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I Osnova

 rod Clostridium

» prehled nejbéznéjsich druhud nesporulujicich
anaerobU

» diagnostika anaerob(
« anaerobidza
 Ukoly
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I Rod Clostridium

G+ tycky, anaerobni, spory (ovalné ci kulaté
endospory vyklenujici bunku)

» kvUli spravné funkci nékterych enzym0 vyzaduji k rustu
nizsi redoxni potencial (snizeni cysteinem,
thioglykolatem apod.)

« nékteré druhy toleruji mala mnozstvi kysliku
(enzymy superoxiddismutaza, peroxidaza, kalataza)

- saprofyté v pudé (hnilobné procesy) a ve vodé,
soucasti normalni mikrofléry c¢lovéka i zivocich(
« k rozSifeni napomaha tvorba vysoce odolnych

endospor (pritomny v pudé, vodé, prachu -
kontaminace potravin)

« ¢im kratsi inkubacni doba, tim horsi prognoza 3/41



I Clostridium tetani N 3
\‘_i R &
« G+ tycka, anaerobni, rovné, .._( W'y L
stihlé, terminalni endospora i
(,palicky na buben”) \ J
. saprofyt savcl (zejména kon) | -

— qph.ec.qunr‘:gcdn.jet

- puvodce tetanu (vstupni branou obvykle hlubsi
znecisténé rany, méné casto popaleniny, vredy apod.)

« pro kliceni spor nutné anaerobni prostredi (zhmozdéné
a ischemické okoli rany, hnisavé procesy, cizi téleso v rané)

« za projevy infekce zodpovédny tetanicky toxin

- zavaznost klinickych projevu zavisla na mnozstvi
produkovaného neurotoxinu

« ockovani soucasti hexavakciny, preockovani jednou za
10 - 15 let
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I Clostridium tetani (2)

 tetanus - patofyziologie:

- tetanospasmin pronika do neuronu - poskozeni
exkrecniho aparatu neuront —» zabrana
uvolinovani inhibiénich mediatora (GABA, glycin) -
zablokovana normalni inhibice motorickych neurond -
shizeni prahu drazdivosti motorickych neuront -
tonické krece pricné pruhovaného svalstva

« tetanus - klinické priznaky:

- tonické krece (pri plném védomi) zvykacich svall
(trismus), mimickych svall (risus sardonicus), svalu

laryngu a krku, svall trupu (opistothonus),
dychacich svalu (vede k uduseni)

- zvysené poceni a teplota, komplikace (zlomeniny, ...)
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Clostridium tetani (3)

Orrganisms enter through large, small, or even unrecognized
wound. Deep, infected punctures are most susceptible, since
organismes thrive best anaercbically.

Closiridium fetani: gram-
positive, sporedbearing mods

,.:"'f._‘['_' M_-_ﬁr
A R Toxin produced locally
A

jrassrs via hloodstream
o along nerves to
cenbral nervous
wpalem,

Spasm of jaw, facial, and neck muscles
itrisms [lockjoe], reus sardonscus),
and dysphagia are often early symptoms
alter variable incubation 1'u_'r|l:'u'|.

Meitor niurons of spinal cord
| {amteriod hain aned brainstem

! w T @ become hyperactive because
ey A toxin specifically attacks

inhibitary (Rershaw) cells,

Complete tetanic spasm in advanced disease, Patient
righcl i maoderate opisthotonos, with anms extenced,
absclomes Boandlike, Respiratony arrest may ocour,
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I Clostridium botulinum e Ny

G+ tycka, anaerobni, rovné, -
velké, ovalna subterminalni - ' |
endospora T

- komenzal ve stfevech zvirat -» ve vodé, pudé, ...

« tvori botulotoxin - otravy potravinami
kontaminovanymi sporami
(nedostatecné sterilizované masové a zeleninové
konzervy; 100 °C 10-15 minut)

« botulotoxin je endopeptidaza —» hydrolyza
proteinu zodpovédnych za transport vezikul
s acetylcholinem - inhibice uvolnovani
acetylcholinu - paralyza pri¢né pruhovanych svalu

e vyuziti v kosmetice (botox)
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Clostridium botulinum (2)

Fhges

A RAd T
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] Clostridium botulinum (3)

B Exposure to Botulinum Toxin

Light Chain Cleaves
... Specific SNARE Proteins
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I Clostridium botulinum (4)

 formy botulismu:

- alimentarni botulismus:

« poziti toxinu v potraveé (mikrob samotny neni
v téle pritomen)

* nevolnost, zvraceni, bolesti bricha, pokles ocniho
vicka (ptdza), rozsireni zornic (mydriaza), ztizené
polykani, zacpa, zastava moceni, symetrické
sestupné paralyzy, ochrnuti dychacich svalu

« védomi a citlivost zlGstavaji nezménény

- traumaticky botulismus (infekce rany)

- kojenecky botulismus (toxin produkovan primo ve
streve ditéte)
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I Klostridia anaerobnich traumatoz

C. perfringens, C. septicum, C. novyi

ruzné klinické projevy (typicky inkefce mékkych
tkani - ktize, podkozi, svaly) od kontaminace ran,
pres hnisave-nekrotické procesy s lokalnim ucinkem
toxind po plynatou snét (vysoce invazivni nekrotické
procesy s celkovou intoxikaci)

nékteré kmeny zpusobuji svymi toxiny nekrotizujici
enterokolitidy

celkova stabilizace pacienta, chirurgické osetreni
ran, ATB, lécba kyslikem v hyperbarické komore
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| Plynata snét
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| Clostridium difficile

« pritomno ve strevech (5 % zdravych dospélych, vice u
déli a kojencl)

- zpusobuje lehdi prdjmy, ale i pseudomembranézni
kolitidu

- onemochéni ¢asto nozokomialniho puvodu (po
podani antibiotik)

- predevsim klindamycin, sirokospektré peniciliny
(amoxicilin+klavulanat) a cefalosporiny (cefoxitin)

- tato ATB eliminuji normalni strevni mikrofléru -
premnozeni C. difficile (rezistentni)

- |écba metronidazol, vankomycin per os, fekalni
transplantace (FMT - fecal microbiota transplantation)
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| Clostridium difficile (2)

Normal microflora
(or treatment with FMT)

Antibiotic-perturbed
intestinal microflora
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Clostridium difficile (3)
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I Prehled klostridii

C. tetani pUvodce tetanu

C. botulinum producent botulotoxinu
C. perfringens, klostridia plynatych snéti
C. septicum, C. novyi, aj. (+ enteropatogenita)

C. difficile enteropatogenni
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Prehled nejbéznéjsich druhu
nesporulujicich anaerobu

G+ Peptococcus Propionibacterium***
Peptostreptococcus Eubacterium

G- Velllonella Fusobacterium, Leptotrichia*

Bacteroides, Prevotella,
Porphyromonas**

* tyCky se zaspicCateélymi konci
** tycky s rovnymi konci

*** neni obligatni anaerob
17/41



I Nesporulujici anaerobni G+ koky

 rody Peptococcus a Peptostreptococcus

- bézna mikrofldéra GIT a vaginy - infekce
endogenniho puvodu

- zanetlive procesy v malé panvi (poporodni
endometritidy, ...), periodontitidy, abscesy
(peritonsilarni, plicni, ...), sinusitidy, otitidy,
peritonitidy pri proniknuti stfrevniho obsahu do dutiny
brisni

L] |
clameconnection.s3.amazonaws.com
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I Nesporulujici anaerobni G+ tycky

 rod Propionibacterium

tyCky kyjovitého tvaru morfologicky podobné rodu
Corynebacterium

bézna mikrofléra dutiny ustni, GIT, urogen. traktu
nejvyznamneéjsi Propionibacterium acnes
produkuje lipazy —» vznik a rozvoj akné

izolovan i z hemokultur pri endokarditidach a sepsich

« rod Eubacterium

bézna mikrofléra dutiny ustni, GIT, urogen. traktu
bakteridlni vagindézy, smisené anaerobni infekce
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I Nesporulujici anaerobni G- koky

 rod Veillonella

- bézna mikrofldra fléoru dutiny ustni (soucast
zubniho plaku), nosohltanu, GIT a urogen. traktu

- smisené anaerobni infekce (zejména) uUstni dutiny,
vyjimecné meningitidy, osteomyelitidy

- Veillonella parvula pivodcem endokarditidy (i
sepse

*
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I Nesporulujici anaerobni G- tycky

« bézna mikrofldora lidského tela (dutina ustni,
nosohltan, GIT, urogen. trakt)

« znacné pleomorfni (obycejné tycky, ale i koky nebo
vlakna), netvori spory, pestra biochemicka aktivita
- vyuziti v diagnostice

 plvodci infekci endogenniho puvodu

« terapie ATB (klindamycin, linkomycin, metronidazol,
chloramfenikol, peniciliny s inhibitory beta-laktamaz)
vetsSinou v kombinaci s chirurgickym vykonem
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I Nesporulujici anaerobni G- tycky (2)

« rod Bacteroides

- nejcasteéji izolované z infekci (dutina brisni, mala
panev, vagina, dutina ustni, ...)

- Bacteroides fraqilis
 rod Porphyromonas

- infekce dutiny ustni (gingivitidy, gingivostomatitidy)
a urogenitalniho traktu

- Porphyromonas gingivalis

* rod Prevotella
- Infekce HCD (anginy, sinusitidy)
- Prevotella melaninogenica
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I Nesporulujici anaerobni G- tycky (3)

« rod Fusobacterium

polymorfni, az vfetenovity tvar

infekce chirurgickych a traumatickych ran, komplikuji
rany po kousnuti zviretem, smésné kultury pfri
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)
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yVeillonova flora“

 nazev pro skupinu anaerobnich G+ a G-
nesporulujicich bakterii kolonizujicich kuzi a
sliznice cloveka

* neni mozné jednoznacné oznacit hlavniho plvodce
onemocneéni

- za puvodce onemochéni se pokladaji rovhomérné
vsechny bakterie, kterych byva izolovan vétsi pocet —»
za etiologického plvodce se poklada celd tzv. Veillonova
flora

e soucasti napr. rody Peptococcus, Peptostreptococcus,
Veillonella, Eubacterium, Propionibacterium,
Fusobacterium , Bacteroides, ...

24/41



I Lactobacillus acidophilus

* nejvyznamnéjsi zastupce rodu (,,Déderleintv bacil“)

« G+ tycky, Casto v retizcich, mikroaerofilni (ne
anaerobni, nicméne rostou v nedokonalé anaerobiéze
béznych anaerostat()

« 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, ...
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j vztah bakterii ke kysliku

Prostredi Normalni 0, 1CO, Bez O,

Striktni aeroby

Fakultativ. anaeroby
Aerotolorantni bakt.
Mikroaerofilni bakt. ano (ano) ne*
Kapnofilni bakterie (ano) ano ne*

Striktni anaeroby ne ne ano**

* V praxi nékdy vyrostou - bézné dosahovana anaerobiéza neni dokonala.

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

 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 ptdy (anaerobiéza pomoci anaerostatu
¢i anaerobniho boxu), tekuté pudy prelité parafinem
(VL bujén, VL krevni agar a rtzné specialni pudy);
vetsinou prodlouzena kultivace na 2 dny az tyden

« biochemie: vétSinou KAT- a OXl-, mozné vzajemné
rozliseni biochemicky a analyza plynUd chromatografii

« antigenni analyza a neprimy prikaz se v diagnostice
anaerobl priliS nepouzivaji
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I Diagnostika anaerobu (2)

« prednost ma tekuty vzorek, napr. hnis, nejlépe
zaslany ve strikacce s krytkou (po odstriknuti
prebytecného vzduchu) - drive doporuceny postup, kdy
se na strikacce ponechala jehla a zabodla do gumové
zatky se jiz z bezpecnostnich ddvodd nedoporucuje

- vytér zanofen v transportni pudé (napr. Amiesova
puda)

* |ze domluvit s laboratori naockovani vzorku primo na
pUdy napr. peroperacné
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I Kultivace anaerobnich bakterii

rostou casto v nepravidelnych koloniich, nékdy
vybézkaté okraje, nekdy pigment

typicky je pro né znacény (hnilobny) zapach

pro kultivaci anaerobl pouzivdme VL krevni agar

ziskavani anaerobiodzy:

- mechanicky: VL bujony prelijeme parafinovym
olejem

- fyzikalne: v anaerobnim boxu se nahradi vzduch
smeési anaerobnich plynd, vhanénych z bomby

- chemicky: z organickych kyselin tvori H, a CO, —»
na palladiovém katalyzatoru reaguje H, s O, za
vzniku vody — O, se spotrebovava
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I Anaerobni box

zdroj anaerobnich
plynu

prostor pro
vkladani misek

vstupy pro ruce
personalu

Mikrobiologicky ustav, foto O. Z. 30/4 1



I Anaerostat

vzduchotésné vicko

palladiovy katalyzator
(pod vickem)

konstrukce pro

ukladani Petriho misek —

tlakovy
ventil

7=
1}

uzaver

generator anaerobiozy
(sacek s chemikaliemi)

%

3

sroubovaci
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I Ukol 1: Mikroskopie klinického
vzorku a mikroskopie kmene

« ukol 1a: Prohlidka klinického vzorku (popiste smeés
patogend, leukocyty, epitelie, atd.)

 ukol 1b: Mikroskopie podezielych kmenu (rozliste
G+ a G- koky a tycCky, pokuste se najit spory)
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I Ukol 2: Anaerostat a anaerobni box

« popiste anaerostat a anaerobni box podle
obrazku z prezentace
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I Ukol 3: Kultivace na agarovych
pudach

- popiste kultivacni vysledky danych kmenU na
aerobnich i anaerobnich ptdach

« popiste morfologii kolonii
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I Ukol 4: Druhova diagnostika
anaerobu biochemickymi testy

- odectete ANAEROtest 23

. vysledky sloupcu ,,B“ a ,,A“ se pFi vypoctu kédu
nezapocitavaiji, ziskate tedy sestimistny kdod za
sloupce H az C

e 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 (primarné na penicilin resistentniho)
rodu Bacteroides
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I Ukol 5: Citlivost anaerobu na
antibiotika

lékem volby u vétsiny anaerobl penicilin

rezistentni je vsak rod Bacteroides (v uzsim slova
smyslu - rody Prevotella a Porohyromonas, které se
z nej kdysi odstepily, jsou citlivé)

antibioticka citlivost se u anaerobu drive provadéla
difusnim diskovym testem (nikoli na MH, ale na VL
krevnim agaru)

nyni se ale zpravidla pouziva E-test

odectete hodnotu MIC a urcete, zda je dany kmen
citlivy nebo rezistetni (odecita se v misté, kde se
krizi okraj zony s testovacim prouzkem)
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I Ukol 6a: Prukaz toxinu (lecitindzy)
Clostridium perfringens

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, pozitivni
jiné lecitinazy hegativni |
neutralizovany negativni Il

nejsou

--------- ypulka s antitoxinem
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I Ukol 6a: Prukaz toxinu (lecitindzy)
Clostridium perfringens

« pravy toxin je neutralizovan antitoxinem, jiné
lecitinazy neutralizovany nejsou

- ,,Negativni I“ vubec neprodukuje lecitinazu

- ,Negativni Il produkuje, ale néjakou jinou, nez
nas zajima

pozitivni
hegativni |
hegativni |l

pulka s antitoxinem 38/41



Ukol 6b: Prukaz toxinu Clostridium
tetani

- prukaz toxinu Clostridium tetani se provani
ockovanim tetanické mys

« typicka je pozice ocasku a koncetin (zakreslete)

microvet.arizona.edu Obrazek Petra Ondrovcika (graficky upraveno)
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Ukol 6c: Detekce A a B toxinu
Clostridium difficile

« odectete imunochromatograficke testy tri
pacientu

kontrola
@
Ag | b | Tox
teFl’sttomnosti ‘\ test toxind
Elostridiového C. DIFF COMPLETE AaB
antigenu - .

alere.com
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I Po tomto cviceni byste meéli umet:

« popsat hlavni zastupce rodu Clostridium, véetné testd,
které slouzi pro jejich identifikaci, popf. identifikaci
jejich toxinu

« popsat nejbéznéjsi druhy nesporulujicich anaerobd,
jejich diagnostiku a obvyklou IéCbu

« popsat zaklady anaerobni kultivace a moznosti ziskani
anaerobiozy
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