzorky nafedény a test zopakovan, po natfedéni 1:10 pfezila pouze mys chranéna
typem antitoxinu A. Po nafedéni 1:40 také, 1:80 a 1 1:100 uz prezily vSechny mysi, stejné

jako po zahtati vzorkt na 80°C po dobu dvaceti minut a jejich injekci.

Kultivaci vzorku jidla byl zjiStén vyskyt grampozitivni bakterie, ve stolici se

nevyskytoval.

Vyrobce konzerv dobrovolné stdhl danou Sarzi, vréitilo se mu vSak pouze 6 708
konzerv z 38 448 vyrobenych v této Sarzi. Nékolik konzerv z navracenych bylo podrobeno
testu na mysich, botulotoxin nebyl prokdzan v zadné z nich. Toto, stejné jako typ toxinu (v
produktech z vodnich Zivoc€ichti se vétSinou jednd o kontaminaci BoTN E) poukazuje spise

na kontaminaci skrze poSkozeni konzervy.[27]

2.1.6 Mrkvovy dzus

V Georgii se osmého zafi ptihldsily do nemocnice tfi muZi s ochromenim
kranidlnich nervii a s progresivni sestupnou paralysou. Po administraci antitoxinu se

progrese zastavila, pfesto muzi zistali v nemocnici na ventildtorech.

Pacienti spolu jedli den ptedtim, sdileli nékolik jidel, mezi nimi i dZus spole¢nosti
Bolthouse Farms. V tomto, stejné jako v séru a stolici pacientd, byl identifikovin
botulotoxin typu A. V dalSich lahvich v¢etné lahvi z jinych Sarzi nebyl botulotoxin nalezen.
Z tohoto divodu bylo predpoklddano, Ze doslo k Spatnému teplotnimu skladovani dZusu,

toto vSak podle informaci poskytnutych pacienty nebylo potvrzeno.

Navic se Sestndctého zaii objevil dalsi pacient v Tampé se sestupnou paralysou a
selhanim dychaci soustavy, u n¢hoz v séru byl prokazan také BoTN A. V mrkvovém dzusu
(z jiné SarZe, nez ldhev z osmého zéri), ktery pozil, byl rovnéz detekovan botulotoxin A. Z
SarZe jako u tohoto dzusu byly CDC poskytnuty dalsi lahve k otestovani, toxin v nich nebyl

prokdzén.[28]

Podobné jako u piipadu botulismu asociovaného se zmrazenym chilli, i zde plati
pozndmka o spordch, dzus mél pH ~ 6 a také nebyl vystaven ani dostatené teploté¢ ¢i tlaku

ke zniceni spor.
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2.1.7 Kureci kukufi¢né chilli placky (‘“‘chicken enchiladas’)

Devitého srpna byly pfijaty do nemocnice ve Francii dvé Zeny s
gastrointestinalnimi pfiznaky spojené s dysfagii, rozmazanym vidénim a paralysou
mimickych svalli, s rapidni progresi smérem k celkové a generalizované paralyse. Bylo
nutné ob¢ Zeny intubovat a pfipojit na podporu dychani. Ttindctého srpna jim byl podan
trivalentni antitoxin (proti typu A, B a E), tfetiho zafi se objevili prvni znamky zlepSovani

stavu.

Byla potvrzena diagnosa botulismu nalezenim botulotoxinu typu A v séru

pacientek.

Ob¢ pacientky vypoveédély, Ze pozfely den pred onemocnénim pramyslove
vyrabéné, predvarené jidlo mexického typu “Tex-Mex”, kufeci kukuficné placky, jedna se
o jidlo proddvané jako soubor potravin, slozeny ze syrové, ¢edarové omacky, pfedvatfeného
kufete, smési zeleniny a dvou pSenicnych tortill. Konzumuje se po ohtati v mikrovinné

troubé.

Zbytek kufete a zeleninové smési odhalil kontaminaci bakterii C.botulinum, a
vysokou koncentraci botulotoxinu A (280 000 smrtelnych ddvek pro mys/g), syrova

omacka byla negativni na obsah toxinu.

Epidemiologické Setieni zjistilo, Ze Slo pravdépodobné o chybné skladovani v
domov¢ pacientek, kde byly uloZeny pfi pokojové teploté oproti doporuceni vyrobce a byly
spotfebovany den po datu “Spottebujte do”. Inspekce ve vyrobné nenasla Zddna pochybeni,

produkt se pasterizoval dvé hodiny pfi teploté osmdesati peti stupndi.

A

2.1.8 Fermentované tofu

Dvacatého osmého listopadu se dostavila star$i Zena asijského ptivodu k o¢nimu
lékati kvili dvojitému vidéni a pokleslym vickiim, coz 1ékaf urcil jako dlouhodoby
diabetes mellitus. Ctvrtého prosince pak Zena navitivila svého praktického lékate s
predchdzejicimi ptiznaky, nyni vSak byla postiZena téZ zmatenosti, potizemi s polykanim,

slintdnim a slabosti v pravé ruce. Jeji manzel si st¢Zoval na zhorSujici se podobné ptiznaky.
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Po pfijeti na jednotku intenzivni péCe jim byl poddn antitoxin a uz nedoslo k

zhorSeni symptomi.

Botulotoxin nebyl zjiStén v séru ani stolici, ale C.botulinum bylo kultivaci zjiSténo
v obohacenych vzorcich ze stolice. Toxin byl zjiStén ve fermentovaném tofu, které
postizeni jedli pfed projevenim piiznakli. Tofu bylo nakoupeno v maloobchod¢. Bylo
povareno, osuSeno utérkou a nafezdno na kostky, které se daly do misy piikryté plastovym
vikem a uchovano 10-15 dni pfi pokojové teploté. Poté se ve sklenénych nddobach
smichalo s chilli kofenim, soli, bilym vinem na vafeni, rostlinnym olejem a kufecim
bujénem a nechalo nalozené po dalsi 2-3 dny pfi pokojové teploté, nacez se fermentované

tofu uskladnilo a snédlo pti pokojové teploté.

Pacientka vypovédéla, Ze takto pfipravila tofu mnohokrat, neni tedy jasné, proc

tentokrat doslo ke kontaminaci.[30]

2.1.9 “Pruno” (‘“vézenské vino”)

Ctyfi vézni v Kalifornii byli hospitalizovani prvniho ervence 2004 kviili dysfagii,
rozmazanému vidéni, dechové nedostateCnosti a generalizované svalové slabosti. VSichni
Ctyti uvedli, Ze pili stejnou varku “pruna” (vino vyrdbéné vézni z dostupnych surovin, v
tomto piipadé z neoloupané brambory, jablk, “staré broskve”, keCupu a pudinku),

vyrobeného jednim z vézi.

Byly odebrany vzorky stolice, obsahu Zaludku a séra od véziti. Pruno samotné k
dispozici nebylo, ale v cele jednoho z vézil byl nalezen hrnek se stopami po ném. Tyto
vzorky byly testovdny pomoci testu na mysich na dikaz toxinu a kultivaéné ve stolici a

obsahu Zaludku byly prokazovany bakterie C.botulinum.

Toxin byl detekovan u tif vézili v séru, u jednoho piimo ve stolici, u ti v kultufe ze
stolice. Jako typ byl urCen botulotoxin typu A. Botulinickd klostridia byla detekovédna u
jednoho pacienta ve stolici. Ve vzorku pruna z hrnku vézné toxin nebyl detekovan, byly

zde vSak nalezeny klostridia tvofici botulotoxin typu A.
Dva muzi vyzadovali mechanickou ventilaci, ale nakonec se vSichni ¢tyfi zotavili.

O rok pozdégji, v kvétnu, se v jiné veéznici vyskytl dalsi pfipad botulismu A po
ingesci pruna, vyrobeného z brambor. Vézen musel byt delsi dobu na ventildtoru, ale

nakonec se také uzdravil.[31]
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2.1.10 “Kondenzovany” jogurt (‘“‘suzme jogurt’)

o

V zéii 2005 byl u deseti lidi (rodinné¢ spjatych) diagnostikovan botulismus po poZiti

suzme jogurtu, ktery byl piedtim zakopan pod zemi nékolik mésict.

Devatenictilety muz byl pifijat do nemocnice s rozmazanym vidénim,
nechutenstvim, bolesti hlavy a krku, kde u n¢j doslo k srde¢ni zastave, byl resuscitovdn a
hospitalizovan na jednotce intenzivni péce a pfipojen na mechanickou ventilaci. Antitoxin
byl administrovan a pfestoze u n¢j doslo k ustidleni hemodynamickych hodnot, nemohl byt
odpojen od ventilace. Po 10 dnech doslo k dalSi srde¢ni zastavé a pacient nereagoval na

resuscitaci a zemiel.

Jeho matka, padesati Sestiletd Zena, byla stejny den hospitalizovédna s bolesti krku,
kaSlem, ztiZenym polykanim, naceZ se u ni vyskytly pfiznaky jako u jejiho syna. Dalsi den
byl podén antitoxin. Tficdty den hospitalizace doSlo k srdecni zastavé a resuscitace

neucinkovala.

Bylo hospitalizovdno dalSich 7 pacientl s mirnéjSimi piiznaky, typoveé vSak
podobnymi s matkou a jejim synem. Jeden muZz byl navic 1é¢en ambulantné. VSichni jedli
zminénou potravinu, uvedli, Ze po pii vyzvednuti ze zemé zjistili, Ze viCko bylo
deformovano a jogurt se dostal do kontaktu s ptidou, pfi jeho konzumaci zjistili odklon od

standardni chuti.

Byl otestovin vzorek potraviny testem na mySich, stejné jako sérum
hospitalizovanych pacientii. V jogurtu byl identifikovdn botulotoxin typu A. Mysi, jimz
byla déna injekce vzorku sér zemfelych pacienttli, zemfeli za pfiznakd botulismu béhem 24
hodin, u mirnéjsich piipadii musela byt pouZita dvojitd davka, aby byly vyvoldny piiznaky
botulismu. Mysi injektované sérem z pacienti odebranych po podani trivalentniho

antitoxinu nevykazovaly Zadné zmény ve zdravotnim stavu.[32]
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2.2 Botulotoxin typu B

2.2.1 Cesnek v chilli olejové zélivce

Zdravy, triceti-osmilety muZz onemocnél botulismem po pozieni piiblizn¢ 4
strouzkd ¢esneku z produktu Cesnek v chilli olejové zdlivce, uréeného k piimé spotiebe.

Produkt byl prodavén pti pokojové teplot¢.

Mikroskopické vySetteni neodhalilo Zadna typicka klostridia v otevieném produktu,
naméfeno v ném bylo pH = 4,7. Test na mySich vSak prokazal pifitomnost botulotoxinu,
neutralizacni test pak urcil typ, BoTN B. Kultivaén€¢ v produktu byly také prokdzany

bakterie C. botulinum.

V jedné neoteviené nddobé z inkriminované SarZe a ve dvou nddobéch z jinych

Sarzi byl také stanovovan botulotoxin, avSak s negativnim vysledkem.

Pozdéji se ovSem ukdzalo, Ze 134 nddob s timto produktem ze stejné SarZe jako ta,
jez zpusobila u muze intoxikaci, bylo odmitnuty k odkoupeni kvli vypouklindim ve vicku,
ale vyrobce neprovedl Zadnd Setfeni pro determinaci, ¢im tento stav byl zpiisoben. Podle

vyrobce byla Sarze podrobena teplotnimu zahievu 83-85°C po neurcitou dobu.[33]

2.2.2 Vajicka siha

Ve Finsku v roce 2004 se u Ctyfiapadesatileté Zeny vyvinul botulismus po pozieni
vajicek siha. V téchto byl stanoven botulotoxin typu E pulsni gelovou elektroforesou, toxin

i botulinicka klostridia typu E byly také stanoveny ve vzorcich ze stolice a zaludku.

Kromé toho byl v Zalude¢nich vzorcich stanovena také bakterie C.botulinum typu
B, toto vSak bylo povaZzovano za bezpfedmétné s ohledem na pribéh choroby, jeji vyskyt v
zazivacim traktu je b&Zny, vzhledem k jejich vysoké prevalenci v prostfedi, aniz by méli

né¢jaky dopad na zdravi Clovéka.

Byl to prvni pfipad alimentarniho, Cist¢ domaciho (jak pacient, tak potravina byla

Finského ptivodu) botulismu ve Finsku.[34]

2.2.3 “Halal” maso

Ve Francii se v srpnu 2003 vyskytly Ctyfi piipady, z nichz tfi se vyskytly v jedné

rodin€, botulismu spojeného s konzumaci kontaminovaného “halal” (maso halal je maso
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ziskané ze zvitete zabitého dle muslimského prava) parku. Ve vSech Ctyfech piipadech §lo
o relativné mirné intoxikace se symptomy jako rozmazané a zdvojené videni, potize s

polykanim. VSichni postiZeni se zotavili.

Potravina ve vSech pfipadech pochdzela od stejného vyrobce, jehoZz vSechny
masové vyrobky s datem “Spotiebujte do” dvanictého biezna 2004 nebo diivejsSim byly

stazeny z prodeje.

V séru pacientl a v jednom piipadé i v potravin¢ byl detekovan botulotoxin typu

B.[35]

2.2.4 Fermentované maso - “Cinkrugan”

Dvacétého devatého kvétna byl na pohotovost v Thajsku pfevezen muz z mistni
nemocnice se symptomy typu rozmazané vidéni, dysfagie, poklesla vicka, rozsitené zornice
a z4cpa trvajici jiz tfi dny.

Béhem ndsledujicich 18 hodin byla paralysa kranidlnich nervii téméi kompletni,

objevila se sestupnd paralysa nakonec vedouci k selhdni dychdni, muz byl tedy intubovan a

pripojen k mechanické ventilaci a byla u¢inéna piedbézna diagnosa botulismu.

Antitoxin proti botulismu nebyl podan, kvili jiZ zna¢nému propuknuti nemoci,
muzi byly poddny laxativa (prvni stimulacni, které vSak nemély zadny efekt, byla tedy
zvolena hyperosmotickd). Po tfech dnech jejich poddvéni se stav pacienta zacal zlepSovat a

41. den hospitalizace byl propustén k rehabilitaci.

Vzorky krve, stolice a potravin — Cingruganu byly podrobeny testim na pfitomnost

bakterie C. botulinum a jejich toxinu. V potraviné byl zjistén botulotoxin typu B.

Cingrugan je tradi¢ni pokrm, pfipraveny ze syrového masa (v tomto piipadé€ pacient
chytil a usmrtil divokou kozu) a vafené ryze, tato smes se nechd v dzbanu fermentovat
jeden tyden. Norméln€ ma maso bé€lavou barvu, v tomto piipad¢ vSak mélo udajné barvu

tmave zelenou.

Celkem pét lidi jedlo tento pokrm, u vSech se vyvinuly pfiznaky konzistentni s

botulismem — suchost v ustech, rozmazané vidéni, pacient, ktery snédl nejvétsi porci, zazil

A
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2.2.5 Doma zavarena rajcata

V lednu 1999 onemocnéli tfi lidé, rodinné spjati (muz s manzZelkou a jejich zet),
botulismem pravdépodobné (jidlo nebylo k dispozici k otestovani) po konzumaci omacky z
rajcat zakoupenych na farmé, doma zavarenych bez ptidavku soli a okyseleni, skladované

pii teploté vyssi nez Sest stupiii Celsia, na vecefi, jiz se zucastnilo celkem 8 lidi.

Byly odebrany vzorky stolice od manZelky a zeté a dalSich ¢ty asymptomatickych
lidi Gcastnicich se vecete, a sérum od tii postizenych lidi, projevujicich ptiznaky botulismu,
rozmazané vidéni, slabost, suchost v ustech, dysfagie apod.

projevujici pfiznaky byli 1é€eni pouze ambulantnég.

Botulotoxin typu B byl stanoven pouze ve vzorku stolice dcery (manZelky zet¢),

séra byla negativni u vSech testovanych osob.[37]

2.2.6 Konzervované zelené olivy

V breznu 2004 byly Italskému narodnimu institutu zdravi nahldSeno 16 moZnych
piipadl botulismu. Vysetfovani ukdzalo, ze vSichni jedli 22. nebo 24. bfezna v restauraci v
Molise (23. zde bylo zavieno). Podafilo se zkontaktovat 66 ndvStévniku restaurace z
uvedenych dni a pokud u sebe zaznamenali rozmazané nebo dvojité vidéni a alespon jeden
z nasledujicich pfiznakii: suchost v udstech, ztiZenou artikulaci, slabost v hornich nebo
dolnich koncetindch, potize s dychanim a téZkou zacpu, byli pozvani do nemocnice k
potvrzeni botulismu a byly oznaceni jako “moZné ptipady”, pokud u nich byl laboratorné
botulismus potvrzen, byli povazovani za potvrzené piipady. Dvacet osm lidi zaZilo alespon
dva pfiznaky (42 % mira napadeni), 25 bylo povaZzovano za mozné piipady (89 %) a 3 (11
%) jako piipady definitivni.

Vzorky stolice od 24 pacientd a séra od 5 pacientll byly otestovany testem na
mySich a kultivacné. Ve tfech vzorcich stolice byly kultivaéné potvrzeny bakterie C.

botulinum typu B, ostatni, stejn¢ jako séra byly negativni.

Z4dné z jidel servirovanych v uvedené dny nebyly k dispozici a 74dny ze vzorkd

jidel v restauraci odebranych nebyl pozitivni na pfitomnost toxinu nebo klostridii.
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Na zdkladé epidemiologického Setfeni a vypoveédi zaméstnancl z restaurace vSak
byly jako pravdépodobnd kontaminovand potravina uréeny zelené olivy. Tyto byly
pfipraveny na podzim roku 2003 z mistnich oliv, byly naloZeny do slaného nédlevu na 35
dni, poté dekantovany a solanka byla nahrazena Cerstvou vodou. U oliv pfipravenych
spolecné s témi, které byly podavany v uvedené dny bylo naméfeno pH = 6,2. Béhem

piipravy ani pH, ani koncentrace soli nebyla standardizovana.

Celkoveé bylo 20 (71 %) lidi vySetieno na pohotovosti, 15 (53 %) piijato do
nemocnice a 18 % bylo umisténo na jednotku intenzivni péce. Nikdo nepotteboval podporu

dychani a nikdo nezemiel.[38]

2.3 Botulotoxin typu E

2.3.1 Uzeny, vakuové baleny sih

V jiznim Finsku 29. ¢ervna 2006 doSlo k alimentidrnimu botulismu u Zeny s
pfiznaky zvraceni a prijmu, dal$i den doSlo také ke svalové slabosti hornich i dolnich
konletin. Po pfijeti do nemocnice bylo nutno zavést mechanickou ventilaci. U jejiho
manzela doslo k prijmu a problémiim s polykdnim, ale nemél jiné obtiZe, piesto byl kvili

priijmu také ptijat do nemocnice.
Neutraliza¢nim testem na mysich byl ur¢en botulotoxin typu E v pacient¢iné séru.

ManZzel vypovedél, Ze 28. Cervna pozfeli s manZelkou uzeného siha. Nezistaly
zbytky toho jidla, ve vyplachu z obalu potraviny nebylo pomoci PCR ani kultivacné
nalezeno C. botulinum. Se stejnym vysledkem bylo testovdno 10 baleni ryb ze stejné SarZze,

stejné jako z Sarzi predchozich a nasledujicich.

Pii inspekci vyrobny, kde byla potravina produkovdna nebyla zjiSt€éna Zzadna
pochybent, je tedy pravdépodobné, Ze doslo k pochybeni v teplotnim skladovani v prodejné

nebo doma u pacientti.[39]

2.3.2 Doma nasoleny sih

V New Jersey byl zaznamenén piipad botulismu u muZe, ktery nasolil stha a nechal
jej nevykuchaného asi mésic na kuchynské lince. 3. Cervence ji ochutnal, naceZ se u n¢j

vyvinuly gastrointestindlni a neurologické potiZe, kvlli nimZ se dostavil na pohotovost.
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Den nato byla tato ryba poddvana na oslavé. U 3 lidi z této oslavy se postupné (od 4 po
necelych 24 hodin) objevily prevladajici gastrointestindlni potize a u jedné Zeny
neurologické potiZe — rozostieny zrak, sucho v tustech, pozdé¢ji se také objevila dechova

nedostatecnost.

U vSech péti postizenych pacientll test séra neprokdzal pritomnost botulotoxinu, coz
mohlo byt zpisobeno malou ddvkou a jejim rychlém vycisténi z krve nebo jejich potize
nebyly zpiisobeny botulotoxinem. Neurologické potiZe u dvou pacientii vSak nemohou byt
vysvétleny jinak neZz ingesci botulotoxinu. Ve zbytcich ryby byl testem na mySich urcen

BoTN E.[40]

2.3.3 SusSena ryba

V Ctyficatém patém tydnu roku 2003 byly nahldSeny lokdlnim autoritdm v severnim
Némecku tfi mozné piipady botulismu. Tti lidé, rodiCe se synem, zacali pocitovat
nevolnost desatého fijna, dal$i den se u syna objevily typické piiznaky botulismu. Po

pfevezeni do nemocnice musel byt pfipojen na podporu dychani.

Kontaminovanou potravinou byla moiskd ryba chycend na fece Labe. Byla
vykuchdna, naloZena do solného nélevu, vytaZzena a suSena n¢kolik dni na volné vzduchu a

poté konzumovana bez dalsi dpravy.

Testem na mysich byl prokdzan botulotoxin typu E v chlapcové séru, vzorek z ryby

byl také pozitivni na obsah toxinu.[41]

2.3.4 Mrsina béluhy (Delphinapterus leucas)

Dvanactého cervence 2002 nasli dva obyvatelé vesnice Yup ik na Aljasce mrtvou
béluhu, u niz odhadli, Ze zemiela nékdy toho jara. Jeji ocas roziezaly na kousky a tyto v
uzavtitelnych balenich uloZili do lednice. N¢kolik dni na to se o néj podélili s prately,
celkem 14 lidi jedlo syrovy muktuk (kiiZe a tenkd vrstva nariiZovélého tuku leZici hned pod
ktzi). U osmi z nich se objevily pfiznaky konzistentni s botulismem béhem dvandicti az
sedmdesati dvou hodin, tj. slabost, nevolnost, rozmazené vidéni, dysfagie a dalsi. Byli
hospotalizovani a béhem dvacetiCtyf aZ Sedesati hodin od manifestace ptiznaka jim byl

podén trivalentni antitoxin (A, B, E). VSichni pacienti se zotavili.[42]
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Byly sesbirany tfi vzorky stolice, tfi vzorky zZaludecni §tdvy, sedm vzorki sér a osm
vzorkli muktuku. Jen jeden vzorek stolice byl positivni na obsah botulotoxinu typu E
pomoci standardniho testu na mysich, ostatni klinické vzorky byly negativni. Naproti tomu

vSechny vzorky muktuku byly positivni na obsah botulotoxinu typu E.

Aljaska patii k zemim s nejvyssi incidenci botulismu ve svété a vSechny piipady
byly spojeny s typickymi aljaSkymi pokrmy, zahrnujici “fermentované” pokrmy, suSené

jidlo, olej z lachtanli a pravé muktuk z moiskych savcii.[43]

2.4 Botulotoxin typu F

241 ,Korysi«

Ctyficetileté Zena se dostavila na pohotovost se stiZznostmi na rozmazané vidént,
potize s polykdnim, suchost v ustech a se zhorSovanim tohoto stavu béhem uplynulych
Sesti hodin. V nemocnici se vyvinulo tézké kritké dychani, kvili ¢emuZ byla pievezena na
jednotku intenzivni péce. Tam doslo ke kompletni paralyse, pfes podani bivalentniho (A a
B) antitoxinu. Po urceni botulotoxinu typu F ze stolice pacientky, byl podan experimentédlni
heptavalentni antitoxin. V ndsledujicich dnech se pacientlin stav zacal zlepSovat, po

dvaceti dvou dnech hospitalizace byla propusténa do rehabilitacniho centra.

Uvedla, Ze pozfela “koryse”, zmrazené garnity a konzervu tundka.[44]

2.5 Neurcené typy

2.5.1 “Rakfisk”

Do nemocnice byla pfijata Zena ke konci roku 2003 poté, co nemohla vstat z
postele. Nemohla polykat, jeji zorniCky byly rozsifené a nereaktivni. Bylo zjisténo, ze jeji
manzel, syn s pfitelem byli také nemocni. Tato nemoc se vyvinula poté, co vSichni spolu
jedli rakfisk (“rakfisk” je polofermentovand ryba pfipravovand Casto v Norsku na Vanoce,
ryba se nasoli a ocukruje, da se do pretlakové nddoby a ponechd nékolik tydnt pfi teploté
5-8°C, nacez se ji bez dalsi dpravy), den po konzumaci vSichni zvraceli a bolelo je bficho,
rozvijela se u nich suchost v ustech, celkova tnava a problémy s polykanim. Dva lidé, ktefi

také jedli toto jidlo, neonemocngli.
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Botulismus byl diagnostikovan pouze klinicky.[41]

2.5.2 Botulismus spojeny s grilovanim

V Rakousku bylo pfijato pét pacienti béhem prvniho a druhého cervence 2006, s
klinickymi pfiznaky suchosti v ustech, rozmazaného vidéni a obtiZzemi s polykanim. Dva si

stézovali také na zacpu a snizené poceni.

Dvacétého patého Cervna se vSichni zucastnili grilovani, kde se poddvalo nékolik
ruznych jidel, vepiové a blicek z domadci zabijacky (i zvifata byla doméci) a domaci
studeny dezert (cukrovi s krémem zvané “Schaumrolle”) a nékolik saldtli z nakoupené
zavatrené vlasské fazole, vafenych brambor, okurek, rajcat, cibule v zdlivce z oleje, octa a
kyselé smetany. Dalsi z nakoupenych potravin byla klobésa, keCup, dvé rizné dochucovaci
omdcky, chleba a riizné studené saldmy. Cerstvé jahody pies noc naloZené v bilém viné zde

byly také podavéany jako dalSi dezert.

Vsech pét pacientl jedlo veprové maso. To pochédzelo z vepte poraZzeného Ctyfi
tydny pred poddvdnim. Pfed bourdnim se télo ponechalo pfiblizn€ 24 hodin pfi okolni
teploté, poté bylo vloZeno maso az po péti kusech do mrazicich, vzduchotésnych vakl a

zmraZeno. Pied grilovanim bylo ponechédno pfes noc k rozmrznuti pfi pokojové teplote.
Ani jeden pacient nejedl uzeniny.

MysSim byla poddna smés ze séra pacientll a solného roztoku (testovaci skupina),
resp. ze séra pacientli a trivalentniho antitoxinu (kontrolni skupina). Kontrolni skupina
prezila, mysi z testované skupiny byly postiZeny typickou paralysou a zaSly na zdstavu
dychani.

Ve vzorcich zmrazeného veptového nebyl botulotoxin detekovan, piesto byla
vytvofena hypothesa, Ze jeden vak s péti kusy masa (jelikoZz bylo pét ptipadia) byl
kontaminovén a pies zahfev pii grilovani zbylo dost toxinu pro vznik otravy. Je to ale jen

hypothesa, potravinovy zdroj nebyl potvrzen.[45]

2.5.3 Botulotoxin v pecenych, konzervovanych houbach

P&t Zen ve veéku 20 az 49 let spolecné pracujicich v zahrad€ v Turecku se otrdvilo
botulotoxinem pravdépodobné po poZiti peCenych, konzervovanych hub (nebyl k dispozici

test na prikaz toxinu nebo bakterie, ale bylo to jediné jidlo, ze kterého se mohli vSechny
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pacientky otravit). Botulismus mél u Zen riznou miru zdvaZnosti, jedna pacientka (t€hotna,
dvacetiletd Zena) nemusela byt hospitalizovana, pravdépodobné proto, Ze udajné poZzila jen
malou porci hub, jedna pacientka byla nalezena rano po pravdépodobné ingesci toxinu se
stiZzenym dychanim, po pfivezeni na pohotovost u ni byl diagnostikovana zastava srdce a
resuscitace se nezdafila. Ostatni tfi Zeny byly hospitalizovany s pifiznaky botulismu po 22

az 32 dni, poté byly propustény. [46]
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3 VYUZITI BOTULOTOXINU V KOSMETICE

3.1 Uzivané preparaty

Pro kosmetické uziti se nejcastéji pouzivaji dva produkty, “evropsky” Dystort® a
“americky” Botox®, v Némecku je pak vyrdbén jest¢ Xeomin®. Na trhu se objevuji v

posledni dob¢ dalsi produkty. VSechny maji jedno spole¢né, obsahuji botulotoxin typu A.
Botulotoxin typu B se pak proddva pod komerénim ndzvem Neurobloc®.

Jsou dohady o vzdjemné rozdilnosti mezi piipravky Dystort® a Botox®, jejich
komplexu (s ptfidavnymi proteiny) a tedy nedochdzi k takové difusi do vzdélen€jSich mist
od vpichu.[47] Toto je vSak zpochybnéno v praci [48] tim, Ze po vpichu, ve fysiologickych
podminkach, dochazi k okamZité disociaci a tedy zde jiZ neni Zadny rozdil ve velikosti

molekul.

Je vSak prokazany rozdil v mnoZstvi potiebného k vyvolani stejného Gc¢inku, udava

se, Ze ptipravku Botox® je zapotiebi pouZit Ctyfikrat méné, nez piipravku Dystort®.[49]

3.2 Vyuziti

PtestoZze v medicin€ nachdzi botulotoxin neustdle nova pouZiti, od 1é€by strabismu
(Silhani) klinicky provedené A. Scottem v osmdesitych letech, pfes 1écbu migrén,
blefarospasmii[50] aZ po moZné uziti v 1éCb¢ epilepsie[51], v kosmetice se stdle nejcastéji
vyuziva k odstranéni vrasek, nejcastéji v oblasti ¢ela a mezi obo¢im - “mracivek”, a novéji

také k potlaceni poceni.

3.2.1 Odstranéni vrasek

Dynamické zmény v tvéii jsou zpiisobeny hypertonickym prostfednim ve svalu a

projevi se jako linky v oblasti ¢ela nebo glabeldrnich oblasti (pficné vrasky mezi obo¢im).

Zmény v pokoZce jsou ddny vnitfnimi 1 vnéjSimi faktory. Mezi vnitini faktory patii
hlavn¢ genetickd vybava clov€éka, ovlivilujici hormondlni a biochemické procesy
zpusobujici nevratné zmény v pokoZce. Mezi vnéjsi faktory pak patii vlivy Zivotniho

prostiedi, pfedev§im UV zéieni, které poskozuje kiizi a kompromituje jeji integritu.
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Samotny ucinek botulotoxinu souvisi s ochrnutim, denervaci postiZzenych svala,
neni do néj mozné pievést nervovy impuls a sval se uvolni, ¢imZ se vyhladi okolni

kuze.[52]

Tento tcinek se projevuje béhem 24 az 72 hodin, pfi¢emZ maxima dosahuje béhem
jednoho meésice a vydrzi po tfi az Ctyfi mésice. Toto souvisi s opetovnou inervaci svali,
regeneraci bun€k. Bylo zaznamenéno, Ze opakované injekce prodluzuji klinicky efekt.

Naproti tomu vsak je mozny vznik protilatek.

Mezi hlavni samostatné zdkroky patii pseudo-Crouzoniiv syndrom (crow’s feet),
coz jsou jemné mimické vrasky nachdzejici se v zevnim o¢nim koutku (svym tvarem

pfipominaji vrani nohu), vrasky na hibeté nosu, poklesnuti oboc¢i apod.[53]

Odstranénim vrasek bylo také dosazeno podstatného zlepseni nédlady u pacientd, z
divodu nemoZznosti vyjadfit negativni afekty kvili paralyse svall a tedy nemoZnosti

“vrastit ¢elo”.[54]

3.2.2 Potlaceni poceni

Aplikace botulotoxinu je pouzivano pro potlaceni poceni z divodu zdravotnich u
nadmérného poceni i z diavodu kosmetickych. Oproti chirurgickému feSeni je to

jednoduchd, velmi G¢innd a bezpecnd metoda.[55]

Botulotoxin se neomezuje pouze na paralysu nervosvalovych spojeni, ale blokuje 1
autonomni cholinergni vldkna, vCetn¢ vldken sympatiku vedouci do potnich zlaz. Tento

ucinek je potvrzen u potnich Zl4z v podpazi a i na rukou.[56]

Pfi injekci 1,75 MU (,,mouse unit“, davka, které zabije 50 % mysi) do kize je
potlacena sekrece potnich Zldz po vice neZz tfi tydny, pfi 17,5 MU po delsi dobu nez tii

mesice a pti 50 MU déle nezZ Sest mésict.

Botulotoxin typu A je k tomuto ucelu az dvacetkrit G¢innéjSi nez botulotoxin typu

B.[49]
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3.3 Bezpecnost

Na strankach klinik (napt.[57]) provadéjicich tyto kosmetické zdkroky se lze
docist, Ze pouziti piipravku Dysport® i Botox® je v piipad¢ ,,piesného precizniho
provedeni Skolenym a zkuSenym odbornikem naprosto bezpec¢né®. Uz pii popisu forem
botulismu jsem vSak napsal, Ze jedna z forem piimo souvisi s intramuskularni aplikaci

botulotoxinu.

Pres diavky v fddu nanogramt aplikovanych intramuskuldrn€, z nichz se do
systétmového ob&hu dostane jen velmi mdélo, obCas se mohou vyskytnou systémové
komplikace, zahrnujici Zizen, chfipce podobnou nemoc, neurologické poruchy, vyjimecné
jsou hlaSeny piipady anafylaxe a srde¢ni zastavy.

Rozhodné by tyto zdkroky nemély podstupovat Zeny téhotné, v obdobi laktace, s

ptecitlivélosti na lidsky albumin, a 1é¢ici se aminoglykosidovymi antibiotiky. Zakroky se

provadi pouze u lidi star§ich 18 let a mladSich let 65.[53]

Byl také zaznamenan piipad v listopadu 2004, kdy byl Ctyfem Zendm aplikovan
nelicencovany, vysoce koncentrovany preparit botulotoxinu typu A. Zeny mély piiznaky
typické pro alimentarni botulismus, byla jim pravdépodobné vpravena davka 2857krét vEétsi
nez je predpokladand smrtelnd davka pro ¢loveka, hladina toxinu v séru u tii ze Ctyf Zen
byla ekvivalentni 21 az 43krat vétsi ddvce neZz je pfedpoklddand smrtelnd davka pro
Cloveka. Ve ,,100-mikrog* lahvicce, kterou vySetfovatelé vzali ze stejné SarZe, jako ta, jez
byla aplikovand Zendm, obsahovala mnoZstvi toxinu, které by zabilo 14 286 dospélych

1idi.[58]
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ZAVER
Toxiny produkované bakterii Clostridium botulinum jsou nejtoxictéjSim jedem

znamym cClovéku. Jedna se o proteasy, jejichz biologicka aktivita je zaloZena na Stépeni

proteinti nutnych k pfenosu nervového impulsu.

Bez ohledu na rychly vyvoj v oblasti analytické chemie a rozvoji imunologickych
metod je stdle standardni metodou pro detekci botulotoxinu test na mysich, zacind se sice
Casto uplatinovat mnohem rychlejsi metoda ELISA, u které je vSak stdle nutno jeji vysledky

potvrzovat testem na mySich

Zatim neni zndma metoda, kterd by sama o sobé mohla test na mysich nahradit. Je
vSak mozné, Ze kombinaci n€kterych metod by mohla byt vytvofena dostatecné selektivni a

senzitivni metoda.

Celkem bylo popsdno 24 ptipadd botulismu, nejcastéji se jednalo o botulotoxin A v
14 piipadech, ddle botulotoxin B v 6, typ E ve 4, F v jednom a nerozpoznané ve tiech

piipadech.

Nelze vSak ztéto cCetnosti vyvozovat zadné zavéry, protoze rozhodné nebyly
popsany vSechny piipady a rozhodné se nejednd o statisticky, randomizovany vzorek —

Vv

autofti si vybiraly na zdklad¢ subjektivnich méfitek.

JelikoZ v mnoha piipadech botulismu §lo o lidské selhani (poddvani n€kolik mésict
starych oliv bez fddné konzervace, v pokojové teploté¢ nechané potraviny, které maji byt
zmrazené), nebo neznalost lidi a konzumaci potraviny k tomuto ucelu zcela nevhodné
(n€kolik tydnt, ne-li mé&sich, mrtva béluha lezici volné na plazi, jogurt, ktery byl dlouhou
dobu ve styku s hlinou, zelené, fermentované maso, které mé standardné bilou barvu,
z volné Zijici kozy), své€d¢i to o skute€nosti, Ze je nutno v tomto sméru vzdélavat veiejnost.
Ostatn€ 1 samotné oznaceni ,.klobdsovy jed* je velmi zavad¢jici a u vefejnosti vyvoldva
dojem, Ze ostatni potraviny jsou této hrozby uchranény, pficemz v této praci byla valna
vétSina piipadi botulismu A i B (u E se jednd takika vyhradné o ryby, coZ lze vyvodit i
z této prace, kdy typ E nebyl v Zadné jiné potravin€) zplsobena kontaminovanou
nemasovou potravinou a to i takovymi, které jsou obecné povazoviny za velmi zdravé a
malokdo by vnich cekal kontaminaci (mrkvovy dZus a potraviny zeleninového C¢i
ovocného plvodu celkové) a uzenina ve smyslu klobds ¢i parkiti nebyla ani v jednom

piipad¢€ kontaminovéana.
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Také je potfeba zavést Castéjsi kontroly v potravinaiskych podnicich a nejlépe
zékonem zavést povinnost chranit potravinu, pokud je to moZné, vice neZ jen jednou
bariérou, aby pii poruseni jedné z ochran byla potravina stdle chranéna. V USA napftiklad
po propuknuti viceCetného botulismu po poZiti Cesneku v oleji byla ddna povinnost

snizovani pH v tomto vyrobku kyselinou citrénovou, popt. fosfore¢nou.

Déle byly shrnuty poznatky o botulotoxinu v oblasti kosmetiky, typy piipravkl a
zékrok a jejich bezpec€nost.
Kosmetické zakroky vyuZivajici botulotoxin rozhodné nejsou zcela bezpecnymi,

coz je samoziejmé uz Cisté ze skutecnosti, Ze je do téla vpravovana takto toxicka latka, ale

oproti ekvivalentn¢ u¢innym chirurgickym zdkroklim jsou vzhledem k minimalni

vV,

efektivngjsi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AK Aminokyselina

BoTN Botulinum neurotoxin (botulotoxin)
C. Clostridium

CDC Center of Disease Control and Preventation
EEG Electroencefalogram

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay
FDA Food and Drug Administration

FSIS Food Safety and Inspection Service
HC TE&zky tetézec

KDa Kilodalton

LC Lehky tetézec

LDso Letalni davka pro 50 % pokusnych zvitat

MU Mouse unit

NSF N-ethylmaleimide-sensitive fusion
PCR Polymerase chain reaction

rtg Rentgenové zareni

SIDS Sudden infant death syndrome
SNARE Soluble NSF attachment protein receptors
USA United States of America

uv Ultra violet
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SEZNAM OBRAZKU
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SEZNAM TABULEK
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SEZNAM PRILOH



PRILOHA PI: NAZEV PRILOHY



