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Mikrobialne spolocenstva a ich vplyv na liecbu diabetickej nohy
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Chronické, tazko liecitelné ulceracie diabetickej nohy spésobuju velku zataz pre pacienta aj pre systém zdravot-
nej starostlivosti. Napriek pouzitiu mnohych konvenénych a alternativnych sposobov liecby nedokdazeme spo-
l'ahlivo zabranit infekcii, ktora ¢asto vedie k sepse, pripadne az k amputacii nohy. Narastajlice mnozstvo dat
ziskanych studiom infikovanych ran pacientov naznacuje, ze zlozenie mikrobiému hra délezita dlohu v proce-
se hojenia rany. K naj¢astejSim bakterialnym rodom identifikovanym v randch patria Staphylococcus, Strepto-
coccus a Pseudomonas. Moderné stadium mikrobiému zalozené na metédach nezavislych od kultivacie orga-
nizmov nam vSak umoznili odhalit nielen baktérie, ktoré je naro¢né kultivovat, ale aj gény virulencie, ktoré maju
vplyv na hojenie rany. Podla novych zisteni prave zvySena diverzita bakteridlneho spolocenstva zvySuje pravde-
podobnost uspesného hojenia ran.
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Microbial communities and their influence on the treatment of diabetic foot

Chronic, difficult-to-treat diabetic foot ulcerations place a massive burden on the patient and the healthcare sys-
tem. Despite using many conventional and alternative treatments, we cannot reliably prevent the infection that
often leads to sepsis or even amputation of the foot. The growing amount of scientific data obtained from the
study of infected wounds in patients suggests that microbiome composition plays an essential role in wound
healing. The most common bacterial genera identified in wounds include Staphylococcus, Streptococcus and
Pseudomonas. However, modern microbiome studies based on methods independent of the cultivation of or-
ganisms have enabled us to detect bacteria that are difficult to cultivate and virulence genes that affect wound
healing. According to new findings, the increased diversity of the bacterial community increases the likelihood

of successful wound healing.
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Uvod

K dlhodobym komplikaciam diabetu mellitu patri perifér-
na neuropatia s rizikom vzniku vredov na nohdch. Tieto ul-
ceracie oznaCujeme pojmom ,syndrém diabetickej nohy”
(SDN)™, Riziko vzniku diabetického vredu na nohe pacientov
je 19 — 34 %. Vysoka je v§ak miera recidivy vredoy, ktora do-
sahuje az 40 % do jedného roka po uzdraveni a 65 % do pia-
tich rokov®. Bez poskytnutej véasnej a vhodnej starostlivosti
vedie ulceracia k infekcii, ku gangréne, k amputacii a dokon-
ca az k smrti. Celkovo je amputdcia dolnych koncatin u pa-
cientov s diabetom 15x vysSia ako u pacientov bez cukrovky.
Odhaduje sa, Ze priblizne 50 — 70 % vSetkych amputacii dol-
nych koncatin je sposobenych diabetickymi vredmi. Na vzni-
ku vredov sa podiela mnoho faktorov. Medzi najzavaznejsie
rizikové faktory patri periférna neuropatia, ochorenie perifér-
nych ciev a sprievodna bakteridlna infekcia, ktord komplikuje
hojenie vredov®. Podl'a epidemiologickych Udajov je asi 50 %
pripadov SDN sp&sobenych vylu¢ne neuropatiou, ktora naru-
§a normalne ochranné reflexné mechanizmy, ¢o md za nasle-
dok vaznu traumu alebo opakované nepozorované poranenie
spOsobujlce otvorené rany. Senzorickd neuropatia takisto
vedie k vzniku abnormalit v propriocepcii, ktoré sposobuju
chybnu zataz pri chodzi, ¢o podporuje tvorbu kalusu alebo

vredov®. Druhou ¢astou pri¢inou ulceracii st ochorenia pe-
riférnych ciev (PVD), ktoré st zodpovedné za 15 % pripadoy,
zatial' ¢o 35 % pripadov ulceracie néh sa vyvija ako kombi-
nacia neuropatie a angiopatie. Ischemické a neuropatické
dystrofické tkanivo je citlivé na infekcie a poranenia. Struk-
turalne zmeny velkych a malych ciev spolu s hyperglykémiou
mozu zvysit vazokonstrikciu a faktory agregacie krvnych do-
StiCiek v cievach. To spdsobuje znizenie prekrvenia chodi-
diel a nervov, ¢o moze v kone¢nom désledku viest ku gan-
gréne a k infekcii. Spustacimi faktormi st véak ¢asto banalne
poranenia pokozky sposobené obuvou alebo poranenia, kto-
ré vznikaju pri strihani nechtov®.

Liecba syndromu diabetickej nohy

Konvencna lieCba diabetickej nohy zahfna vycistenie rany,
lieCbu infekcie antibiotikami a revaskularizatné procedury.
Debridement podporuje rast granulacného tkaniva, znizuje
riziko infekcie a eliminuje zapach. Casté komplikacie s hoje-
nim vsSak viedli k pouzivaniu pridavnych terapii, ako je hyper-
baricka kyslikova terapia, terapie s negativnym atmosféric-
kym tlakom v oblasti rany alebo vyuzitie sterilnych lariev. Tie
nielen eliminuju nekrotické tkanivo, ale vlastnymi vylu¢kami
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pomahaju bojovat s infekciou®. Liecba SDN je ¢asto kompli-
kovana sprievodnou infekciou, ktora sa vyskytuje az v 60 %
pripadov?”. Studie opisujice vyuzitie novych pristupov lieg-
by sice reportovali znizenie poctu ulceracii so sepsou, ne-
dokazali v$ak infekciu eliminovat Gplne®. Rany na nohach
u pacientov s cukrovkou stratili mnohé obranné mechaniz-
my intaktnej koze, ktoré tak nepredstavuju zabranu pre in-
vazne mikroorganizmy®. Dévody zvySeného rizika a zavaz-
nosti infekcii u 0s6b s diabetom nie su Uplne jasné. Zda sa,
ze cukrovka ma multifaktorialne ucinky na r6zne Casti imu-
nitného systému, najma na bunky, ktoré sprostredkuvaju vro-
denud imunitu. Tato imunitna odpoved pozostava predovset-
kym z lokdlnych vazoaktivnych a prozapalovych cytokinov,
komplementového systému a buniek schopnych fagocytézy,
1. j. polymorfonuklearnych buniek (PMN) a monocytov. Lokal-
ne vazoaktivne cytokiny sposobujui vazodilataciu cez reakciu
oxidu dusnatého. Pri hyperglykémii véak moze dojst k dysre-
guldcii tejto reakcie, co moze, naopak, viest k vazokonstrik-
cii, ktora nasledne sposobuje hypoxiu a zhorseny priliv fago-
cytov. Takisto sa ukazalo, Ze u 0os6b s diabetom maji PMN
a monocyty viaceré poruchy vratane chemotaxie, adheren-
cie, fagocytdzy a intracelularneho zabijania(?.

Metdédy charakterizacie mikrobiomu pri ulceraciach
Ulcerdcie su kolonizované spektrom réznych baktérii, kto-
rych vplyv na postup infekcie nepozname. Klasické met6dy
zalozené na kultivacii su orientované na tie mikroorganizmy,
ktorym sa dari rast v laboratérnych podmienkach a nedo-
statoCne reprezentuju plesnové, kvasinkové a ostatné bak-
teridlne spolocenstva(". Z toho dévodu sa zacali vyuzivat
metddy nezavislé od kultivacie. Tie su zalozené na vysokopa-
ralelnom sekvenovani a naslednej bioinformatickej analyze.
Vacsina vedeckych skupin vyuziva amplikénové sekvenova-
nie 16S rRNA regidnu, 28S rRNA, pripadne ITS sekvencii, kto-
ré predstavuju konzervativne sekvencie obsiahnuté vo vset-
kych prokaryotickych alebo eukaryotickych organizmoch.
Napriek nespornym vyhodam nam metdda ponuka len sla-
bé taxonomickeé rozliSenie na urovni rodov a v niektorych pri-
padoch aj druhov. Najviac studii vyuziva sekvenovanie 16S
rRNA regiénu, ktory pozostava z 9 hypervariabilnych usekov
(V1-V9), medzi ktorymi sa nachadzaju konzervované sekven-
cie vhodné pre dizajn amplifikacnych primerov('?. Vzhladom
na efektivitu metdédy sa neanalyzuje cela oblast génu 16S
rRNA, ale iba jednotlivé useky. NajCastejSie sa vyuziva usek
V4, pripadne useky V1 az V3. Vyuzitie len jednotlivych Use-
kov v§ak sposobuje niektoré nedostatky v presnom zarade-
ni do taxonomickych jednotiek, napriklad rozliSenie jednot-
livych druhov ¢elade Enterobacteriaceae alebo druhov rodu
Staphylococcus. Vaznym nedostatkom sekvenovania regié-
nu V4 z pohl'adu stanovenia mikrobiému koZze je zna¢nd ne-
presnost pri detekcii komenzalov Propionibacterium acnes,
Staphylococcus a Corynebacterium(?. Pre lepSie chapanie
vplyvu mikrobiomu na hojenie je vSak potrebné uviest bakte-
ridlne zloZenie na drovni kmena. Zaroven z amplikdnového
sekvenovania neziskame ziadne informacie o ostatnom ge-
netickom vybaveni mikroorganizmov a jeho vplyve na prog-
res infekcie(™3'4. Alternativou je pouzitie celogenémového
shotgun sekvenovania, ktoré je sice narocnejsie na Cas aj
zdroje, ale poskytuje viac potrebnych informacii o taxonomii
mikroorganizmov aj ich rezistencii proti antibiotikam(?. Na

druhej strane, aj ked' su tieto techniky ovela citlivejSie ako
kultivacia, kvalita extrakcie DNA sa liSi v zavislosti od druhu,
atak moze stéle niest urcitd chybovost v uréeni kvantity. Ne-
rozliSuju ani medzi zivymi a mitvymi baktériami a vyzaduju
si nakladné vybavenie(9.

Zlozenie mikrobiomu syndrému diabetickej nohy

V zdravom stave kozné komenzdalne mikréby koexistuju
so svojimi fudskymi hostitelmi a pomahaju predchadzat ko-
lonizécii koze potencidlne patogénnymi mikrébami. Stadie
vSak preukazali klinicky relevantné rozdiely v koznom mik-
robiéme pokozky nohy medzi nediabetickymi a diabeticky-
mi jedincami, ktoré pravdepodobne prispievaji k vy$Sej mie-
re koznych infek¢nych chorob u diabetickych pacientov('®.
Dlhodob4 studia mikrobiomu SDN sledovala zloZenie mikro-
bidlneho spolocenstva ulceracie v porovnani s pacientovou
zdravou nohou aj s kontrolnou skupinou zdravych jedincov.
Mikrobiém rany a neposkodenej koze diabetického pacienta
sa lisili. Bola takisto pozorovana znizena diverzita mikroorga-
nizmov medzi pacientmi s diabetom a zdravymi jedincami.
Napriek znizenej diverzite bolo identifikovanych 69 taxono-
mickych jednotiek (OTUs) $pecifickych pre koZzny mikrobiom
pacientov s diabetom(?). V starsej $tudii vsak pozorovali, na-
opak, vyssiu diverzitu bakterialnych druhov na kozi pacientov
s diabetom®”. Takto vyznamné rozdiely naznacuju vplyv ge-
ografického a environmentalneho prostredia, trvania a $ta-
dia progresie ochorenia. Okrem toho hospitalizacia pacien-
ta a zvolena antibioticka liecba mo6zu zmenit profil citlivosti,
ale aj zastupenie bakterialnych patogénov. Niekolko vedec-
kych timov sa snazilo identifikovat jednotlivych povodcov
komplikdcii. Pomocou klasickych kultivacnych metoéd a ty-
pizacie pomocou testov ABI20 sa podarilo identifikovat bak-
teridlne druhy v skorych aj neskorych ranach. Pri akutne in-
fikovanych ranach patria medzi bezne izolované patogény
predovsetkym Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis a B-hemolytické streptokoky Streptococcus pyo-
genes a Streptococcus agalactiae. Naproti tomu chronické
rany boli ¢astejSie polymikrobidlne so zmesou aerébnych
a anaerobnych baktérii. V chronickych vredoch boli najc¢as-
tejSie izolovanymi aerébnymi grampozitivnymi baktériami
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Staphylo-
coccus epidermidis. Z aerébnych gramnegativnych bakté-
rii sa vyskytovali predov§etkym Escherichia coli, Proteus mi-
rabilis, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa.
HIbsie chronické vredy osidlovali prevazne anaerébne bak-
térie Peptococcus, Clostridia, Fusobacterium, Bacteroides,
pricom najrozsirenejSim bakteridlnym patogénom pritom-
nym v infikovanych vredoch bol Bacteroides fragilis('® (obra-
zok 1). Komplexnejsi nahl'ad do zlozenia mikrobidmu posky-
tuju techniky zaloZzené na vysokoparalelnom sekvenovani.
Vacsina dostupnych stadii stanovovala zlozenie mikrobial-
neho spoloCenstva pomocou amplikbnového sekvenovania
16S rRNA. Wolcott a kolektiv (19) zistili masivnu pritomnost
druhov z rodov Staphylococcus, Pseudomonas, Corynebac-
terium, Streptococcus a Finegoldia. Gardner a kol.(" rozdelili
diabetické vredy na tri typy v zavislosti od dominantnych ta-
xénov v ranach, ktorymi boli Staphylococcus, Streptococcus
alebo zmes anaerdébnych baktérii a proteobaktérii. Podobné
vysledky boli zistené v neskorsej Studii, kde v dvoch skupi-
nach ran dominoval bud Staphylococcus, alebo Streptococ-
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Obrazok 1. Rozdiel v zloZeni mikrobialneho spolocenstva akutne-
ho a chronického diabetického vredu. Upravené podla Abulrazak
a kol.(®
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cus arody Corynebacterium a Finegoldia®®. Tie isté rody boli
pozorované vo vacsine ran, zatial' ¢o rody Serratia a Proteus
boli $pecifické pre jednotlivcov. V stadii McDonald a kol.?"
stanovili vplyv identifikovanych baktérii na hojenie. Nehojace
sa rany obsahuju prevazne baktérie zo skupin Bacteroidales,
Streptococcaceae a fakultativne anaeréby, najma druhy rodu
Enterobacter. Naopak, rany, ktoré sa hojili rychlo, ¢asto obsa-
hovali druhy z Actinomycetales a Staphylococcaceae. Zauji-
mavé su aj zmeny v zloZeni biofilmu v ranach v zavislosti od
Casu a liecby. Stanovenie mikrobiomu novych vredov v po-
rovnani s opakujlcimi sa viedlo k zisteniu, Ze stafylokok bol
bezny pri novych vredoch, ale nie pri chronickych ranach@?,
Rozdiely vo vysledkoch napovedaju velkd variabilitu mikro-
biémov diabetickych vredov, pricom nie je zjavna ziadna ty-
picka mikrofléra vyskytujlca sa u vSetkych pacientov.

Vplyv interakcie medzi mikroorganizmami na hojenie
ulceracie

Vzhladom na polymikrobidlnu povahu SDN je vplyv na vy-
voj rany jednotlivych bakterialnych druhov zavisly od part-
nerskych baktérii. Napriklad patogénne ucinky anaerébov
za zvySuju v pritomnosti aerébov, pretoze spotrebuvaju kys-

lik, a nasledna hypoxia v hibke tkaniva ulah&uje rast anaeré-
bov. Takéto symbiotické vztahy st definované ako koopera-
tivna interakcia dvoch alebo viacerych druhov, ¢o moze viest
k zvySeniu virulencie veducej k oneskoreniu uzdravenia®.
Dalsim prikladom je spoloény vyskyt Pseudomonas aerugi-
nosa a S. aureus ako dvoch najc¢astejsich pri¢in chronickych
ran. Ich spolo¢né infekcie su virulentnejsie nez jednotlivé in-
fekcie a vykazuju aj zvySenu rezistenciu proti antibiotickej
liecbe®¥. Existuju vsak aj pozitivne vplyvy interakcii. Prikla-
dom je, ze kompetitivna interakcia medzi nepatogénneho
komenzala Helcococcus kunzii pritomného v randch vyraz-
ne znizuje virulenciu S. aureus bez priamej modifikacie ob-
rannej odpovede hostitela®®. Celogendmové sekvenovanie
mikrobiému umoznilo identifikovat nielen taxonomické zlo-
Zenie, ale aj jednotlivé gény obsiahnuté v gendmoch mikro-
organizmov. Dokladnou bioinformatickou analyzou mozno
filtrovat gény zodpovedné za virulenciu baktérii. Kalan a ko-
lektiv(™® pouzitim tejto metddy potvrdili ¢asty vyskyt rezis-
tencie proti antibiotikdm v ranach s pomalym hojenim. Do-
kazali tiez identifikovat a celogenémovo sekvenovat kmen
S. aureus, ktory sa vyskytoval v ranach pacientov s pomalym
hojenim. Tento kmen obsahoval niekolko génov zabezpecu-
jucich rezistenciu proti roznym antibiotikam. V inej studii Slo-
an a kolektiv (26) identifikovali rezistencie proti tetracyklinu
a makrolidom v kmenoch Streptococcus anginosus a Prevo-
tella. Tetracyklin ani makrolidy nepatria k aktudlne pouziva-
nym antibiotikdm na lieCbu diabetickej nohy, no pouzivaju sa
v pripade pacientov s alergiou na penicilin. Rezistencia proti
antibiotikdm vsak nie je jedinym faktorom virulencie asocio-
vanym s komplikovanymi infekciami ran. K castym faktorom
patri aj produkcia biofilmov, ktoré zvysuju odolnost baktérii
proti antibiotikam, komplikuju Cistenie ran, pripadne umoz-
nuju anaerobnym baktériam efektivnejsie rast. Anotaciou gé-
nov v minulosti identifikovali agrABCD operén kédujlci me-
tabolicku dréhu asociovanu s produkciou biofilmu®4.

Zaver

Mikrobidm infikovanej diabetickej nohy predstavuje kom-
plikované a komplexné spoloenstvo mikroorganizmov.
Mnohé vedecké skupiny sa pokusali identifikovat konkrétne
bakteridlne druhy spdsobujice komplikacie, no ich vysledky
sa Casto nezhoduju. NajCastejSie sa vyskytujucimi organiz-
mami su S. aureus, Streptococcus alebo Bacteroides. R6zno-
rodost vystupov nasvedcuje, ze pévodcov infekcii je niekol-
ko aich vyskyt je zavisly od mnohych faktorov. Existuje ¢oraz
viac dokazov, ze povod infekcie je polymikrobialny, pricom
vzajomné interakcie mézu priebeh hojenia zhorsovat alebo,
naopak, zlepsSovat ihibiciou rastu patogénov vplyvom nepa-
togénnych komenzalov. Je preto dolezité smerovat vyskum
na odhalovanie tychto interakcii a ich vplyvu na hojenie ran.
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