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Rod Clostridium
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Anaerobni G+ tyCinky tvorici spory (endospory
bubrici/vyklenujici bunku ovalneho Ci kulatého tvaru).
Vyzaduiji pro rust nizsi redoxni potencial (pridavek
napr. cysteinu do pudy).

Nektere druhy mohou byt mikroaerotolerantni — tyto
druhy pak produkuji enzymy peroxidaza, katalaza,
superoxiddismutaza.

Vyskyt: saprofyticky v pudé a vodé, mikrofléra Zivocichu
vCetne Cloveka. Rozsiruji se pomoci vysoce odolnych

spor — ty jsou pfitomny ve vodé, pudé, prachu - snadna
kontaminace.

Plati pravidlo, ze Cim kratSi inkubacni dobu ma
onemocneni vyvolaneé klostridiemi, tim horsi je jeho
prognoza.



Clostridium tetani (1)
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Anaerobni G+ tyCinka tvorici terminalni endospory
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Brana vstupu patogena: vetsinu hlubsi, znecisténe rany
(typicky poranéni od zahadnich nastroju, zrezivélych
naradi atd.), vzacnéji viedy, popaleniny. Nutno, aby spora
vykliCila v anaerobnim prostredi = typicky v
ischemickém okoli rany, uprostfed hnisavych procesu.

Ockovani: soucCast hexavakciny, pfeoCkovani jednou za
10-15 let.



Clostridium tetani (2)

» Mechanismus pusobeni tetanického toxinu:

Tetanospasmin pronikne do neuronu - poskozeni
exkre¢niho aparatu neuronu - dojde k zabrané uvolfiovani
inhibicnich mediatoru (GABA, glycin) - blokace normalni
inhibice motorickych neuront - snizeni prahu drazdivosti

motorickych neuronu - tonické kiece pricné pruhovaného
svalstva.

» Klinické priznaky:

Tonické krfeCe zvykacich svalu (trismus), mimickych svalu
(risus sardonicus), svalu laryngu a krku, svalu trupu
(opistothonus), dychacich svali - uduseni.

Casté zvy3ené poceni a teplota.



Clostridium tetani (3)

Onganisms enter through large, small, o even unrecogpized
wound. Deep, infected punctures are most susceplible, since
arganisis thrive best anaerabically.
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posilive, sporebearing rods
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Clostridium botulinum (1)

» Anaerobni G+ tyCinky, velka, ovalna, subterminalni
endospora

» Vyskyt: komenzal ve stfevech zvirfat ve vodé, pudé, ...

» Neurotoxin botulotoxin = otravy potravinami, které jsou
kontaminované sporami (nejCastéji nedostatecné
sterilizované masove a zeleninove konzervy. Adekvatni
sterilizace: 100 °C 10—15 minut).

» Botulotoxin: endopeptidaza zpusobujici hydrolyzu
proteinu zodpovédnych za transport vezikul s )
acetylcholinem - inhibice uvoliovani acetylc!’ ", ~
paralyza pfiéné pruhovanych svalu. \ °N

» Mozné komeréni vyuziti v kosmetice (botox). _o \ J



Clostridium botulinum (2)




Clostridium botulinum (3)

B Exposure to Botulinum Toxin




Clostridium botulinum (4)

» Formy botulismu:

alimentarni botulismus: poziti toxinu v potrave (v téle
pritomen pouze toxin, ne cely mikrob). Priznaky: nevolnost,
zvraceni, bolesti bficha, pokles o¢niho viCka (pt6za),
rozSifeni zornic (mydriaza), ztizené polykani, zacpa,
zastava moceni, symetrické sestupné paralyzy, ochrnuti
dychacich svalu, ale védomi a citlivost zustavaji
nezmeneny.

traumaticky botulismus (infekce rany)

kojenecky botulismus (toxin produkovan pfimo ve strevé
ditete)



Klostridia anaerobnich traumatoz

» C. perfringens, C. septicum, C. novyi

» Ruzné klinické projevy (typicky inkefce mékkych tkani —
kuze, podkozi, svaly) od kontaminace ran, pres hnisavé-
nekrotické procesy s lokalnim ucinkem toxinu po
plynatou snet (vysoce invazivni nekrotické procesy s
celkovou intoxikaci).

» Nékteré kmeny zpusobuji svymi toxiny nekrotizujici
enterokolitidy.

» Terapie: celkova stabilizace pacienta, chirurgicke
osetreni ran, ATB, IéCba kyslikem v hyperbarické komore.



Plynata snét




Clostridium difficile (1)
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Ve stfevech u 5 % zdravych jedincu, ¢astéji u déti a
kojencu.

Onemocnéni: lehéi prujmy, ale v kritickych pripadech az
pseudomembranozni kolitidu.

Casto nozokomialni pavod — po podani ATB
(predevsim klindamycin, Sirokospektré peniciliny
(amoxycilin+klavulanat) a cefalosporiny (cefoxitin)) -
eliminace normalni strevni mikroflory - premnozeni
Clostridium difficile (rezistentni vici témto ATB).

Lécba: metronidazol, vankomycin per os, fekalni
transplantace (FMT — fecal microbiota transplantation).



Clostridium difficile (2)

Normal microflora
(or treatment with FMT)

Antibiotic-perturbed
intestinal microflora
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Prehled klostridii

C. botulinum producent botulotoxinu

C. difficile enteropatogenni



Nesporulujici anaeroby - prehled

R

G+ Peptococcus Propionibacterium>**
Peptostreptococcus Eubacterium

G- Veillonella Fusobacterium, Leptotrichia™*

Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas™**

* tyCky se zaspicatélymi konci
** tycky s rovnymi konci
*** neni obligatni anaerob



Nesporulujici anaeroby — G+ koky

» Rody Peptococcus a Peptostreptococcus
Bézna mikroflora GIT a vaginy - infekce endogenniho
puvodu

Zanétlivé procesy v malé panvi (poporodni endometritidy,
...), periodontitidy, abscesy (peritonsilarni, plicni, ...),
sinusitidy, otitidy, peritonitidy pri proniknuti strevniho obsahu
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Nesporulujici anaeroby — G+ tycinky

» Rod Propionibacterium

tyCky kyjovitého tvaru morfologicky podobné rodu
Corynebacterium

bézna mikrofléra dutiny ustni, GIT, urogen. traktu

nejvyznamnejsi Propionibacterium acnes — produkuje
lipazy - vznik a rozvoj akné

izolovan take z hemokultur pri endokarditidach a sepsich
» Rod Eubacterium

bézna mikroflora dutiny ustni, GIT, urogen. traktu

bakterialni vagindzy, smiSené anaerobni infekce



Nesporulujici anaeroby — G- koky

» Rod Veillonella

bézna mikroflora floru dutiny ustni (soucast zubniho plaku),
nosohltanu, GIT a urogen. traktu

smisSené anaerobni infekce (zejména) ustni dutiny,
vyjimecne meningitidy, osteomyelitidy
Veillonella parvula — puvodcem endokarditidy Ci sepse
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Nesporulujici anaeroby — G- tycinky
(1)

» Bézna mikrofléra lidského téla (dutina ustni, nosohltan,
GIT, urogen. trakt).

» Znacné pleomorfni (obyCejné tycky, ale i koky nebo
vlakna), netvori spory, pestra biochemicka aktivita vyuziti
v diagnostice - puvodci infekci endogenniho puvodu.

» Terapie: ATB (klindamycin, linkomycin, metronidazol,

chloramfenikol, peniciliny s inhibitory beta-laktamaz)
vetSinou v kombinaci s chirurgickym vykonem.



Nesporulujici anaeroby — G- tycinky
(2)

» Rod Bacteroides
nejCastéji izolované z infekci (dutina brisSni, mala paney,
vagina, dutina ustni, ...)
Bacteroides fragilis
» Rod Porphyromonas
infekce dutiny ustni (gingivitidy, gingivostomatitidy) a
urogenitalniho traktu
Porphyromonas gingivalis
» Rod Prevotella
infekce HCD (anginy, sinusitidy)
Prevotella melaninogenica



Nesporulujici anaeroby — G- tycinky
(3)

» Rod Fusobacterium
polymorfni, az vietenovity tvar

infekce chirurgickych a traumatickych ran, komplikuji rany
po kousnuti zviretem, smeésneée kultury pri pneumonii,
hrudnim empyému, intraabdominalni infekci a abscesech

Fusobacterium nucleatum (soucast zubniho plaku)
Fusobacterium necrophorum (nekrotizujici tonsilitida)

» Rod Leptotrichia
soucast ustni mikroflory
Leptotrichia buccalis (orodentalni infekce)



, Veillonova mikroflora“

» Nazev pro skupinu anaerobnich G+ a G— nesporulujicich
bakterii kolonizujicich kuzi a sliznice Clovéka.

» Neni mozné jednoznacné oznacit hlavniho puvodce
onemocneni.

» Za puvodce onemochnéni se pokladaji rovhomeérné
vsechny bakterie, kterych byva izolovan vetsi poCet = za
etiologického puvodce se poklada cela tzv. Veillonova
fléra.

» Soucasti napr. rody Peptococcus, Peptostreptococcus,
Veillonella, Eubacterium, Propionibacterium,
Fusobacterium, Bacteroides, ...



Lactobacillus acidophilus

» Nejvyznamnéjsi zastupce rodu (,Doderleintv bacil®)

» G+ tyCky, Casto retizkuji, mikroaerofilni (ne anaerobni,
nicmeéne rostou v nedokonalé anaerobidoze beznych
anaerostatu)

» Bézna mikrofléra dutiny ustni, GIT, vaginy

» Laktobacily utilizuji sacharidy na laktat = snizeni pH >
zastavuje mnozeni hnilobnych bakterii = (vyuziti i v
potravinarstvi)

» Utilizace glykogenu (z rozpadajicich se epitelii) ve
vaginé snizeni pH brani usidleni patogenu - muze
zpusobovat endokarditidy, novorozenecké meningitidy,
endometritidy, abscesy, ...



Vztah bakterii ke kysliku

Prostredi Normalni |0, 1CO, Bez O,

Striktni aeroby ano nex*
Fakultativ. anaeroby ano ano
Aerotolorantni bakt.
Mikroaerofilni bakt. ano (ano)| ne*

Kapnofilni bakterie (ano) ano ne*

Striktni anaeroby ne ne ano*x

* V praxi nékdy vyrostou - béZzné dosahovana anaerobidza neni dokonala.

** V praxi nékdy nevyrostou - bézné dosahovana anaerobidéza neni dokonala.
Takové bakterie (EOS - Extremely oxygen sensitive) bézné nelze kultivovat.



Diagnostika anaerobu (1)
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Mikroskopie: barvime podle Grama, rozlisujeme na koky
a tyCky, G+ a G—; anaerobni tyCky pleomorfni
(nachazime i vlaknité formy a koky), u spor sledujeme
morfologii a ulozeni (svetlolomné utvary, nikoliv jen
ztlusteni tycky!)

Kultivace: pevné pudy (anaerobidéza pomoci anaerostatu
Ci anaerobniho boxu), tekuté pudy prelité parafinem (VL
bujon, VL krevni agar a ruzné specialni pudy); vétSinou
prodlouzena kultivace na 2 dny az tyden.

Biochemie: vetsinou KAT— a OXI-, mozné vzajemne
rozliSeni biochemicky a analyza plyntu chromatografii.

Antigenni analyza a nepfimy prukaz se v diagnostice
anaerobu pfilis nepouzivaiji.



Diagnostika anaerobu (2)

» Prednost ma tekuty vzorek, napf. hnis, nejlepe zaslany
ve strikaCce s krytkou (po odstriknuti prebytecneho
vzduchu) — dfive doporuceny postup, kdy se na strikacce
ponechala jehla a zabodla do gumove zatky se jiz z
bezpeclnostnich duvodu nedoporuduije.

» Vytér zanoiren v transportni pudé (napr. Amiesova
puda).

» Lze domluvit s laboratori naoCkovani vzorku primo na
pudy napf. peroperacné.



Kultivace anaerobu

» Casto nepravidelné kolonie, nékdy vybé&Zkaté kolonie,
nekdy pigment.

» Typicky zapach — hnilobny.

» VL krevni agar.

» Docileni anaerobiodzy:
Mechanicky: prekryti VL bujénu parafinovym olejem
Fyzikalneé: v anaerobnim boxu se nahradi vzduch smesi
anaerobnich plynu vhanénych z bomby
Chemicky: z organickych kyselin tvori vodik a oxid uhliCity
- na palladiovém katalyzatoru reaguje vodik a kyslik za
vzniku vody - kyslik se tak spotfebovava



Ukol &. 1 - Mikroskopie

» 1a) Prohlidka klinického vzorku (popiSte smés patogend,
leukocyty, epitelie, atd.)

» 1b) Mikroskopie podezrelych kmenu (rozliste G+ a G-
koky a tyCky, pokuste se najit spory)

Obarvéte podle Grama 12 podezielych kmenu (pro
zopakovani: natrit = nechat uschnout - fixovat plamenem
—> pote barvit: Gram 30 s - Lugol 20-30 s - oplachnout
vodou - alkohol 15-20 s = oplachnout vodou - safranin
60 - oplachnout vodou - osusit filtraCnim papirem
(nedrhnout bunicinou ani ni¢im jinym!) = imerzni
objektiv - olej)



Ukol é. 2 — Anaerostat a anaerobni
box

» Popiste!



Anaerobni box

zdroj anaerobnich
plynt

prostor pro
vkladani misek

vstupy pro ruce
personalu

Mikrobiologicky ustav, foto O. Z.



Anaerostat

tlakovy Sroubovaci
ventil uzaver

vzduchotésne vicko \ \ l

palladiovy katalyzator —_
(pod vickem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek —

generator anaerobiozy —
(saCek s chemikaliemi)



Ukol &. 3 - Kultivace na agarovych

pudach

» Popiste kultivacni vysledky danych kmenu na aerobnich |
anaerobnich pudach.

» Popiste morfologii kolonii.



Ukol é. 4 - Biochemicka diagnostika
anaerobu

ANAEROtest 23

» Vysledky sloupcu ,B* a ,A" se pfi vypocCtu kodu
nezapocitavaji, ziskate tedy sestimistny kod za sloupce
HazC.

» U druhého z kmenu vyjdou dvé moznosti vysledku.

» Predpokladejte, ze tento kmen byl jiz testovan na citlivost
na penicilin a byl shledan citlivym - nejde tedy o
zastupce (primarne na penicilin resistentniho) rodu
Bacteroides.



Ukol é. 5 - Citlivost anaerobu na ATB

» Lék volby: penicilin (rezistentni je vsak rod Bacteroides,
v uzsim slova smyslu — rody Prevotella a
Porphyromonas, které se z néj kdysi odstepily, jsou
citlive).

» E-test

» Odectéte hodnotu MIC a urCete, zda je dany kmen citlivy
nebo rezistetni (odecita se v miste, kde se kfizi okraj
zony s testovacim prouzkem).



Ukol &. 6a — Prukaz toxinu (lecitinazy)
u C. perfringens (1)

» Clostridium perfringens tvori specifickou lecitinazu, jez je
mozno neutralizovat specifickou protilatkou.

» Polovina misky je potrena protilatkou (anti-lecitinazou),
druha potrena neni.

» Toxicky efekt lecitinazy spatrite jako oblast precipitace
kolem kmene na zloutkovém agaru.

* pravy toxin je
neutralizovan
antitoxinem,
jine lecitinazy
neutralizovany
nejsou

pozitivni
negativni |
nhegativni Il

1 ypulka s antitoxinem




Ukol &. 6a — Prukaz toxinu (lecitinazy)
u C. perfringens (2)

» Pravy toxin je neutralizovan antitoxinem, jine lecitinazy
neutralizovany nejsou.

» ,Negativni |I“ vabec neprodukuje lecitinazu.

» ,Negativni II" produkuje, ale nejakou jinou, nez nas
zajima.

pozitivni

negativni |

negativni |l

------- = ypulka s antitoxinem




Ukol é. 6b - Prukaz toxinu u C. tetani

» Prukaz toxinu Clostridium tetani se provadi oCkovanim
tetanické mysi.
» Typicka je pozice ocasku a koncetin (zakreslete).




Ukol &. 6¢ — Detekce toxinu A a B C.
difficile

» Odectéte imunochromatograficke testy tfi pacientd.

kontrola
(@
t%ﬁct ti y test toxin
pritomnosti e
klostridiovéeho C. DIFF CCZMPLEI'E a
antigenu
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Po tomto cviceni byste méli znat:

» Hlavni zastupce rodu Clostridium, jejich diagnostika a
Klinicky vyznam.
» Nesporulujici anaerobni G+/G- tyCinky/koky.



