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V roku 2015 sa na Slovensku objavil pripad alimentdrneho botulizmu. Clostridium
botulinum typu A bolo izolované z troch prazdnych komercéne vyrdbanych cicerovych
natierok. Vyrobok, ktory bol predavany na Slovensku a v Ceskej republike, bol stiahnuty z
trhu a okamzite bolo vydané varovanie prostrednictvom systému rychleho varovania
Eurdpskej komisie pre potraviny a krmiva (RASFF). DalSie vysetrenia odhalili pritomnost
botulinového neurotoxinu (BoNT) subtypu BoNT/A3, velmi zriedkavého subtypu, ktory sa
podielal iba na jednom predchadzajucom ochoreni (Loch Maree Skétsko, 1922). Je to najviac
divergentny subtyp BoNT/A s 15,4% rozdielom na uUrovni aminokyselin v porovnani s
prototypom BoNT/Al. To spdsobuje vacsiu nachylnost na vyhybanie sa imunologickej
detekcii a detekcii zaloZenej na principe PCR. Odporuéa sa preto, aby sa testovacie
laboratéria informovali o tom, Ze tento subtyp bol druhykrdt spojeny so vznikom
alimentarneho botulizmu, pricom prvy vyskyt bol zaznamenany takmer pred 100 rokmi. Je

vhodné validovat imunologické alebo PCR metddy aj proti tomuto subtypu.



Uvod

Botulizmus je Zivot ohrozujuce ochorenie, ktoré spdsobuje sedem sérotypov (A-G)
botulinovych neurotoxinov (BoNT), avSak len sérotypy A, B, E a F spdsobuju ochorenia u fudi.
BoNT zabranuju uvolfiovaniu neurotransmiterov a vedu k paralyze. Existuju tri hlavné formy
[udského botulizmu: potravinovy, ranovy a detsky botulizmus [1,2]. BoNT su produkované
Siestimi fylogeneticky a fyziologicky odliSnymi baktériami (Clostridium botulinum Skupiny I-1V
a kmenmi C. baratii a C. butyricum), ktoré su také rozmanité, Ze si zasluzia klasifikaciu ako
samostatné druhy. VSetky druhy rodu Clostridium produkujice BoNT maju svoje naprotivky,
ktoré BoNT neprodukuju (nie su sucastou klastru génu BoNT), su casto priradené k roznym
nazvom druhov, ako je C. sporogenes pre kmene C. botulinum skupiny | [2]. Tato r6znorodost
C. botulinum spolu s jeho Uzkym vztahom k netoxickym druhom moze mat za nasledok bud’

chybnu detekciu toxigénnych druhov Clostridium alebo jej zlyhanie.

Génovy klaster BoNT sa casto spdja s mobilnymi genetickymi prvkami, ¢o umoznuje
interkonverziu medzi toxigénnymi a netoxickymi druhmi Clostridium a vedie k podstatnym
zmendm sekvencii BoNT a ich gendmového pozadia [3]. Dnes su sérotypy BoNT rozdelené na
viac ako 40 subtypov vratane BoNT/A1 aZ BoNT/A8 [4] a mozaiky [5]. Rozdielnost BoNT na
urovni aminokyselin moézZe dosiahnut aZz 36% v ramci sérotypu a odraza rozdiely v ich
katalytickej aktivite, vazbe receptora alebo farmakokinetike [6]. Okrem toho, Ze BONT
génovy klaster obsahuje gény pre BoNT, obsahuje taktiez gény pre netoxicky
nehemaglutininovy protein (NTNH). Génovy klaster BoONT obsahuje aj gény hemaglutininu
(HA) (hal, ha2 a ha3) v HA klastri alebo v troch orfX génoch (orfX1, orfX2 a orfX3) v klastri
orfX. Spolu s BoNT moZu tieto pomocné proteiny tvorit komplexy réznej velkosti a zloZenia
[7]. Variabilita pozorovana v BoNT v dosledku existencie siedmich sérotypov, mozaikovych
foriem, niekolkych réznych subtypov a vyskytu BoNT v roznych komplexoch, ako aj ich
heterogénneho genetického pozadia sU pravdepodobne hlavnymi dévodmi spektra
klinickych prejavov a trvania ochorenia. Botulizmus a jeho diagnostika predstavuju obrovsku

vyzvu pre diagnostické laboratérid [8].

Botulizmus je spojeny so Sirokou Skalou potravin bohatych na bielkoviny a udrziavanych
v prostredi s Ciastocnym vyluéenim kyslika alebo v prostredi, kde bol kyslik vyéerpany inymi
baktériami. Marinované maso, ryby, ovocie, zelenina alebo huby, ako aj domace zavéarané
vyrobky ¢i vyrobky z konzervy a domace susené alebo Udené maso alebo produkty z ryb,

ktoré su konzumované neudené to vsetko sU obzvlast zname zdroje vzniku alimentarneho



botulizmu. BoNT su tepelne labilné a mozZu sa znidit pri teplotach nad 70 ° C pocas niekolkych
minut [9,10]. V sucasnosti je alimentdrny botulizmus takmer vylu¢ne spojeny s po domacky
vyrabanymi potravinami, ale komercné potraviny sa taktieZ prileZitostne podielaju na
jednotlivych pripadoch alebo malych ohniskdch [11-13]. V rokoch 2010 - 2014 ECDC
zaznamenalo 492 pripadov alimentdrneho botulizmu vramci Eurdpy [14], pricom na

Slovensku sa posledny pripad sa vyskytol v roku 2012 [15].
Udalost

V polovici augusta 2015 (dent 0) inak zdravy dospely clovek vo veku priblizne 40 rokov
konzumoval na veceru tri balenia (100 gramov) komercne pripravenej cicerovej natierky.
Natierka, ktora bola preddvana na Slovensku a v Ceskej republike, bola 9 dni pred ddtumom
spotreby. Nasledujuce rano (den 1), 9-11 hodin po konzumdcii cicerovej natierky, sa u
pacienta objavili nevolnost, vracanie, dvojité videnie, nestabilna chédza, zavrat, vieobecna
slabost a tazkosti s prehitanim. Nasledne bol hospitalizovany. Napriek tomu, 7e pacient
dostal tri davky trivalentného anti-A, B a E antitoxinu musel byt uvedeny do umelého spanku
a napojeny na umelu plicnu ventilaciu. Bol prevezeny na jednotku intenzivnej starostlivosti
(J1S). Vzhladom na fakt, Ze botulizmus patri medzi ochorenia, ktoré na Slovensku podliehaju
povinnému hlaseniu, klinika hlasila pripad podozrenia na botulizmus Regiondalnemu uradu
verejného zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici. Zvratky, sérum ani stolica bohuzial
neboli odobraté. Na analyzu bol odobraty vyplach Zaludka 48 hodin po objaveni sa priznakov
ochorenia. Nakolko sa vySetrenie pritomnosti toxinu na Slovensku nevykonava, materidl bol
po tyzdni skladovania pri 4°C odoslany na analyzu do Zdravotniho Ustavu Ostrava v Ceskej
republike, kde bol vykonany biologicky pokus na mysSiach s negativnym vysledkom. Lie¢ba
pacienta pozostavala najma z intenzivnej symptomatickej starostlivosti a respiracnej
podpory pocas takmer 50 dni. Pacient bol po 78 drioch prepusteny z nemocnice, ale stale

vykazuje problémy s dychanim (maj 2017).
Metdody
Epidemiologické Setrenie

V den 1, hned po tom, ako bol pripad zaznamenany klinickymi lekarmi, Regionalny drad
verejného zdravotnictva zacal epidemiologické Setrenie. Nasledujuci den, den 2, bola
prehliadnutd domacnost pacienta s cielom skontrolovat dalSie pripady a zozbierat vzorky

potravin. Tam bol vypocuty blizky pribuzny, ktory zdiela s pacientom tu isti domacnost, bol



zaznamenany zoznam potravin spotrebovanych pacientom za posledné dni a boli

zhromazdené vzorky potravin.

V spolupraci so Statnou veterindrnou a potravinovou spravou (SVPS) sa u vyrobcu
uskutocnilo vySetrovanie zloZenia a povodu zloZiek pouZivanych na vyrobu cicerovej

natierky.
Laboratorne vysetrovanie

Izolacia Clostridium botulinum z cicerovej natierky a molekuldrno-biologicka analyza

Malé zvysky cicerovej natierky ponechané v troch takmer prdazdnych obaloch boli
analyzované kultivdciou na TSA agare (trypton, séja) a Schaedler agare a podrobené
anaerdbnej kultivacii pri 37°C v anaerostatoch podla EN ISO 7937: 2005. Po kultivacii takmer
vSetky koldnie vykazovali rast a morfoldgiu typické pre klostridie. Kmene boli testované na
pritomnost bont génov pomocou multiplex PCR pre bont/A, bont/B, bont/E a bont/F [16]
podla CEN ISO / TS 17919: 2013.

Genetickd analyza

Za ucelom dalSich molekuldrno-biologickych analyz boli vykultivované kmene C. botulinum
prepravené do Konzultatného laboratéria pre klostridid produkujuce neurotoxiny
(botulizmus, tetanus), ktoré sa predtym nazyvalo Konzultujucim laboratériom pre
Clostridium botulinum, do Robert Koch Institutu (RKI) v Berline v Nemecku. lzolaty sa
kultivovali v médiu trypdn-peptdn-glukdza-kvasnicovy extrakt (TPGY) pri 32°C v anaerdbnej
pracovnej stanici (MG500, Don Whitley, Shipley, Spojené kralovstvo) a testovali sa na
pritomnost bont/A-G multiplexnou kvantitativnou PCR [17]. Okrem toho sa testovala
pritomnost génu ntnh pomocou kvantitativnej PCR ako nahradny marker pre Clostridium
spp. produkujuce BoNT [18]. Na dalSie skimanie zloZenia génového zoskupenia BoNT bola
pouzitd skupina Siestich konvenénych PCR zameranych na tri gény ha a tri orfX gény [19].
Produkcia toxinu v supernatantoch bola potvrdend internymi ELISA testami, ktoré su

popisané v predoslych publikaciach [20, 21].

Sekvencie 16S rRNA a bont/A boli ziskané Sangerovym sekvenovanim [22]. Sekvencie boli
zostavené a porovnavané s databazou GenBank v Narodnom centre pre biotechnologické
informécie v Spojenych Statoch prostrednictvom softvérovych balikov Geneious (Biomatters

Limited, Auckland, Novy Zéland) pomocou algoritmu BLAST [23]. Aminokyselinova sekvencia



BoNT bola v ramci subtypizdcie porovnana s 6smimi znamymi subtypmi BoNT/A [4].
Sekvencie subtypov BoNT/A boli odoslané do Geneious a parové identity sekvencii boli
vypocitané pomocou algoritmu MAFFT [24]. Na porovnanie boli vybrané BoNT subtypy
nasledujucich kmeriov BoNT, ktoré v minulosti spdsobili alimentarny botzulizmus (okrem
BoNT/A4, pochadzajuceho z pripadu detského botulizmu): BoNT/Al1 (HA klaster) kmen
ATCC3502 (AM412317); BoNT/A1 (orfX klaster) kmef NCTC2916 (X52066); BONT/A2 (orfX
klaster) kmen Mascarpone (DQ310546); BoNT/A3 (orfX klaster) kmen Loch Maree
(CP000963); BoNT/A4 (orfX klaster) kmen 657 (EU341307); BoNT/A5 (HA klaster) kmen
1430.11 (KC683799); BoNT/A6 (orfX klaster) kmeri CDC41370 (FJ981696); BoNT/A7
(nezndmy klaster) kmen 2008-148 (JQ954969); BoNT/A8 (orfX klaster) kmen Chemnitz
(KM233166).

Dalsie mikrobiologické vysetrovanie

S cielom identifikovat dalSie potencidlne kontaminované vyrobky toho istého datumu vyroby
a tej istej $arze, Regionalny urad verejného zdravotnictva so sidlom v Banskej Bystrici (RUVZ
BB) presetril dostupnost produktov v niekolkych miestnych supermarketoch a u vyrobcu. Tri
cicerové natierky s rovnakym datumom spotreby boli umiestnené do termostatu na 37 °Cna
niekolko dni, aby sa dosiahli vhodné podmienky pre rast C. botulinum/C. sporogenes a

vhodné na tvorbu spor.
Epidemiologické vysetrenie

Vysledky z rozhovoru ukazali, Ze v den 0 pacient sam jedol na ranajky miesané vajcia;
pacient, blizky pribuzny a priatel konzumovali na obed rovnaké jedlo pripravené z hub v
smotanovej omacke s cestovinami; pacient sam jedol na veceru cicerovu natierku. Rozhovor
s pacientom a blizkym pribuznym odhalil, Ze jedna nétierka pred otvorenim vykazovala
znamky produkcie plynu nakolko bola nafuknuta. Avsak podla pacienta mala normalnu chut.
Epidemiolégovia ohlasili pripad Statnej veterinarnej a potravinovej sprave SR a tri takmer
prazdne obaly z cicerovej natierky ako aj dve neotvorené balenia kolozvarskej kapusty od
rovnakého vyrobcu boli odoslané na laboratérnu analyzu na RUVZ BB. Pre$etrovanie vo
vyrobnej spolo¢nosti odhalilo, Ze produkt pozostaval z nasledujucich zlozZiek: cicer, tofu,
repkovy olej, cibula, sol, kukuriény Skrob a korenie. Dodatocne bolo doSetrené, Ze cicer

pochddzal z Brazilie alebo Argentiny.



Laboratorne vysetrovanie

Laboratérida RUVZ BB dostali na analyzu potraviny z pacientovej domdcnosti, medzi nimi aj tri
otvorené takmer prazdne cicerové natierky. Boli z nich izolované tri kmene s morfoldgiou
typickou pre C. botulinum (oznacené ako Banska Bystrica, RAPH1223j a RAPH1224), z ktorych
kazda bola z jedného obalu. Dve z nich, Banska Bystrica a RAPH1223j, boli PCR-pozitivne na
pritomnost génu bont/A. Kolozvarska kapusta bola negativna na pritomnost C. botulinum. V
den 7, hned ako boli k dispozicii prvé vysledky, bola cicerova natierka stiahnutd z trhu a bolo
dané varovanie prostrednictvom systému rychleho varovania Eurépskej komisie pre
potraviny a krmiva (RASFF). Tri neotvorené cicerové natieky s rovnakym datumom vyroby,
ktoré boli ziskané dodatocne, boli podrobené skladovaniu pri 37°C. Mikrobiologicka analyza
a PCR testy neodhalili pritomnost C. botulinum alebo C. sporogenes, napriek niektorym

priznakom tvorby plynu pocas skladovania.

Molekuldrno-biologickd charakterizacia izolovanych kmenov

Sekvendcia 16S rRNA, ktora bola vykonand v RKI, odhalila, Ze vSetky tri izolaty (kmerov
Banska Bystrica, RAPH1223j a RAPH1224) patrili ku skupine C. botulinum skupiny 1/C.
sporogenes (> 99% identita), ktoré su takmer nerozliSitelné na urovni sekvencie 16S rRNA
[2,25]. Pritomnost génov bont/A a ntnh bola potvrdena kvantitativnou PCR a expresia toxinu
bola preukazana internym ELISA postupom vyuzivanym v RKI, pre izolaty Banska Bystrica a
RAPH1223j. Z dvoch izolatov pozitivnych na BoNT/A boli ziskané sekvencie BoNT/A a
porovnané s databazou GenBank na dudrovni nukleotidov aaminokyselin. Nakolko u
toxigénnych izolatov (Banska Bystrica a RAPH1223j) bolo zistené, Ze obsahuju gén bont/A
rovnakej sekvencie len sekvencia bont/A kmena ,Banska Bystrica“, bola vloZzena do databazy
GenBank pod pristupovym ¢islom KU376389. Ukdazala najvy$siu identitu (= 99,9%)
s neobvyklym subtypom BoNT/A3. Tabulka 1 sumarizuje percento pribuznosti s jednotlivymi

subtypmi BoNT/A na Urovni aminokyselin.



Tabulka 1: Percentualne vyjadrenie identity na drovni nukleotidov a aminokyselin kmena Clostridium botulinum skupiny |., kmen Banska

Bystrica®, ktory patri do subtypu BoNT/A3, s kmefimi C. botulinum, ktoré patria do ostatnych subtypov BoNT/A®.

Botulotoxinovy subtyp

Al A1(B) A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8
Typ klastra HA orfX orfX orfX orfX HA orfX neznamy orfX
Kmen ATCC3502 NCTC2916 Mascarpone Loch Maree 657 1430.11 CDC41370 2008-148 Chemnitz
Nukleotidova
u:‘ov:gl ova 92.0% 91.9% 96.3% 99.9% 91.5% 92.2% 92.8% 91.9% 93.1%
Uroven
84.6% 84.5% 92.9% 99.8% 84.3% 85.2% 86.3% 84.9% 87.7%

aminokyselin

BoNT: botulotoxin.

® Nakolko oba BoNT/A pozitivne izodty mali identicku sekvenciu, do databazy GenBank bol viozeny len izolat (kmeri) Banska Bystrica oznaéeny éislom KU376389.

®pre kazdy subtyp (alimentarny botulizmus, okrem subtypu A4, ktory bol izolovany z pripadu detského botulizmu) bol porovnavany vidy len jeden priklad.




V porovnani s prototypom BoNT/Al vykazovali nové pozitivne izoldty BoNT/A (Banska
Bystrica a RAPH1223j) na drovni aminokyselin iba 84,6% zhodu v porovnani s BoNT/Al
kmenom ATCC3502, HA klastra alebo 84,5% v porovnani s kmeriom BoNT/A1 NCTC2916 orfX
klastra). Podobne nizka zhoda na Urovni aminokyselin (medzi 84,3% a 87,7%) bola zistena v
porovnani s BONT subtypmi A4-A8, zatial Co identita na Urovni aminokyselin so subtypom A2
(kmen Mascarpone) bola 92,9%. Identity sekvencii na Urovni nukleotidov boli vSeobecne
vyssie, ale stdle sa rozchadzali az o 8,5%. Obidva izolaty (Banska Bystrica a RAPH1223j) boli
negativne pre gény hal, ha2 a ha3 a pozitivne na gény orfX1 alebo orfX2 a orfX3 pomocou
PCR; To je v sulade s kmeriom Loch Maree BoNT/A3, v ktorom je gén bont/A umiestneny v

klastri orfX.
Diskusia

Nase laboratérne vySetrenia podporuju klinicky stanovenud diagnézu alimentarneho
botulizmu u pacienta, spésobeného netradiénym subtypom A3. Ide len o druhy pripad, kedy
sa tento netradi¢ny subtyp podielal na vzniku alimentdrneho botulizmu. V prvom pripade
i$lo o kontamindaciu kacacej natierky a zahynulo 8 fudi, bolo to v Skétsku v Loch Maree (1922)
[26]. Ziadny iny kmef patriaci k tomuto $pecifickému podtypu A3 nebol izolovany ani
subtypovany takmer sto rokov, kym Luquez a jeho kolegovia v roku 2012 neizolovali tri
kmene z Argentiny (v pode a Salate) [27]. Zaujimavé je, Ze oba BoNT/A pozitivhe kmene
izolované z cicerovej natierky maju identickd sekvenciu BoNT/A na Urovni aminokyselin ako
jeden z kmenov (CDC54054) izolovanych z argentinskej pody [27]. Zistilo sa, Ze cicer pouZity
na vyrobu natierky, ktord pacient skonzumoval, pochadzal z Juznej Ameriky z Argentiny resp.

z Brazilie.

Spociatku nebolo mozné podozrenie na botulizmus potvrdit nakolko vyplach Zaludka bol
odobraty az v defi 2. Vzhladom na kyslost a proteolyticku aktivitu ako aj na dizku skladovania
pred samotnym vySetrenim mozno vyplach Zaludka povaZovat za neadekvatnu vzorku.
Vzorky séra a stolice, ktoré sU najoptimalnejSimi vzorkami na potvrdenie ochorenia
a diagnostické testovanie [28] bohuZial neboli odobraté, kvoéli nedostatku testovacich
zariadeni a skuseného klinického persondlu, najma preto, Ze botulizmus je zriedkavé
ochorenie a Ziadne pripady neboli na Slovensku notifikované od roku 2012 [15]. Pre lekara je

dolezité zvazit optimalne nacasovanie pri vybere vzoriek na diagnostiku botulizmu. Napriek



preukazaniu BoNT v sére ako jedného z kfucovych testov na potvrdenie botulizmu, ¢asové
obdobie, pocas ktorého méze byt BONT detekované zo séra, je zvycajne obmedzené na prvé
dni po peroralnom poziti. Potvrdenie Clostridium spp. produkujuceho BoNT (spéry) z fekalii
sa vsak Casto da dosiahnut pocas dlhsieho obdobia (az do dvoch tyZzdrov) [28,29]. Preto sa
odporuca koproexaminacia s ciefom potvrdit klinické pripady alimentarneho botulizmu [28-
31]. Samotna detekcia C. botulinum zo stolice bez klinickych priznakov neznamend
pritomnost botulizmu, pretoZe spéry C. botulinum sa zvy€ajne nezistia v stolici zdravych ludi.
Avsak v zriedkavych pripadoch moéziu byt spéry, ktoré boli pozité s prirodne
kontaminovanymi potravinami (napriklad med, Cerstva zelenina), zistené vo vykaloch inak

zdravych fudi [28].

V nasom pripade islo o pripad alimentarneho botulizmu s potvrdenou izolaciou C. botulinum
v dvoch z troch spotrebovanych cicerovych natierok. Je vidy tazké vylucit, Ze nedoslo ku
skrizenej kontaminacii potravin v domacnosti manipuldciou s kuchynskym riadom alebo inou
kontaminovanou potravinou. V tomto pripade vSak neexistoval Ziadny ndznak toho, ze by
mohla byt cicerovad natierka kontaminovand. Po ukonceni analyzy boli tri neotvorené
natierky s rovhakym datumom spotreby kultivované pri 37°C a analyzované na pritomnost
C. botulinum, avSak bez akéhokolvek pozitivneho vysledku. Nie je vSak nezvylajné, Ze
C. botulinum nie je moZné zistit zo Ziadnej inej polozky rovnakej sarze. V troch ohniskach v
Eurépe v roku 2011, ktoré zahfnali komerénu olivovu pastu, mandlami plnené olivy a korma
omacku, boli C. botulinum a BoNT identifikovatelné len z jednej alebo dvoch otvorenych
pohdrov z domacnosti, ale nie z neotvorenych nadob tej istej Sarze (pricom testovanie
pozostavalo z 60, 900 resp. 1836 poloziek) [11,32-34]. Tieto pripady naznacuju, Zze ani v
modernej industrializovane] potravinarskej vyrobe neméze byt Uplne vylic¢ena kontaminacia
jedného alebo velmi malého poctu poloZiek v ramci jednej Sarze. Vo vsetkych tychto
pripadoch bola ochrana spotrebitela najvysSou prioritou a stiahnutie potravin z trhu bolo
vydané vyluéne na zdklade pozitivnych vysledkov z otvorenych nddob z postihnutych

domacnosti s cielom zabranit moznému Sireniu choroby [32-34].

Cicer sa aj v minulosti podielal na vzniku alimentarneho botulizmu, pravdepodobne kvoli
nespravnej skladovacej teplote [35]. To, Ci sa to stalo v tomto pripade nebolo mozné urdit, v
kazdom pripade pacient si v§imol, Ze vyrobky vykazovali tvorbu plynu. To mbze naznacovat

kazenie a rast C. botulinum v produktoch, ktory je ¢asto spojeny s produkciou plynu, napr.



peniace a vypuklé konzervy resp. vicka [36]. Na rozdiel od kmeriov skupiny Il. C. botulinum,
ktoré mozu rast pri nizsich teplotach, kmene skupiny | (ku ktorym patria aj nami izolované
kmene) vyZzaduju rastové teploty nad 10°C [2]. To naznacuje, Ze cicerova natierka mohla byt

Ciastocne skladovana pri teplotach vyssich ako su v chladnicke.

V porovnani so znamymi podtypmi BoNT/A (BoNT/A1 az BoNT/AS8 [4]) je subtyp A3 velmi
vzacny a najviac odlisSny od prototypu BoNT/A1l (tabulka 1) pricom vykazuje az 15,4%nu
odliSnost na uUrovni aminokyselin a 8%nu odlisnost na urovni nukleotidov. Najma kvoli
rozdielnosti na Urovni aminokyselin je zname, Ze BoNT/A3 je menej U¢inne neutralizovany
polyklonalnymi protilatkami generovanymi proti BONT/A1 [37]. To nas vedie ku zdverom, Ze
dlhodobé neurologické priznaky pozorované u pacienta napriek podaniu troch davok
trivalentného antitoxinu moézu byt aspon Ciasto¢ne spésobené suboptimalnou neutralizaciou

antitoxinom, ktora je zamerana proti BONT/A1.

Ojedinelost a rozdielnost subtypu BoNT/A3 predstavuje riziko, Ze sa neda zistit pomocou
imunologickych alebo sekvenénych diagnostickych testov, ktoré proti nemu neboli vyvinuté.
V skutoc¢nosti sa uz ukdazalo, Ze jedna metdda ELISA ho nedokaze rozpoznat [38]. Okrem toho
v jednej [39] zo Styroch spominanych metdd PCR v ISO /TS 17919: 2013 sekvencia primeru a
sondy obsahuje jednu nezhodu so vsetkymi sekvenciami BoNT/A3. Tieto nezhody by mohli
obmedzit identifikdciu kmernov patriacich ku subtypu A3 zodpovedajucou PCR [40,41].
Skusobné laboratdria by si mali byt vedomé toho, Ze kmene, ktoré maju tento vzacny subtyp,
sa moOzu vyskytnut v eurdpskych krajindach a odporuca sa, aby zodpovedajicim spésobom
validovali svoje metddy. Bohuzial, vymena kmenov produkujucich BoNT a v niektorych
pripadoch aj zdielanie ich sekvencii su velmi obmedzené z dévodu ich povahy a moznosti ich

zneutzitia za u€elom bioterorizmu (dvojaké pouZitie) [42,43].

Zaver

Zriedkavé a nové varianty sekvencie BONT mézu zvlast lahko uniknuat detekcii pomocou
sekvenénych alebo imunologickych metdd. Vzhladom na fakt, Ze su k dispozicii dalSie
sekvencie, napriek uréitym obmedzeniam, diagnostické zariadenia by mali skontrolovat svoje

metddy PCR, aby sa zabezpecilo zahrnutie vSetkych znamych sekvenénych variacii.

Vzhladom na velku ojedinelost tykajucu sa vyskytu botulizmu ako takého, mnohé laboratéria

nemaju Ziadne alebo len individudlne testy na detekciu tohto agens. Specializované



laboratérid (napriklad Narodné referencné laboratérid alebo Konzultatné laboratdrid)
schopné uplatriovat sirsi rozsah metdd by mohli pomdct tymto laboratdriam, ale laboratéria

zodpovedné za testovanie vzoriek ich ¢asto nevedia lahko identifikovat.
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