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Prakticka poznamka 3

e Pokud chce klinik, aby byl jeho vzorek
provéren na pfitomnost anaerobu,
mykobakterii Ci aktinomycet, musi to uvest na
pruvodce. Musi se uzit specialni postupy.

e U dalSich puvodcu (tfeba spirochet Ci
chlamydii) se navic zpravidla odebira serum
a provadi se nepfimy prukaz



Rod Clostridium 4

e Grampozitivni (relativne velke) tyCinky

e Schopny tvorit spory-vyklenuji bunku

e Rostou za anaerobnich podminek v prostredi
s nizkym redoxnim potencialem, nektere toleruji
malé mnozstvi kysliku v prostredi

e \Vyskytuji se jako saprofyté ve streve zvirat
a Cloveka (hnilobné procesy), spory v prostredi
(v pudé, bahné rybniku, v fekach, v prachu i na
vegetaci)

e Jen malo patogennich druhl. Zpusobuji

neurotoxikozy, enterotoxikozy, a nekrotizujici
infekce mekkych tkani (vysoka smrtnost)



Neurotoxicka klostridia sost

Clostridium tetani

~ Stihlé ty&inky tvoFici endospory uloZzené
terminalne (paliCky na buben)

» Soucast normalni stfevni mikrofléry savcu,
zejména koni, spory v pudé

» Puvodce tetanu (ztrnuti Sije)
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Tetanus -
* Endogenni (vagina Ci strevo Cloveka) Ci
exogenni
* Sporami infikované hlubsi znecistené Ci
zhmozdeneé rany, v rane kliceni spor
* Za klinickeé projevy infekce
je zodpovedny tetanicky |
toxin, ktery blokuje Loy
inhibici motorickych J \\ﬂ B st
b O, Aie

neuronu (brani uvoliovani
mediatoru této inhibice)

* Projevuje se tonickymi
krecemi pricne
pruhovaneho svalstva




Tetanus

Zvykaci svaly (trismus)
Mimické svaly

Spasmy svalu trupu
Postizeni dychacich
svalu

Svalove ruptury,
zlomeniny

SrdeCni zastava
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Clostridium botulinum - 2

e Ve strevnim ustroji zvifat, spory v pudé,
prachu, ve vode, kontaminanta potravin

e Puvodce botulismu.
e Typy:

> Kojenecky botulismus- toxin produkovan ve
streve ditéte, C. botulinum se zde pomnozi

» Traumaticky botulismus
> Alimentarni botulismus




Alimentarni botulismus

» Zde puvodce vubec nevstupuje do téla.
Jen jeho toxin (botulotoxin) vstupuje do |
tela (zpravidla z nedostatecCne upraveneho
konzervovaného masa- domaci konzervy)

» Opéet ucinkuje jako neurotoxin (zabranuje uvolnovani
acetylcholinu do synapse a dochazi k preruseni
vedeni vzruchu)

> Vyvolava obrny- paralyzy priché pruhovanych
svalu

gastrointestinalni projevy, rozostfené videni, ztizené

polykani, poruchy artikulace, zastava strevni

peristaltiky, zastava moceni




Botulismus

(a) Normal neuromuscular junction

(b) Neuromuscular junction with botulism
toxin present



Histotoxicka klostridia

Clostridium perfringens

e Jeden z puvodcu plynaté snéti TN
(spolu s C. nowyi, C. septicum aj.)- mfekce
mekkych tkani (nekréza kuze, podkozi a svalstva)

e Plynata snét je typické valeCné onemocnéni. Muze se
vsak vyskytnout i pri zivelnych pohromach

e Klostridia plynatych snéeti — respektive jejich
enterotoxiny — se take uplatnuji jako patogeny ve
streve

e Exogenni a endogenni infekce
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Clostridium difficile o

Tento mikrob se vyskytuje ve streve celkem bézne, problem
vsak je, kdyz zacne produkovat toxin, a predevsim, kdyz
mu nekdo odstrani konkurenci a on se premnozi.

Odstranéni konkurence zpusobi nejCastéji IeCba nékterymi
typy antibiotik, nejcastéji linkosamidy. Linkosamidy jsou
ucinne proti vetsine striktné anaerobnich bakterii, nikoli
vsak proti C. difficile.

LehCi prujmova onemocnéni az pseudomembranézni
enterokolitidy (Casto nozokomialni nakazy)

Poskozeni strevniho epitelu, kumulace tekutin ve streve,
nekroza nakazenych tkani

Dnes se k |éCbe pouziva nejCasteji bakterialni
chemoterapeutikum metronidazol
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Prehled klostridii .

C. tetani PuUvodce tetanu

C. botulinum Producent botulotoxinu

Clostridium perfringens, C. |Klostridia plynatych sneti
septicum aj. (+ enteropatogenita)

C. difficile Enteropatogenni

Je potreba si uvedomit, ze i klostridia se uplne normalnée
podileji na bézné strevni mikroflore. Problém nastava,
pokud se premnozi, dostanou tam, kam nemaji, vyskytne
se kmen produkujici velké mnozstvi toxinu apod.
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Spolecne charakteristiky :
nesporulujicich anaerobu

e \yskytuji se jako bézna flora:

v tlustém streve tvori 99,9 % celkoveho objemu
mikrobu, je jich tam kolem jednoho kilogramu

v ustech mohou zit diky biofilmu — jsou do ngj

zavzaty tak, aby nemely primy pristup ke vzduchu,
ktery by je ohrozoval

v pochvé nejsou pritomny u vSech zen, ale uvadi se,
ze asi 70 % zen nejakeé anaeroby v pochveé ma;
pokud se zde ovsem premnozi, jde o dysmikrobii,
kterou je nutno lecit

Nékteré i na kuzi
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e Pri zanetu obvykle neexistuje = ««1fs)) f |
jeden puvodce, ale uplatnuje o]

se smes. Nekdy se pouziva termin ,Veillonova
flora”

e Smés striktné anaerobnich, ale i fakultativné
anaerobnich bakterii

e Nesporulujici striktne anaerobni mikroby maji
vzhledem ke svym vlastnostem velmi omezene
moznosti prenosul.

e Velka Cast infekci je tedy endogenniho puvodu



Prehled nesporulujicich anaerobu

(u Cloveka nejbeznejsi druhy)

Koky TyCinky
G+ | Peptococcus Propionibacterium***
Peptostreptococcus | Eubacterium

G- | Velllonella

Fusobacterium, Leptotrichia*

Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas**

*se zaspicatelymi konci
**s rovnymi konci tyCinky
***neni stoprocentni anaerob




Bacteroides fragilis Sess

» Pleomorfni tvary (koky, tyCinky Ci vlakna)

» Bézne obyvaji zazivaci trakt, dutinu ustni Ci
vaginu, kde se také mohou uplatnit jako patogeny
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Porphyromonas gingivalis T

> Hnédocerne
pigmentovane
kolonie

» Dutina ustni,
Urogenitalni trakt




Prevotella melaninogenica :

> Cerny pigment

» Onemocnéni
HCD (anginy,
sinusitidy)




Ginglvostomatitis:
Prevotella gingivalis

www.mamagums.com




Fusobacterium sp. cees”

» Polymorfni bakterie (viakna)

» Pleuropulmonarni
infekce, chronicke
sinusitidy, mozkove
abscesy...




Peptostreptococcus sp. ecoc

Velllonella sp.




Diferencialni diagnostika— |

e Mikroskopie: Ma vétsi vyznam nez u aerobu,
vzhledem k morfologicke ruznorodosti

e Kultivace: Je nutno zajistit anaerobiozu pomoci
anaerostatu Ci anaerobnich boxu. U tekutych
pud postacuje preliti parafinem. Pouziva se VL
bujon, VL krevni agar a ruzné specialni pudy

e Biochemie: katalaza a oxidaza vetsinou
negativni, mozné vzajemne rozliseni
biochemicky



Diferencialni diagnostika- || 3t

e Pokus na zvireti se pouziva u tetanu a botulismu. U
tetanu se mys sviji v kreci, u botulismu jsou naopak
patrné parezy.

Tetanicka mys




Jak ziskat anaerobiozu

e Mechanicky — VL bujony prelijeme parafinovym
olejem

e Fyzikalne — v anaerobnim boxu se nahradi
vzduch smési anaerobnich plynu, vhanénych
Z bomby

e Chemicky — v anaerostatu se
z organickych kyselin tvori vodik a CO,

v druhé fazi na palladiovem katalyzatoru reaguje
vodik s kyslikem za vzniku vody, takze se kyslik
spotrebovava



Prelévani VL-bujonu parafinem | :
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Anaerostat

Palladiovy kalalyzator
(pod vickem) nezbytny
pro druhou fazi reakce

Generator anaerobidzy
(sacek s chemikaliemi)
nutny pro celou reakci




Ukol 1a + 1b: mikroskopie 3
vzorku a mikroskopie kultur

e Podezrelé kmeny jiz jsou obarveny podle
Grama

e Rozlisite bakterie podle tvaru a typu bunecne
steny. Pro vzajemné rozliseni musite
samozrejme pokracovat dal

e Anaerobni tyCinky jsou nekdy velice
ruznotvaré — v jednom preparatu najdete
utvary od vilaknitych az po prakticky kokovite
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Ukol 2a: Anaerostat — -

venu}N
vzduchotésnée vicko

palladiovy kalalyzator
(pod viCkem)

konstrukce pro
ukladani Petriho misek

Generator anaerobidzy
(sacek s chemikaliemi)
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Ukol 2b
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zdroj anaerobnich
plynt
prostor pro
vkladani misek

vstupy pro ruce
personalu




Ukol 3: Kultivace bakterii :

e Zjistete, kde co roste, a to co roste, popiste.

e V/Simnéte si, ze anaerobni bakterie rostou
casto v drobnych, nepravidelnych koloniich,
které maji nekdy vybezkaté okraje. Typicky je
pro ne také znacny zapach.

e Ukol 3a: Aerobni kultivace na krevnim agaru
umoznuje rust striktné aerobnich a fakultativné
anaerobnich bakterii. Kdyz tu tedy bakterie
neroste, avSak roste na anaerobnich pudach,
je to striktni anaerob.



Ukoly 3b a 3¢

e V ukolu 3b zapiste vzhled kolonii bakterii na VL
(krevnim) agaru

e V ukolu 3c zapiste vzhled rustu kmenu bakterii
ve VL bujonu

e VSimnéte si toho, ze z nasich ¢tyr kmenu jen
dva jsou striktni anaeroby. Jeden je fakultativni
anaerob a jeden je striktni aerob



Ukol 4: Biochemické rozliseni | ::

e Pouzivaji se ruzné testy, v nasich podminkach
predevsim ANAEROtest 23 (Erba Lachema).
Zapiste vysledky jednotlivych reakci (,+“ nebo ,-“) a
spocitejte oktalovy kod
Vysledek urcCete podle kddove knihy

POZOR - kodova kniha je rozdelena na nekolik casti

podle morfologie anaerobnich bakterii. Je treba hledat
v té spravne casti kodove knihy




Ukol 5 — testy antibiotické 3
citlivosti

e Antibioticka citlivost se u anaerobu urCuje na
pudach, na kterych jsou schopny rust, tj. nikoli
na MH agaru, ale zpravidla na VL krevnim
agaru

e Lékem volby u vétsiny anaerobu je opét
klasicky penicilin. Rezistentni je vsak rod
Bacteroides (rody Prevotella a Porphyromonas,
které se z ngj kdysi odstepily, jsou citlivé)



Ukol 6a — priikaz tvorby Iecitinéz;T 8

e [vorba lecitinazy se projevi precipitaci kmene na
zloutkovem agaru. Protoze vsak lecitinaz je mnoho
a nas zajima pouze lecitinaza druhu Clostridium
perfringens, proverujeme, zda je lecitinaza
iInhibovatelna specifickym antitoxinem.

,Negativni |*
vubec T
neprodukuje | * pﬂthl?‘le
lecitinazu. . negatlunl |
,Negativni I

negativni |l

produkuje, ale
nejakou jinou,
neZ nas zajima pulka s antitoxinem




Ukol 6b: Prikaz toxinu pokusem | ::
na zvireti

e Prohlédnéte si obrazek tetanicke mysi.

Obrazek Petra Ondrovéika
(1959-2007)

www.biotox.cz

Podobne jako mys se do opistotonu dostava i pacient



Ukol 6¢c: Imunochromatograficky
prukaz toxinu C. difficile

e Imunochromatografické testy jsou zalozeny na
navazovani jednotlivych komponent, podobné
jako u reakci ELISA Ci a imunofluorescence

LI 4 LD a4

e Tyka se predevSim kmenu Clostridium difficile
produkujicich toxin.
V pozitivhim pripade je zpravidla viditelny prouzek
reakce i prouzek kontroly . V negativnim pripade je
viditelny pouze prouzek kontroly.



