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Clostridium spp.

Gram pozitivni robustni tyc¢inky
Anaerobni
e Neékteré druhy schopné tolerovat malé mnozstvi kysliku
Sporulujici
e Umisténi spor typické pro jednotlivé druhy
Pohyblivé
Vyskytuji se v ptid€, vodé€, prachu, potravinach
Nékteré druhy opouzdiené
Pomérné rychle rostouci

e Medicinsky vyznamné
 Clostridium botulinum
 Clostridium tetani

Clostridium perfringens

Clostridium difficile


http://www.bacterio.net/clostridium.html

Clostridium botulinum

Zpusobuje botulismus

Heterogenni skupina bakterii

e Produkuji neurotoxin — botulotoxin
» Rozdéleni na antigenni typy A-G

Subtermindlné ulozené spory

e Lehce vydouvaji ty¢inku
Vyskytuje se ve stfevnim ustroji zvirat
Spory se vykytuji v ptidé, vodé, prachu
Kontaminované potraviny

e Konzervované potraviny s nizkym pH
e Ryby, zelenina, maso

S

Clostridium botulinum — Gramovo barvent



Clostridium botulinum

4 skupiny
e [. skupina
 Proteolytické mesofilni
- Typtoxinu: A, B, F
 Vyskyt: ptida, rostliny, stfevni trakt savci
e II. skupina
» Sacharolytickeé psychrofilni
e Typtoxinu: B, E, F
» Vyskyt: voda, vodni Zivocichové
e [II. skupina
 Typ toxinu: C, D, A (Clostridium novyi)
e [V. Skupina
 Proteolytické kmeny
« Typ toxinu: G



Botulismus

Pro ¢lovéka toxické
e Typtoxinu A, B, E, vzacné Fa G
Formy

e Alimentarni
» Nejcastéjsi
« Pozfenim toxinu potravou
e Ranna
« Vzacna
» Kontaminace rany sporami
« Tvorba toxinu v rané
e Kojenecka
« Tvorba toxinu ve stfevé kojence
- Casté&jsi u kojencti Zivenych umélou vyZivou
Zmény pH stolice vyvoj stfevniho mikrobiomu
« Sporyv medu



Botulismus
Inkubac¢ni doba 6-72 hod

Klinické priznaky
e Hodiny-dny
Typ A horsi priibéh nez typ B
Umrtnost vy$si u starsich pacientti
Smrtnost u léc¢enych pacientt 7,5 %
Smrtelna davka pro ¢lovéka 6 x10° g
e 0,1 ng/kg zivé vahy
* 39 g postacujici na vyhubeni lidstva
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Botulismus

Mechanismus uc¢inku toxinu

e Toxin je sloZzen ze dvou fetézcii i it
» Tézky H fetézec . )
Vazba na nervové bunky . \
Zprosttedkovani priniku L fezce do cytoplasmy
» Lehky L fetézec
Zinek-dependentni endopeptidaza

Hydrolyzuje proteiny zodpovédné za transport
vesikul obsahujicich acetylcholin

Dochazi k inhibici uvolnéni acetylcholinu na NH,
presynaptické membrané nervosvalové ploténky

Blokace prenosu vzruchu z nervovych vlaken na
sval

e Paralyza pri¢né pruhovanych svali na periferii
e Postizeni eferentnich cholinergnich nervii \
» Reakce vegetativniho nervového systému =

lehky fetézec (50 kDa)
w
|
w
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ta3ky Fetdzec (100 kDa)

He2

Struktura botulotoxinu


http://www.remedia.cz/Clanky/Prehledy-nazory-diskuse/Botulotoxin-v-lecbe-neurologickych-poruch/6-F-1r9.magarticle.aspx
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nervosvalova ploténka

synapticky vadek

SNARE - Soluble NSF - N-ethyl-maleimide-sensitive factor - Attachment protein REceptor complex
SNAP - Synaptosomol-Associated protein
ACh - Acetylcholin


http://www.remedia.cz/Clanky/Prehledy-nazory-diskuse/Botulotoxin-v-lecbe-neurologickych-poruch/6-F-1r9.magarticle.aspx
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Botulismus

Klinické ptiznaky
e Alimentarni forma
Gastrointestinalni
Nevolnost, zvraceni, bolest biicha
Postizeni hlavovych nervii
Sucho v ustech, dvojité vidéni, ptdza, mydridza, ztizené polykani, porucha
artikulace
Postizeni vegetativnich nervii
Zastaveni peristaltiky vede k zacpe, pozdéji ileus, anurie
Postizeni pfi¢né pruhovanych nervti
Symetricka sestupna paralyza, postiZzeni dychacich sval
- Unava, vy¢erpani
e Ranna forma
« Parézyvyraznéjsi na strané poranéni, GIT ptiznaky zcela chybi
e Kojenecka forma
« Zacpa, celkové neprospivani, Spatny piijem potravy, svalova hypotonie
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Diagnostika

Klinicke priznaky
e Symetrické chabé parézy
e 4D obraz
« diplopie, dysartrie, dysfonie, dysfagie
Anamnéza

e Konzumace podezielé potravy (domaci konzervy,
klobasy, atd.)

e Podani medu u kojencti

 Nitrozilni aplikace drog
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Diagnostika

Mikroskopicky priitkaz
e Gram pozitivni ty¢inky se subtermindlné umisténou sporou
e Neprokazeme tvorbu toxinu

Kultiva¢ni prikaz

e Bakterie vétSinou jiz neni prltomna ve vysetrovanem
materidlu — prikaz toxigenity

Priikaz toxigenity

e Neutralizac¢ni test na mysich
- Material
Ze zbytkl potravy
Zvratky
Stfevni obsah
Krev



Teraple a prevence

Terapie
e Polyvalentni sérum
« Obsahuje antitoxiny A, Ba E
e Symptomaticka léc¢ba
e Chirurgicka revize rany
 Traumaticky botulismus
Prevence
e Dodrzovani zasad pro pripravu potravin
 Tepelnd uprava rizikovych potravin
Podléha povinnému hlaseni



Botulotoxin

Vyuziti
e Lécba blepharospamu

e Lécba chorob s abnormalnim vzestupem svalového
tonusu

e Kosmetické ucely

» Vyuziti pro vyhlazeni vrasek



Clostridium tetani

Zputsobuje tetanus

Produkuje neurotoxin

Termindlné ulozené spory

Tycinky jsou stihlé&jsi

Vyskyt ve stfevech savclt — ptidé sporuluje

Tetanus

e Exogenni zdroj infekce — spory z pady

e Endogenni zdroj infekce — GIT, vagina Ly

e Zavedeno oc¢kovani ; g \
Vstupni branou infekce / Ny “ \l)

e Hlubsi rany / \\ | ’r

* Meéné casto popaleniny, bércove viedy, r - 7

pahyl pupec¢niku, opera¢ni rana, nesterilni | Yy ;] - ;,

vpichy narkomanti \| A,
- g

J

Clostridium tetani — Gramovo barvent



Tetanicky toxin
Tti slozky

e Tetanospasmin
» Zodpovédny za patogenezi onemocnéni

e Tetanolyzin
« Hemolytické ucinky
- Neucastni se na patogenezi tetanu
« Dermonekrotoxicky a leukocidni

e Enzym reninového ucinku
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Tetanospasmin

* Slozen ze dvou
peptidovych fetézcti
retézcu

e Lehkého a

DIAGRAMMATIC REPRESENTATION OF TETANOSPASMIN

® Tezkeho B ERSEREREEREEe R AMINO-TERMINAL DOMAIN
- S : : d lfd l : 2 OFHIEAERMINWCHMN OF HEAVY CHAIN
pO] ene aisulriaic (y mi e Also termed HN.
mustky Weighs about 50 kDa. N impeed
It is responsible for

neuronal binding. membrane translocation.

» Stépi se na
e C-fragment
» Karboxylovy fragment

o B-f, LIGHT CHAIN AN I PRIDOE
= ragment This chain contains one / Links thcchzrly& and light
« Zbytek f fetézce The chain is responsible - Blecoes i e -
navazany na o fetézec | iy ot ' chain.

D Heavy chain (100 kDa)
[_! Light chan (50 kDa)
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Tetanus

Patogeneze
e Pomnozeni Cl. tetani v rané
e Uvolnéni toxinu po autolyze bunék
e Vstiebavani do krve a lymfy
e Resorbovan nervovymi zakonceni
e Transport do CNS
« 7-25cm za 24 hod
e Rozstépeni toxinu na dva fragmenty protedzami

e Prinik aktivni ¢asti pres cytoplasmatickou membranu

 Pfisnizeném pH tvorbou vazbou tézkého fetézce na membranové receptory —
vytvoieni iontového kanalu

e Vazba toxinu na zakonc¢eni motorickych nervili
e Blokuje exkreci inhibi¢nich mediatort

e Glycin

+ Kyselina y-amino-maselna (GABA)
e Tonické krece pricné pruhovaného svalstva
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Tetanus

Klinické ptiznaky

e Inkubacni doba 3-30 dni

e Zavislé na mnozstvi produkovaného toxinu
« Letalita: 10-50 %, novorozenci az 9o %

e Tonické kiece
- Casto bolestivé
« V Case se zvysujici se frekvenci a del$i dobou trvani
o Zvykacich svalti znemoziiuji otevieni ust — trismus
« Mimickych svala - risus sardonicus
« Laryngu a krku vedou k dysfagii a laryngospamu
« Svalt trupu zptisobuje lukovité prohnuti téla - opisthotonus
« Postizeni dychacich svalti vede ke smrti

e Postizeni vegetativniho nervového systému
« ZvySené poceni a teplota

e Komplikace

» Atelektaza Iplic:, pneumonie, svalové ruptury, zlomeniny, srdecni selhani,
poskozeni ledvin (uvolnénim myoglobinu pti rhabdomyolyze)





http://lock-jaw.blogspot.cz/2013/01/opisthotonus-by-sir-charles-bell-1809.html
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Diagnostika

Klinicky obraz
Mikroskopie materialu z rany
» Gram pozitivni ty¢inky s termindlnimi sporami
Kultiva¢ni prikaz
e Anaerobni kultivace 48 hod
e Plazivy rist
Priikaz toxigenity

e Neutraliza¢ni test na mysich



Terapie, prevence, profylaxe

Terapie
e U rozvinuté formy celkova intenzivni péce
« Mpyorelaxancia, podpora dychani
Antitetanicky globulin
Zahajeni aktivni imunizace - tetanicky anatoxin
Chirurgické revize rany
e ATB - penicilin, metronidazol
Prevence

e (Ockovani anatoxinem
« Prvni 3 davky spole¢né do dvou let (odstupem 1-2 mésice)
* 4.davkavi18 mésicich
« 5.davkav s letech
« 6. davka ve 14 letech
» Kazdé1o-15 let preockovani (5-20 let)

Profylaxe
e Radné osetieni véech poranéni
e Podani anatoxinu (vice jak 5 let po o¢kovani)



Immunization coverage with DTP3 vaccines in infants , 2017
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https://www.who.int/images/default-source/maps/global_dtp3_coverage_2017.png?sfvrsn=ee400530_0
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Histotoxicke klostridie

Produkuji toxiny

e Infekce mékkych tkani
- Casto smi$ené polymikrobni infekce

e Prijmova onemocnéni
e U¢inek na buiiky imunitniho systému
e Poskozeni vnitinich organ, které kolonizuji
o Zluénik, déloha
Nejcastéji druhy
* Clostridium perfringens
* Clostridium novyi
e Clostridium septicum

Dalsi druhy

e Clostridium histolyticum
 Clostridium sordelii



Histotoxicke klostridie

Zdroj infekce

e Exogenni
» Ptda (vale¢na poranéni, hromadné nehody)
» Predméty kontaminované sporami
» Potrava
e Endogenni
» Stfeva
Operace v oblasti dutiny bfisni, trazy, apod.
Predispozice
 Prostredi s nizkym oxido-redukénim potencidlem
» Nekrotické tkan€, pritomnost cizich téles
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Histotoxicke klostridie

Klostridiova celulitida (plynata flegmoéna)
e V podkozi mezi svaly
e Inkubacni doba nékolik dni

e Pozvolny zacatek
» Bolest, otok, celkové pfiznaky nemuseji byt vyjadieny

e Zvlastni zapach a traskani pri palpaci



Histotoxicke klostridie

Myonekroza (plynata snét)

Inkubacni doba 6 hod az 4 dny

Proces uvniti svalu (poranéni)

Otok, zprvu bleda kiize dostane bronzovy nadech
Vznikaji buly naplnéné hemoragickou tekutinou
 Neni hnisavy (leukocidni toxiny)

Nasladly zapach z rany

Traskani pii palpaci (tvorba plynu)

« Méné vyrazny nez u celulitidy

Lokalni sifeni infekce

« Béhem nékolika hodin miize postihnout i celou koncetinu
Rychle se zhorsuje celkovy stav pacienta

« Pacient je subfebrilni, zpoceny, apaticky, bledy, s tachykardii a hypotenzi
Prnik do krve a lymfy

« Sepse

Smrt byva zapti¢inéna kardiovaskularnim selhani



Histotoxicke klostridie

Klostridiova enterotoxikdza
e Bez invaze a nekrdzy tkané

e Kontaminovana potrava sporami
» Nezniceni vSech spor kratkym varem

- Rist vegetativnich bunék v chladnouci potravé
e Sporulace bakterii ve stfevech

« Tvorba toxinu
e Poskozeni kartacového lemu enterocytti
e Porucha permeability

» Exkrece vody, iontt do stfevni lumen

e Vodnaty prijjem, kiecovité bolesti bticha, nauzea, subfebrilie



Histotoxicke klostridie

Nekrotizujici enteritida
e Zptisobené B toxinem (CI. perfringens typ C)
» Letalni a nekrotizujici uc¢inek
« Inaktivovan trypsinem
» Hladovéjici pacienti
» Sladké brambory jako inhibitory trypsinu
e Bolest bticha, priijjem, zvraceni, perforace streva

» Umrtnost 50 % neléceny



Histotoxicke klostridie

Diagnostika

e Klinické ptriznaky

e Nalez bublin
« RTG, CT

e Mikroskopie klinické materialu (hnis)
 Gram pozitivni ty¢inky

e Kultivace
« Zdlouhava
» Postizeni mékké tkané - vytér z rany, tkan, exsudat
- Stfevni postizeni - stolice + potrava

e Priikaz toxigenity

 Kultivace na agaru s vaje¢nym zZloutkem
Fosfolipaza srazi vajecny zloutek a vznika zona precipitace — po ptidani
specifického antiséra dochazi k inhibici této precipitace

» Enterotoxin se prokazuje aglutinaci



Histotoxicke klostridie

Terapie
e Chirurgické osetfeni
» Excize poskozené tkané
Casto amputace celych koncetin
 Lze pozorovat celkové poskozeni

Poskozené svaly jsou bledé, nekrvaci, nereaguji na podnét, podobné
varenému masu

e ATB

» Penicilin + clindamycin

» Metronidazol + clindamycin
Stabilizace pacienta

« Podpora obéhu, podani kysliku
Hyperbaricka komora

« Malokdy

 Izolace pacienta



Clostridium perfringens

Nejcastéjsi ptivodce plynaté snéti
Vyskyt
e GIT zvirat, lidi, ptida
Sporuluje ve stievech
Spory ulozené subterminadlné, vydouvaji ty¢inku
Tvori peroxidasu

o Caste¢né aerotolerantni il 22l
4 ’ 14 v o o /‘ ,"\{ \Lr’—-\
Rozdéleni na zdklad¢ tvorby toxinido  “4yw=» 1T~ fg,

/A X
skupina A-E ; < ‘;\2"'1' '/’{t'.\
e Toxin a, B, €, |, enterotoxin Oy oS 7 P
' ﬂ ,' §'§ ‘r ')’\‘,

Clostridium perfringens — Gramovo barveni
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Clostridium difficile

Pritomno u 5 % zdravych dospélych
e Déti a kojenci vyssi vyskyt
Zputsobuje kolitidy
e Produkce toxinti

 Leh¢i forma - prijmové onemocnéni

 Tézsi forma - pseudomembranozni enterokolitida

Velikost bunék je variabilni A SN
: o S
* 0,6 x4-6pum;1-1, 6 x 6-16 um oy ; wt
4 v Sy K7 i o NN\ ”, ' -
Spory uloZeny subtermindlné N g
v ' o N . =
e Lehce vydouva bunku x&’.s,‘?:,v} 4 ,\;’,,
M e -~
adyg st

Clostridium difficile - Gramovo barveni
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Clostridium difficile

Predisponujici faktory
e Stfevni dysmikrobie
» ATB terapie - aminopeniciliny, cefalosporiny, linkosamidy;,
fluorochinolony

e Imobilita stieva
» Stav po operaci, léky tlumici peristaltiku, gravidita

e Celkova imobilita
« Dlouhodoby pobyt na ltizku, operace v celkové narkéze

e Porucha slizni¢ni imunity

» Nedostatec¢na tvorba slizni¢nich IgA, karence bilkovin, maligni
tumory, ulcerdzni kolitida

o Vyssi vék



Clostridium difficile
Patogeneze

e Produkce toxini A a B

« Uvolnéni toxint do prostifedi po rozpadu bunék
 Toxin A poskozuje bunky stfevniho epitelu

Kumulace tekutin ve stievé — vodnaté (hemoragické) prijmy

Poskozuje bunky imunitniho systému — zanét stfevni sliznice
« Toxin B zplisobuje nekrézu bunék

Vznikaji nekrdzy a pablany na povrchu stfevni sliznice
e Soucinnosti obou toxinti vznika pseudomembranoézni kolitida
e Klinicke ptiznaky

« Prijem, bolestivé napéti bricha, meteorismus, oslabeni peristaltiky
(ileus), zvySena teplota (ne vzdy)

» Postupné miize vyustit v toxické megakolon, ruptura stieva



Pseudomembranous colitis

Pseudomembranous colitis



http://www.osel.cz/_clanky_popisky/ctyrifaze.jpeg
http://www.osel.cz/_clanky_popisky/ctyrifaze.jpeg

Diagnostika

Koloskopie
o Zanétliva sliznice s bélavymi pablanami
Gl
 Dilatace stfevnich klicek, zanétlivé rozsiteni stfevni stény
Kultivace stolice
e Naroc¢na a dlouha kultivace - bézné se neprovadi
Prtikaz toxinu
e Latexova aglutinace

e ELISA c

e Rychlé imunochromatografickeé testy

e Priikaz cytotoxicity na tkanovych kulturach a £}
neutralizaéni test A ( B Tox

e PCR

C. DIFF COMPLETE

Imunochromatograficky test pro
prikaz Ag a Tox Clostridium difficile
ve stolici pacienta
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Terapie

Vysazeni ATB - pokud je to mozZné!
Nahrazeni ATB - zacilit Ié¢cbu ATB s uzsim spektrem
ucinku
Soucasna lécba ATB
e Prvni epizoda ¢i prvni rekurence
 Lehka a stfedné lehka forma - metronidazol
 Tézka forma - vankomycin/metronidazol + vankomycin

e Druhd rekurence, prvni rekurence s pritomnosti rizikovych
faktort

« Vankomycin/metronidazol + vankomycin

» Po10-14 dni ndsledné podavani vankomycinu v sestupném davkovani
e Toxické megakolon

» Vankomycin (klyzmata) + metronidazol
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Teraple a prevence

Syptomaticka lécba
e Rehydratace, koliticka dieta, popt. parenterdlni vyziva
e Vysazeni lékti tlumici peristaltiku
[zola¢ni rezim pacienta!
e Omyvani predmét@ sporocidnimi latkami
Prevence
e Cilena ATB terapie
e Podani prebiotik a probiotik



Déekuji za pozornostt

CLOGTR‘D‘U M D|FF|C|LE |NFECT|ON FEVER, CRAMPY ABDOMINAL PAIN, DIARRHEA 3

MOST COMMON
INFECTIOUS CAUSE
OF NOSOCOMIAL
DIARRHEA

C. DIFFICILE CONTAINS ENDOSPORES THAT
CAN SURVIVE THE ACIDITY OF THE STOMACH C. DIFFICILE FLOURIGHES
AND REACH THE LARGE INTESTINE WITHIN THE COLON

¢3HBEVIq

TOXINGA & B

) CAUSE MUCOSAL ‘
; w /DAMAGE | O@' | &

W, s/ PSEUDOMEMBRANOUS COLITIS:

U.

vnth ot YELLOWISH PLAQUES FORM q
s » OVER DAMAGED EPITHELIUM

THE NORMAL GUT FLORA IS ALTERED
BY BROAD-SPECTRUM ANTIBIOTICS, MOST
NOTABLY CLINDAMYCIN, CEPHALOSPORINS,
AMPICILLIN, AMOXICILLIN, AND
FLUOROQUINOLONES
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