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ABSTRAKT

Alimentarni onemocnéni a bezpecnost potravin jsou v soucasnosti velmi diskutovanym
tématem vzhledem k pfitomnosti patogennich mikroorganismi. Tato prace se zamétuje
konkrétné na bakterie rodu Clostridium, nejznaméjsi zastupce z hlediska otrav z potravin,
jejich morfologii, vlastnosti, vyskyt v potravinach, jejich patogenitu a ptisobeni na lidsky

organismus. Zabyva se také preventivnimi opatfenimi v boji proti témto patogentim.

Kli¢ova slova: Clostridium, vlastnosti, alimentarni onemocnéni, rizikové potraviny, botulo-

toxin, prevence

ABSTRACT

Foodborne disease and food safety are currently widely discussed topic due to the presence
of pathogenic microorganisms. This paper focuses specifically on bacteria of the genus
Clostridium, the most famous representative in terms of food poisoning, their morphology,
properties, occurrence in food, pathogenicity and their effects on the human organism. It

also discusses preventive measures in the fight against these pathogens.

Keywords: Clostridium, properties, foodborne diseases, risk foods, botulotoxin, prevention
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UvVOoD

Bakterie rodu Clostridium jsou anaerobni sporotvorné mikroorganismy tycinkovitého tva-
ru. Byly popsany v roce 1880 polskym mikrobiologem Adamem Prazmowskim (¥1853 —
11920). Tento rod bakterii produkuje toxiny, které jsou nebezpecné jak pro ¢lovéka, tak i

pro ostatni zivo€ichy. Nej€astéji dochédzi k ochrnutim nervli nebo je znicena svalova tkan.

V piirod¢ se klostridie vyskytuji pfedevsim v ptdé, odtud potom mohou piejit do oteviené
rany jako to je v pripad¢é Clostridium tetani. Spory klostridii kontaminuji také potraviny a
vyvolavaji tak alimentarni onemocnéni. Jako ptiklad druhu vyvolavajici infekci z potravin
mize byt uvedeno Clostridium perfringens, jehoz toxiny zptsobuji benigni otravy, ale i
zavaznou nekrotizujici enteritidu. NejzndméjSim a nejobavanéjSim zastupcem tohoto rodu
je Clostridium botulinum, které produkuje botulotoxin, tzv. klobasovy jed a nejsilngjsi bak-
terialni jed vibec. Toxin muze proniknout do téla nékolika cestami a vyvolat v organismu

onemocnéni zvané botulismus. Nejcastéjsi je smiSend otrava z kontaminovanych potravin,

vétSinou podomacku vyrabénych zeleninovych a masovych konzerv.

Ostatni druhy klostridii produkuji histotoxiny, které zplsobuji myonekrézy, prajmy a
pseudomembrandzni enterokolitidy. Tyto nemoci jsou pomérné snadno 1é¢itelné pii dodr-
zovani hygienickych pravidel. Proto se vyskytuji nejéastéji v oblastech s nedostate¢nymi

hygienickymi navyky.
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1 ALIMENTARNI INTOXIKACE

Alimentarni intoxikaci je onemocnéni vyvolané toxickymi latkami, které jsou obsazeny v

potravinach. Existuji intoxikace (otravy) vyvolané: [1].

e bakterialnimi toxiny (enterotoxikozy, botulismus),

e chemickymi jedy (té¢zkymi kovy, toxiny zivotniho prostiedi),

e piirodnimi toxiny obsazenymi napf. v houbach (mycetismus), v namelu (ergotis-
mus),

e mrtvolnymi jedy (ptomainismus)

Alimentarni nédkazy a intoxikace vznikaji v souvislosti s pfijmem potravy a tekutin, které
byly napadeny mikroorganismy. Patii sem Siroka skala infekénich onemocnéni a otrav, kdy
choroboplodné zarodky pronikaji do lidského organismu Usty a nachazeji se pak zejména v
travicim ustroji. Vylucuji se stolici nebo moci. Priibéh a zdvaznost alimentarniho onemoc-
néni ovliviiuje druh a mnozstvi mikroorganismii a také specificka reakce organismu na
vniknuti mikrobu. K pfenosu mikroorganismt muze dojit dvéma zpisoby: primarnim nebo
sekundérnim. Primdrni nakaza znamend, Ze se mikroorganismy vyskytuji v suroviné nebo
ve vod¢, kterou pouzivame k ptipravé pokrmi. Jde zejména o maso a vejce, obsahujici
mikroorganismy z nakazenych zvifat. Sekundarni nakaza vznika pfenesenim choroboplod-
nych zarodkl na potravinu béhem zpracovani, skladovani a distribuce. Nejcastéji vznika
kiizenim cistého a necistého provozu (kontaminované kuchyniska prkénka, nastroje, nado-
bi, noze, chladnicky, ruce). Je tifeba zajistit, aby se potraviny, které jsou jiz urceny ke kon-
zumaci a nebudou se déle tepelné zpracovavat, nesetkaly se syrovymi surovinami. Alimen-

tarni onemocnéni se vyskytuji bud’ ojedinéle nebo v mensich ¢i vétsich epidemiich. [2].

Epidemiologicky rizikovymi potravinami jsou potraviny uréené k piimé spotiebé podle § 1

a 2 Vyhlasky MZ ¢. 296/1997 Sb. zejména vyrobky které neprosly tepelnou tipravou: [3].
1. masné vyrobky (napf. uzené studenym koutem, cajovky, tatarské bifteky)

2. ryby a ostatni vodni Zivocichové a vyrobky z nich (zchlazené usttice, Sushi, krevety,

suSené ryby, marinované ryby)
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- nebo maji charakter lahtdkafského vyrobku (nepravy losos, rybi salat nebo salat

Z vodnich zivoc¢icht

3. mléko a mlé¢né vyrobky (véetn¢ koziho a ovc¢iho) - pfirodni nezrajici nebo tvarohové

syry, pomazanky, pribinacky, budapest’'ské pomazanky
4. vyrobky urcéené pro kojeneckou a détskou vyZivu
5. balené vody - kojenecke a stolni vody, piirodni mineralni vody a balené pitné vody

Alimentarni onemocnéni se vyskytuji bud’ ojedin€le nebo v mensich ¢i vétsich epidemiich.
Ke vzniku alimentdrnich onemocnéni pfispiva cestovani, tdbofeni, hromadné akce jako

jsou svatby, promoce, rizné domaci hostiny, zabijacky [2].

1.1 Podminky ovliviiujici vyskyt alimentarnich onemocnéni

Po 2. svétové valce doslo v priimysloveé vyspélych zemich k vyraznému snizovani vyskytu
infekEnich nemoci. Vymizel u nés zaSkrt, biisni tyfus a paratyfus, cerny kaSel, spalnicky,
détska obrna atd. Bylo to dano zvySenim Zivotni urovné obyvatelstva, zlepSenim hygienic-
kych a socidlnich podminek. OvSem tato onemocnéni byla nahrazena jinymi, jako napf.

pneumokokové nakazy, spala, AIDS nebo borelidza [3,4].

Pocet otrav z potravin stoupa jak ve vyspélych zemich, tak i v zemich tfetiho svéta. V né-
kolika poslednich desetiletich se zacaly intenzivnéji projevovat nékteré faktory, které

ovliviuji ¢ast&jsi vyskyt alimentarnich nakaz: [3,4]. Jsou to:
1. ZvysSujici se pocet obyvatel na planeté a nutnost zajistit jejich obzivu
2. Zvysujici se turisticky ruch, riziko pfenosu chorob
3. Vazrustajici mezinarodni obchod se surovinami a potravinami
4. Znecistovani zivotniho prostiedi a s tim spojend kontaminace potravin
5. Rozsahlé pouzivani antibiotik, rozvoj rezistence

6. Vzristajici sortiment potravindiskych vyrobki, rozvoj vyroby potravin urc¢enych

Kk rychlé upravé a spotiebé
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1.2 Bakterialni toxiny

Bakteridlni toxiny byly objeveny v 19. stoleti. Patii mezi nejsilnéji pusobicimi toxiny
Vv piirod¢ viibec. Klobasovy jed (botulotoxin) a tetanotoxin jsou nejsilngji pisobicimi toxi-
ny, proto jsou oznacované jako ,,supertoxiny*. Toxiny jsou uvoliiovany do potravin béhem

rastu bakterii v kontaminované potraving [5].
V této problematice se rozlisuji endotoxiny a exotoxiny.

Endotoxiny jsou méné termorezistentni lipopolysacharidy, které jsou pfirozenou soucasti
bunécéné stény gramnegativnich bakterii a jsou tvotfeny jednou polysacharidovou ¢asti a
jednou ¢asti lipidovou. Po odumfeni jejich bunék v Zaludku konzumenta se endotoxiny
jmy, zvraceni, zvySeni teploty, pokles krevniho tlaku a dalsi symptomy. Exotoxiny jsou
proteiny, které se tvoii a uvoliluji z bunky uz v potraviné, kde se ptislusné bakterie roz-
mnozili nebo v Zaludku konzumenta po pozieni kontaminované potraviny. Mistem piisO-
beni vétSiny exotoxinil jsou stieva, proto v této souvislosti hovotfime o enterotoxinech. Vy-
jimku tvofi pouze toxin Clostridium botulinum, ktery je neurotoxinem. Az na toxiny Sta-

phylococcus aureus a enterotoxiny patogennich Escherichia coli jsou termolabilni [6].

Do organismu se toxiny bakterii dostavaji pozienim kontaminované potraviny. Toxiny,
které poSkozuji bunky stfeva a u postizeného jedince vyvolavaji prijmy a zvraceni, jsou
oznacovany jako tzv. enterotoxiny. Onemocnéni se pak nazyva enterotoxikoza. Produkce
toxintl je u téchto bakterii spojena s jejich prechodem z ,,aktivni* formy (tzv. vegetativni)

na formu ,,spici® (tzv. spory) [5].

Jiné typy toxinll zasahuji pfedev§im nervové buiiky (tzv. neurotoxiny). K t€mto toxiniim
patii jiz zminovany botulotoxin a tetanotoXin [5]. Pichled jednotlivych typa toxikdz je

uveden v Tab. 1.
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Tab. 1. Typy toxikoz [6].

Puvodci enterotoxikoz

Bacillus cereus, Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus, Clostridium perf-

ringens, Clostridium difficile, toxin A

Puvodci neurotoxikédz

Clostridium  botulinum, Clostridium

tetani

Ptivodci myotoxikoz

Clostridium histolyticum, Clostridium

novyi, Clostridium septicum

Piivodci cytotoxikoz

Clostridium difficile, toxin B
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2 ROD CLOSTRIDIUM

Pojmem Clostridium oznacujeme velky a velmi vyznamny rod mikroorganismu, ktery se
vyznacuje svou citlivosti ke kysliku a schopnosti tvofit klidova stadia — spory. Klostridie
jsou obligatné anaerobni. Kyslik inhibuje riist a po 5-10 minutach dochazi k usmrceni ve-
getativnich bunc¢k. Nékteré druhy jsou ke kysliku méné citlivé a za omezeného piistupu
vzduchu jsou schopny se pomalym zplisobem rozmnozovat. Nékteré druhy maji proteoly-
tické a sacharolytické ucinky (jsou schopny s§tépit i celulozu), nekteré fixuji vzdusny kyslik.
Pfi anaerobni oxidaci tak dochdzi ke tvorbé plynu, ktery ma neptiznivy dopad napft.
v syrafském primyslu. Vegetativni formy maji vétSinou tvar ty¢inek, z hlediska Gramova
barveni je oznaCujeme jako grampozitivni (G+). Z velké €asti jsou to saprofytické bakterie,
pro ¢lovéka maji vyznam jako producenti hospodaisky dulezitych metabolitli (vyroba octa,
nékterych enzymd...). Nékolik druht tohoto rodu je vSak schopno vyvolat u zvitat a lidi
onemocnéni svou schopnosti produkovat toxiny. VéEtSinou jsou tato onemocnéni nesluci-

telna se zivotem [7].

2.1 Morfologie

Vegetativni formy klostridii maji ty¢inkovity, protahly tvar, ty¢inky jsou vétSinou rovné,
mohou byt ale také zahnuté, usporadani je specifické pro jednotlivé druhy. Nékteré druhy
tohoto rodu jsou pohyblivé diky peritrichalnimu bi¢iku, u nékterych druht je pohyb zachy-

cen pouze u mladych kultur, nékteré druhy bicik nemaji, tudiz se nepohybuyji [7].

Spory klostridii (Obr. 1.), jsou klidové, nemnozici se formy, jimz ochranu pied nepfizni-
vymi podminkami (vyschnuti, zafeni, dezinfek¢ni latky...) zajiStuji obaly. Spory se od
vegetativnich forem lisi slozenim, krom¢ vegetativnich antigend maji i své vlastni, stejné
tak je ve sporach voda pevné vazana ve slou¢eninach. Spory jsou ovalné, jsou uloZzeny sub-
terminalné nebo i terminalné, vétsinou tyCinku vydouvaji. Pohotovost tvofit spory se u jed-
notlivych druhii 1 zastupcii téhoz druhu lisi a Casto zavisi na prostiedi, ve kterém se vegeta-

tivni buniky nachazi (ve stfeve je obvykle sporulace vydatnd) [7].

Povrch klostridii je pokryt rGznorodymi antigeny, které umoziuji sérologické rozliSeni
kment t€hoz druhu a jeho identifikaci. Cytoplazma obsahuje velké mnozstvi volnych bil-
kovin a nachazi se v ni jak bakteriofagy, tak plazmidy, které koduji n¢které toxiny. Plazmi-

dicky je kdédovana rezistence vic¢i nékterym antibiotikim [7].
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Cortex

Inner spore Germ cell wall

coat

Outer spore
coat

Exosporium

Obr. 1. Vnitrni struktura spory [52]

2.2 Taxonomie

Rod Clostridium je fazen do domény Bacteria, kmene Firmicutes, tfidy Clostridia, fadu
Clostridiales a celedi Clostridiaceae. Tiida obsahuje tii fady a fadu celedi, i kdyz vétsina
zastupcu je fazena taxonomicky v fadu Clostridiales Vsechny druhy klostridii patii do je-

diného rodu Clostridium, jenz v soucasnosti obsahuje pies 80 druhd [7,8].

2.3 Metody identifikace bakterii rodu Clostridium

Bakterie se rozliSuji hlavné podle morfologie a barveni, které slouzi jako pfedbézna kritéria

pro zatazeni neznamého kmene do ptislusné skupiny.

2.3.1 ldentifika¢ni metody

Piimy prikaz pfitomnosti mikroba (kultivace) nebo jeho ¢asti (antigen, DNA).
— Mikroskopické vySetieni

— Kultivaéni vySetieni

— Biochemické testy

— Detekce antigenu
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— Citlivost k ATB

— Detekce DNA

2.3.1.1 Mikroskopické vySetieni
* Svételnd mikroskopie

Nativni (nefixované a nebarvené preparaty) pozorované fazovym kontrastem nebo v zasti-

nu — slouzi jen k popisu zékladni morfologie.

Fixované a barvené preparaty — Gramovo barveni, Ziehl - Nielsenovo barveni.

2.3.1.1.1 Gramovo barveni

Gramovo barveni (Obr. 2.), jez je vyrazem zéakladniho rozdilu ve struktuie bunééné stény, se
tfidi bakterie na grampozitivni bakterie a gramnegativni bakterie. Lze z néj ziskat informaci o
barvitelnosti, velikosti, tvaru a vzajemném uspoiadani bun¢k a v piipadé endospor o jejich
umisténi v bunice. Rozdil mezi obéma skupinami je v tom, ze grampozitivni bakterie po usmr-
ceni a obarveni krystalovou violeti (trifenylmetanové barvivo) a nasledném moteni Lugolovym
roztokem (roztok jodidu draselného), zadrzuji komplex té€chto dvou latek v bunééné sténé a
neodbarvuji se organickymi rozpoustédly, jako je naptiklad aceton. U gramnegativnich bakte-
rii je tento komplex vymyt z bunécné stény. Kdyz se vSak po odbarvovacim procesu pouzije
dalsi barvivo — safranin nebo karbolfuchsin, zbarvi se gramnegativni bakterie rizové a gram-

pozitivni zistanou fialové [9].
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Obr. 2. Gramovo barveni aplikované na bakterie rodu Clostridium [49].

2.3.1.2 Metody kultivace bakterii rodu Clostridium

Bakterie rodu Clostridium patii mezi anaerobni bakterie, coZz znamena, Ze nejsou schopny
rust za pfitomnosti kysliku. Podminkou pro anaerobni kultivaci mikrobi je nizky oxidore-
dukéni potencial kultivaéniho prostiedi, nebot’ u anaerobti neprobihaji pii nevhodném re-
dox potencialu fosforyla¢ni reakce, které jsou nezbytné pro ziskani energie. U striktnich
anaerobu je limitujici potencidl -200 mV, u méné naro¢nych anaerobti se pohybuje v roz-
mezi 0 az +150 mV, kdezto piidy pro aerobni kultivaci maji hodnotu redox-potencialu asi
+300 mV. Redukéniho prostiedi (zaporné hodnoty redox potencialu) dosahujeme v teku-
tych a polotuhych pidach pouzitim Cerstvé ptipravené a rychle ochlazené ptdy, nebo jejim
povaienim po dobu 20 minut a rychlym ochlazenim tésné pted pouzitim, dale ptidavkem
redukujicich chemickych substanci (nejéastéji kyseliny thioglykolové nebo jeji sodné soli,
cysteinu, glukézy, redukovaného zeleza) nebo rozemleté Zivocisné tkané (svalovina, jatra,
mozek). Lze vyuzit 1 pfidani malého mnozstvi agaru (0,1-0,3%), ktery podstatné omezuje
difazi vzdusného kysliku do ptidy. Takto redukované tekuté a polotuhé pidy se chrani pted
oxidaci pfevrstvenim povrchu sterilnim parafinovym olejem. U pevnych (agarovych) pad
pouzivame média Cerstvé pfipravena nebo regenerovana tésné pred pouzitim a inkubujeme

Vv anaerobni nadobé¢ [10].
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Prvnim krokem je zbavit puidu ptitomného kysliku. VéEtsinou se tak déje povarenim. Nasle-
duje velmi rychlé zchlazeni na teplotu 42 °C. Probéhne naockovani zvolenym inokulem,
které se thned zaléva asi 3 az 4 cm hrubou vrstvou sterilniho média nebo sterilnim parafi-
nem (vazelinou ¢i parafinovym olejem) [11].

Tato procedura se nedoporucuje dvakrat opakovat. Pevné pudy k anaerobni kultivaci se
doporucuje mit ulozené v anaerobni atmosféie [12].

Sporotvorné bakterie se mohou ockovat ptimo do horkého média, ¢imz dojde k odstranéni
vegetativnich bun€k. Nasledn¢ dochézi k ochlazeni ve vodni 1dzni. Pro zabranéni proniknu-
ti nezadouciho kysliku dovniti se musi nadoby co nejdiive dobfe uzavtit. Proto je vhodné
pouzivat hermeticky uzaviratelné nadoby [11].

Po naockovani biologickym materialem na kultiva¢ni ptidy pro mikroaerofilni a anaerobni
kultivaci jsou piidy nasledné vloZeny do anaerobniho boxu se smési plyni: 80 % N2, 10 %
COgy, 10 % H,. Vysledky jsou pak hodnoceny za 24 a 48 hodin, ptipadné pro pomaly rist i
déle. Naopak u rychle rostoucich anaerobnich bakterii 1ze identifikace dosdhnout jiz tieti

den po naockovani biologického materialu [13].

2.3.1.3 Biochemické metody

Tyto postupy jsou zaloZeny na schopnosti bakterii metabolizovat rizné substraty, vétSina
bakterii umi zpracovat pouze konkrétni substraty a kombinace substratii typicka pro bakte-
rii pak tvofi jeji biochemicky profil.

Pro biochemické stanoveni bakterii rodu Clostridium se vyuzivaji komeréné vyrabéné tes-
tové sady, napiiklad ANAEROtest 23 (Erba Lachema). U Clostridium perfringens je také
stanovovana tvorba lecithinazy, fermentace uhlohydratii nebo extracelularni proteazy.

Pro biochemické stanoveni jsou také dilezité diagnostické ptidy uréené pro anaerobni bak-

terie (viz. kultiva¢ni pady) [14,15,16].

2.3.1.4 Detekce antigenii

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je metoda, kdy je enzymaticky znacena
specificka protilatka (Ab) vazana na vhodny povrch (mikrotitraéni desticka na Obr. 3). Za
pfitomnosti antigenu (Ag specifické bakterie) vznikd komplex Ag - Ab. Ten je mozné de-

tekovat bud’ pfimo spektrofotometricky, nebo vizualizovat konjugatem [17].
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ELISA je obvykle nejvice aplikovanym imunologickym formatem pro detekci toxinu
Clostridium botulinum. Toxin ve vzorku se vaze na pevnou testovaci matrici, ktera zachy-
tava protilatky proti jednomu nebo vice toxinim (sandwich ELISA). Druha protilatka slou-
zi jako vazebné misto pro toxin a antitoxinova molekula nese enzym, ktery slouzi ke Stépe-
ni substratu (napf. alkalicka fosfataza). Citlivost komer¢nich ELISA testi je asi 10 — 100x

mens$i, nez pokusy na mySich [18].
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Obr. 3. Mikrotitracni desticka [17]

2.3.1.5 Citlivost k antibiotikiim

Diskova diftizni metoda (Kirby - Baueriyv test)

Nejcastéjsi metoda.Je zde vyuzivano agarového média v Petriho misce — Mueller - Hinton
agaru, Pro vySetfeni grampozitivnich bakterii (Clostridium) je do agaru ptidavana ovci
krev, zatimco pro testovani gramnegativnich bakterii zlistdvd médium nezménéno. Antibio-
tikum difunduje z disku poloZzeného na povrch naockované agarové piidy. Hodnoceni pro-
biha na zékladé méfeni velikosti inhibi¢nich z6n s naslednym porovnanim s referen¢nimi

hodnotami (Obr. 4.).

Testovany kmen je na ATB citlivy: tzn. ATB difundujici z disku zastavi rtst bakterialniho
kmene a dojde k vytvofeni inhibi¢ni zony. Je vSak nutné vSak potieba vychazet z referenc-

nich hodnot [19].

1 Velikost inhibi¢ni zony je mensi nez referencni rozmezi = bakterie je k ATB rezistent-

ni.
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2 Velikost inhibi¢ni zony je vétsi (prekracuje) referencni rozmezi = bakterie je na ATB

citliva.
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Obr. 4. Interpretace diskové difiizni metody [19].

Minimalni inhibi¢ni koncentrace

Kvantitativni vySetieni citlivosti na rizné davky antibiotik urci jeho nejmensi t¢innou kon-
centraci, tzv. minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC). MIC vyjadiuje mnozstvi antibiotika
(v g/ml), které potlaci rist kmene péstovaného in vitro. Za citlivy je povazovan kmen, je-
hoz MIC je 2x az 4x mensi nez koncentrace dosahovana terapeuticky v krvi = klinicky bre-
akpoint (seznam téchto klinickych breakpointii pro bakterie rodu Clostridium je uveden na
strance normy EUCAST, pod vyctem breakpointii pro grampozitivni anaeroby). Za re-
zistentni je pak povazovan kmen, jestlize je stupen pomnozeni pfi koncentraci antibiotika
vyrazné vyssi, nez je primeérnd MIC u kment t¢hoz druhu. V tomto ptipad¢ se jedna o zis-
kanou rezistenci. Primarni rezistence vyjadfuje stav, kdy antibiotikum je primarn¢ neucinné

na dany mikrobni druh [19].
E — test

Metoda pro kvantitativni vySetfeni citlivosti k antibiotikiim, jez je kombinaci ptedchozich
dvou metod. E — test (Obr. 5.), je komercné vyrabény plastovy prouzek, chemicky inertni.
Na jedné strané obsahuje exponencialni gradient koncentraci stabilizované antimikrobialni
latky a na stran¢ druhé je vyznacen kod této latky a stupnice odpovidajici 15 fedénim anti-

biotika dvojnasobné geometrickou fadou. Stupnice je dulezita pro odecet MIC [20].
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Obr. 5. Komercné vyrabény E — test [19].

2.3.1.6 Detekce DNA mikroba

Metody detekce DNA mikroba jsou rozdéleny do dvou tsekl. Mezi hybridiza¢ni metody
patii prikaz navdzanim znafenych genovych sond na specifické iseky DNA nebo RNA

[17].

Dale rozliSujeme amplifika¢ni metody, kam je zahrnut prikaz pomnozenim specifickych
usektt DNA a z hlediska stanoveni bakterii rodu Clostridium je vyznamna polymerazova

fetézova reakce PCR nebo metoda RFLP.
2.3.1.6.2 Restrik¢ni metoda RFLP

RFLP (polymorfismus délky §tépnych fragmenttl) je metoda, jejiz podstatou je enzymatic-
ké Stépeni molekul DNA ve specifickém $tépném (restrikénim) misté enzymem. Vzniklé
fragmenty jsou rozdéleny pomoci pulzni gelové elektroforézy a na zakladé jejich velikosti
a poctu jsou sledovany rozdily ve studovanych sekvencich, tzv. polymorfizmy. Vyhodou
této metody je rychlé rozliSeni taxonomickych jednotek a je pouzivana pro determinaci
vysoce ptibuznych druht, napi. diferencuje Clostridium perfringens od ostatnich bakterii

rodu Clostridium [16].
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2.3.1.6.1 Polymerazova fetézova reakce PCR

Tato metoda je zaloZena na vyuziti DNA polymerazy pro opakované kopirovani templato-
vé (vzorové) molekuly DNA. Syntéza je fizena kratkymi oligonukleotidy (primery), které
nasedaji na templatovou DNA na zacatku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy
s jinym vlaknem pivodni dvoufetézcové DNA. PCR je velice citlivd metoda umoziujici
detekce jediné buniky. Mnohonasobné amplifikace je dosazeno opakovanim tii zakladnich

krokt - denaturace, hybridizace a syntézy novych vlaken [17].

2.4 Kaultivacni pady

Ke kultivaci Klostridii slouzi nékolik zivnych ptud. Zde je uveden jejich vycet.

2.4.1 Anaerobic agar AA

Anaerobni agar obsahuje sojovy pepton, pepton z kaseinu, dextrézu, thioglykolat sodny,
sulfoxyformaldehyd sodny a metylenovou modr a slouZi ke stanoveni anaerobnich bakterii.
Pocet kolonii na zivné pidé odpovida poctu bakterialnich kolonii ve zkoumané potraving,

popt. pfislusnému fedéni [21].

2.4.2 Tryptose Cycloserine Agar Base TSC

Slouzi ke stanoveni a kultivaci bakterii Clostridium perfrigens. Kultivace je zalozena na
lecithindzové reakci diky ptidani zloutkové emulze a tvorbé sirovodiku, kterou Ize deteko-
nu ma za nasledek matnou zénu v oblasti vyskytu kolonii, redukce sifi¢itanu pak ¢ernou
barvu kolonii v disledku z¢ernani indikatoru citratu Zelezitoamonného pii reakci se siro-

vodikem [21].

2.4.3 Krevni agar pro stanoveni anaerobnich mikroorganizmii

Ma podobné slozeni jako Blood Agar Base, sklada se tedy ze smési srdcového extraktu,
peptont, NaCl a agaru. Na rozdil od zakladniho krevniho agaru, ma tento agar 5-10 % ob-

sah berani krve [21].
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2.4.4  Zloutkovy agar

Slouzi k identifikaci klostridii (prukaz tvorby lecitinazy a lipazy). Clostridium perfringens

- v okoli kolonie je patrna precipitace [22].

2.5 Metabolismus

Klostridie jsou anaerobni bakterie, jejich citlivost ke kysliku je dana jednotlivymi druhy
bakterii, nikdy se vSak nemnozi pfi kontaktu s kyslikem a normalni atmosférického tlaku.
Ke striktnim anaerobiim patii druh Clostridium haemolyticum, snasejici koncentraci kysli-
ku pouze do 0,5 %, naopak k tolerantn&j$im druhtim patii Clostridium perfringens (do 5
%). V nedavné dobé bylo poukazano na vyskyt druhl extrémné citlivych ke kysliku, ve
stievé mysi a kieckil. Tyto druhy jsou oznacovéany jako EOS (Extreme Oxygen Sensitive) a
snasi koncentraci kysliku pouze do 0,1 %. Lze vSak fict, ze vétSina druhi je stiedn¢ striktné
anaerobni. Podstatou citlivosti klostridii ke kysliku je fakt, Ze nemaji kataldzu, cytochrom,
cytochromoxidéazu, superoxiddismutazu a téméf nulovou peroxidazu. Vzniklé peroxidy a
superoxidy nemohou byt bakterialni bunikou rozloZeny a buiiku otravi. Prostiedi se zépor-
nym oxidoredukénim potencidlem (redukované), naopak umoziuje klostridiim pomnozo-
vat se 1 pii vyS§i koncentraci kysliku. Energii pro Zivotni procesy ziskavaji klostridie
z anaerobni glykolyzy. Nefermentujici klostridie mohou energii ziskavat z tzv. Sticklando-
vy reakce (oxidoredukce mezi dvéma aminokyselinami). Podle toho z jakych substrat
ziskavaji energii, se déli na nékolik druhi: na druhy, které fermentuji sacharidy, na druhy,
které $tépi aminokyseliny z bilkovin a peptontll, na druhy, jez jsou schopny vyuzivat jak
sacharidy, tak proteiny a posledni skupinou jsou druhy, pro néz jsou substratem puriny a
pyrimidiny. Mezi biochemické produkty metabolismu patii jak organické kyseliny, alkoho-
ly, plyny — sirovodik, vodik, amoniak, indol, skatol, enzymy [7].

2.6 Citlivost k antibiotikim

Vsechny druhy klostridii jsou rezistentni na aminoglykosidova antibiotika (napt. Strepto-
mycin). VSechny druhy jsou citlivé k B-laktamovym antibiotikiim, nejvice pak k penicilinu
G. Inhibuji je také cefalosporiny. Vysoky ucinek proti klostridiim ma deoxylinkomycin
nebo clindamycin. Kostridie inhibuji dale tetracykliny, erytromycin a chloramfenikol. Jsou
také citlivé na imidazolové preparaty. Citlivosti k antibiotikiim se 1i8i vice ¢i méné druhem,

tak 1 v ramci jednoho druhu. Byla také zaznamenana rezistence ziskana [7].
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2.7 Patogenita

Klostridie jsou schopny vyvolat tfi typy onemocnéni: neurointoxikace, histointoxikace
(nekrotizujici toxoinfekce mékkych tkani a nitrobfiSnich organti obsahujici svalovinu) a
enterotoxikozy (chorobné procesy, jez se odehravaji ve stievé — prijmy, nekrotizujici ente-

rokolitida) [7].
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3 CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

3.1 Morfologie

Vegetativni buiiky jsou nepohyblivé, ve vétsin€ ptipadi silné, G+ tyCinky, kratké i dlouhé
tyCinky. Nékdy byvaji opouzdiené polysacharidovym obalem. Spory jsou ovalné a bunku

vydouvaji a jsou pomérn¢ termorezistentni [7].

-
"
Enlarged and illominated to

show colony morphobogs

Obr. 6. Kolonie Clostridium perfringens [50].

3.2 Fyziologické vlastnosti

Clostridium perfringens roste nejlépe pii teplot€¢ mezi 43 az 47 °C, muze rast i pii teploté -
12°C 1 pti 50 °C, ale nikdy neroste pii teploté nizsi nez -12 °C. Roste v rozmezi pH 5,5 az
9,0, m4 minimalni hodnotu aktivity vody a roste anaerobné. Miize vSak rust také ve vysoce
acrobnim prostiedi. Bakterialni buniky lze usmrtit horkem, ale spory jsou velmi termore-
zistentni, prezivaji i hodinovy var. Spory jsou inaktivovany chlornany pti hodnoté pH 8,5

nebo pod UV lampou. Clostridium pefringens produkuje 12 toxind, véetné 4 letalnich —
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hemolyzy, proteazy, neuraminidazy a enterotoxin. Otravy potravinami zpusobuji jen ty
kmeny Clostridium perfringens typu A, které tvofi polypeptidovy enterotoxin
s molekulovou hmotnosti 3,5 kDa. Identické exotoxiny produkuji i urcité kmeny typu C a
D. Otrava touto bakterii nastava pii vysokém kontaminovani potraviny Clostridium perfri-

gens, pii koncentraci 10° g~*. Toxin je tvofen pfi sporulaci, kterd ve vét$ing ptipadii pro-

biha az v tenkém stfevé ¢loveéka [7,23].

3.3 Diagnostika

Laboratorni diagnostika Clostridium perfringens v potravinach vyuziva detekci typu toxinu
ptitomného ve vykalech nemocného nebo testy, jenz ur¢i pocet kolonii bakterie ve vyka-
lech. Clostridium perfringens je ¢asto normalni souc¢asti stfevni mikroflory, je k diagnosti-
ce zapotiebi nejméné 106 spor Clostridium perfringens na 1 gram stolice do 48 hodin od

doby, kdy se projevily prvni piiznaky [7].

3.4 Prevence

Potraviny, bézné spojené s infekci jako je hovézi a dribezi maso a omacky, by mély byt
dikladné vareny na teplotu alespon 145 ° C - 165 ° C a pak udrZovana pfi teploté, ktera je
bud’ teplejsi nez 140 ° C nebo chladnéjsi nez 41 °C po tepelném zpracovani. Pokrmy z ma-
sa by mély byt podavany teplé hned po vateni. Zbytky se musi byt ohtivat na teplotu ale-
sponi 165 © C pred podavanim. Zbylé potraviny musi byt udrzovany v chladném prostiedi

[24].

3.5 Hygienicka opatieni

Pravidla spravné hygienické a vyrobni praxe - mikrobiologické pozadavky na potraviny
[25].

Clostridium perfringens nejvyssi mezni hodnota
Potraviny neur¢ené k pfimé spotiebé 10°/ g (ml)
Potraviny urcené k pfimé spotiebé 10%/ g (ml)

Potraviny urcené pro kojeneckou a détskou vyzivu 10?/ g (ml)
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3.6 Clostridium perfringens typu A

3.6.1 Charakteristika

Clostridium perfringens typu A je puvodcem nejcastéjsi klostridiové otravy zptsobené
potravinami. Je popsana jako akutni prijmové onemocnéni s prudkymi kieCemi v bfise, po

kratké inkubacni dobé. (8 — 16 hodin) [26].

3.6.2 Rizikové potraviny

Potravinami, které mohou zpiisobit otravu timto typem bakterie, jsou nejcastéji pokrmy
z hovéziho masa, driibeze a také masové omacky. Nejrozsifenéjsim zdrojem otravy je ma-
so, ale také bezmasa jidla mohou byt kontaminovéana touto bakterii. V takovych piipadech
jsou infek¢énimi agens masové omacky. Otrava z potravin se objevuje zejména v zimnich a
jarnich mésicich. Podle americké studie se spory Clostridium perfringens vyskytovaly v 6
% z celkovych 510 riznych potravin. Vyskyt v potravinach dle této studie je popsan v Tab.
2. [26,27].

Tab. 2. Vyskyt Cl. perfringens v potravinach [27].

Procentualni zastoupeni Druh potraviny
2,7% ZmrazZené potraviny
3,8% Ovoce a zelenina
16,4 % Syrové maso, ryby, dribez
14-24% Teleci, hovézi a vepfové maso

Zkoumané hovézi, teleci a vepfové maso obsahovalo zaruvzdorné endospory, zatimco
vsech 17 vzorkti hodnoceného jehnéc¢iho masa bylo na prukaz Clostridium perfringens
negativni. Bylo prokazano, Ze tepelné zpracovani nedokaze usmrtit tepelné odolné endo-

spory. Pti ochlazovani a opétovném ohtati pokrmu spory kli¢i a rostou [27].

3.6.3 Klinicky obraz a diagnéza

Do nékolika hodin po poziti kontaminované potraviny dochazi k bolestem bticha, ihned

poté k prijmim. Horecka a zvraceni se objevuji vzacné. Diagndza je obtizna, protoze
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Clostridium perfringens se normaln¢ vyskytuje ve stfevni mikroflofe. Tento patogen ma

byt izolovan ze stolice a také ze stravy v mnozstvi 10%/g a musi jit o shodny sérotyp jak

V potraving, tak i ve stolici. Pribéh onemocnéni je benigni a k vyléceni stac¢i doStatecna

rehydratace organismu [26].

3.6.4 Vyskyt

Vyskyt je monitorovan nejcastéji v epidemiich, kdy v jedné epidemii primérné onemocngé-
lo 80 lidi. Pocty hlaSenych epidemii vSak ukazuji jen zlomek skuteéného vyskytu, protoze
fada epidemii prob&hne jako akutni prijmové onemocnéni nejasné etiologie. Laboratorni

prukaz toxinu Cl. perfringens a zachyt mikroba v potravinach neni Casty [26].

Epidemie zavazného onemocnéni s vysokou letalitou vyvolané Cl. perfringens typu C spo-
le¢né s nekrotizujici enteritidou byly hlaseny po II. svétové valce v Némecku a Nové Gui-

nei, od té doby ojedinéle [28].

3.7 Clostridium perfringens typu C

3.7.1 Charakteristika

Clostridium perfringens typu C vyvolava nekrotizujici enteritidu. Toto onemocnéni bylo
poprvé popsano po 2. svétoveé valce v Némecku a v oblasti Nové Guineje. K onemocnéni
dochdzi u hladovéjicich lidi, u pacientil po resekci pankreatu, po resekcei Zaludku, u alkoho-

likd trpici malnutrici [26].

3.7.2 Klinicky obraz

Dochazi k nechutenstvi, zvraceni, bolestem bfticha, objevuji se krvavé fidké stolice, docha-
zi také k toxémii a Soku. Onemocnéni mize mit rychly nebo vlekly pribéh (i nékolik tyd-
nd). Béhem vleklého prubéhu nemoci se mohou vyskytnout komplikace — zanét tenkého

stfeva, peritonitida. Prognéza je vazna, az 50 % postizenych nemoci podléha [26].

3.7.3 Terapie

Je tieba podat hyperimunitni sérum. V pfipadé chirurgickych komplikaci se provadi resek-

ce nekrotické casti stieva [26].
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3.7.4 Nekrotizujici enteritida u kojenci

Nekrotizujici enterokolitida nebo také enteritida je zavazné, Zivot ohrozujici onemocnéni
GIT. Postihuje ve vétsiné pripadii novorozence s porodni hmotnosti pod 1500 g. Onemoc-
néni se projevuje nejcastéji béhem prvnich 10 dnu zivota, k vyskytu ptiznaka obvykle ne-
dochdzi, protoze jejich vyskytu predchéazi zahdjeni peroralniho piijmu potravy. Vyznamnou
roli hraje i1 nevyvinuty imunitni systém novorozenci. Vyskyt NEC u kojenci je 5-10%
Nejvyssi vyskyt je hlasen u déti s porodni hmotnosti pod 1000 g a incidence klesa s rostou-
ci porodni hmotnosti. Jen velmi zifidka se nekrotizujici enteritida vyskytuje u novorozencti

narozenych v terminu [29].

Onemocnéni spociva v poruse stievni sliznice. Ta je naruSena nedostateénym krevnim za-
sobenim, jez je pfesmérovano hlavné k mozku a srdci na tkor napi. kize, ledvin a GIT.
Poskozeni stfeva je rizné, od slizni¢nich zmén (edém, prokrvaceni) po gangren6zni a koa-
gulacni nekrézu celé stény. Onemocnéni mize postihovat jeden tsek stieva, vice useku
anebo muze byt postizeno vice nez 75 % stieva. Onemocnéni se objevuje nejéastéji béhem
prvnich dni po porodu. Dité je apatické, zvraci a ma vzedmuté biicho. Casty je edém biisni
stény s diskoloraci. Stolice miize byt kombinovana s ptitomnosti krve ve stolici.
Lécba zahrnuje nutné ukonceni peroralniho ptijmu, antibiotickou 1é€bu v kombinaci s imu-
noglobuliny. Pti komplikacich nekrézou a perforaci stfeva je nutné chirurgické feseni.
Bylo navrzeno, Ze enteralni podavani probiotik pfed¢asné narozenym détem by mohlo za-

branit infekci a tak predchazet NEC [29,30].
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4 CLOSTRIDIUM DIFFICILE

4.1 Morfologie

Clostridium difficile (Obr. 7.), je grampozitivni tyCinka vyskytujici se ve dvou formach.
Bud’ jako stihla ty¢inka s cylindrickymi sporami, které malo vydouvaji vlastni bakterii ne-

bo jako mohutné tyc¢inky, jejichz spory tyCinku vydouvaji mnohem vice. Ve stievé tato

cvwr

davkem zlucovych soli a zloutku. Spory nejsou tak odolné vici teploté, jako u jinych druhi

[7].

Obr. 7. Kolonie Clostridium difficile [51].

4.2 Fyziologické vlastnosti

Kolonie Clostridium difficile jsou malo pohyblivé. Krevni ani Zloutkovy agar neméni. Na

pudach s vitaminem K a s heminem svétle zelen¢ fluoreskuji [7].

Clostridium difficile kvasi celé spektrum sacharidd, z bilkovin pouze Zelatinu, a to do 48
hodin. Bakterie je vysoce citlivd na vankomycin, ale je odolna vici cefoxitinu a klindamy-
cinu. Genom Clostridium difficile byl jiz kompletné zmapovan. Vegetativni forma bakterie

produkuje dva termolabilni proteinové toxiny: A (enterotoxin) a B (cytotoxin). Toxin
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A zplsobuje hypersekreci tekutin a hemoragicko-zanétlivy proces na sliznici stfeva. Toxin

B odpovida za apoptdzu ovlivnénim aktinového cytoskeletu burnky [31].

4.3 Toxin A

4.3.1 Epidemiologie

Od roku 2002 je v Severni Americe, Evropé a Asii hlasen vyssi vyskyt CDAD (Clostridi-
um difficile associated disease) s mnohem téz8im prib&hem onemocnéni, vyssi letalitou,
tendenci k relapstim, del$i dobou hospitalizace a zvySenymi naklady na terapie. Zpravy
uvadéji onemocnéni CDAD 1 ve skuping lidi, kterd byla diive povazovana za minimalné
ohrozenou, napt. mladsi pacienti, t€hotné Zeny a Zeny po porodu, ambulantni pacienti, pa-
cienti bez anamnézy uzivani antibiotik. Tyto epidemie jsou pievdzné spojeny s infekci
kmenem Clostridium difficile, v literatufe uvadénym jako NAP1 (North American pulsed-
field type 1). Tento kmen je hypertoxigenni, ma schopnost epidemického Sifeni vzhledem k

vétsi odolnosti jeho spor a vysoké rezistenci vuci riznym antibiotikiim [31].

4.3.2 Infek¢ni davka a rizikové faktory

Infekéni davka: VyluCovano je az 10? mikrobt v 1 g stolice. Infek¢éni davka je n€kolik desi-
tek az stovek spor. MiiZze zamofit prostfedi az na celé mésice, v nemocnicich ¢asto ARO,

JIP. Néktera oddéleni maji vysokou kolonizaci (az 57 %) [32].

Rizikovymi faktory jsou pfedevsim antibiotické 1é€ba podavana pred rozvojem onemocné-
ni a potladeni fyziologické mikrofléry. Casty vznik je po linkosamidech, aminopenicili-
nech, cefalosporinech, fluorochinonech. Dale snizeni stfevni motility: operace GIT, ul-
cerdzni kolitis, ileus, imobilizace, gravidita, podavani 1ékt tlumicich peristaltiku Vék nad
60, nejcasteji kolem 80 let. Chronické nemoci, onkologick4d onemocnéni, malnutrice, imu-

nosuprese. Hospitalizace, hemodialyza, stav po narkoze [32].

4.3.3 Patogeneze

Projevuje se ve vétSin€ piipadi jako akutni prijmové onemocnéni, které mtize byt dopro-

vewr

postupné oslabeni stfevni peristaltiky smérem k ileu. U mladSich osob miize byt mirné;si

forma onemocnéni, Casto bez horecek a zvraceni. Byva nevolnost, nechutenstvi, vyCerpani,
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bolestivy pohmat bficha, nékdy vysoky C — reaktivni protein. U starSich nemocnych muize

v Vv

dilataci sttevnich klicek. Ptiznaky klostridiové kolitidy vyvolané toxinem A, uvadi Tab. 3.

[31,33].

Tab. 3. Priznaky kolitidy vyvolané CI. difficile [33].

horecka >38,5 °C

zimnice a tfesavky

hemodynamické nestabilita véetné septického Soku
znamky peritonitidy

paralyticky ileus

leukocytoza > 15 x 10%/1

posun doleva (> 20 % ty¢i v diferencialu leukocytt)
vzestup Kkreatininu v séru (>50 % nad obvyklou hodnotu)
vzestup hladiny laktatu v séru

pseudomembrandzni kolitida zjiSténa koloskopicky

4.3.4 Terapie

U mirné az stfedné zavazné infekce se podava metronidazol 3 x 500 mg p. 0. nebo i. v., po
dobu 10 — 14 dnt. Alternativa 4 x 250 mg. Oralné se dobie vstiebava, do tlustého stieva se
dostane krvi. Infekce zdvazna: ( leukocyty vice nez 15000 ul nebo kreatinin vice nebo ro-

ven jedenapiilnasobek normalu): vankomycin 4 X 125 mg p. 0. na 10 — 14 dna [33].

Ileus: vankomycin 4 x 500 mg + metronidazol 3 x 500 mg i. v., eventualn¢ 4 x 500 mg a

100 ml FR rektalné. Oralné, pokud existuje peristaltika. Dalsi i. v.: imunoglobuliny [33].

Megacolon: vankomycin v klyzmatu 500 mg po 4 hod., soucasné s metronidazolem 500
mg 3 x denné i. v. Subtotalni kolektomie (se zachovanim rekta) je Zivot zachranujicim vy-
konem [33].

4.3.5 VIiv probiotik v prevenci onemocnéni vyvolaného Clostridium difficile

Pii 1écbé sirokospektrymi antibiotiky (napf. po aminopenicilinech, cefalosporinech ¢i chi-
nolonech) se objevuji stievni potize v 5-30 % piipadl. Projevem této postantibiotické
dysmikrobie jsou obvykle prijmy, které mohou mit zavazny az fatalni prabéeh. Pfic¢inou je

nejcastéji kolitida po podani antibiotika, vyvolana toxinem Clostridium difficile [34].
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Analyzou klinickych studii byla prokazana G¢innost nékterych probiotik v ramci prevence i
terapie postantibiotické dysmikrobie. V doporuceni Evropské spole¢nosti pro pediatrickou
gastroenterologii, hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) z roku 2008 se probiotika na zaklad¢
fady klinickych studii, ve kterych byl prokazan jejich vliv na potlaceni patogennich kment
a obnovu fyziologické mikroflory, uvadeji jako ucinny dopln€k k 1écbé akutnich priijmo-
vych onemocnéni. Mezi nejvyznamnéjsi v této problematice patii nékteré kvasinky rodu
Saccharomyces a bakterie rodu Lactobacillus a Bacillus. Rada 1ékait pouZiva bakterie rodu
Lactobacillus pravidelné jako prevenci v boji proti onemocnénim vyvolanym Clostridium
difficile. Pro G¢inek probiotickych kment v pribéhu antibiotické 1éCby je dilezita nejen
jejich Gcinnost, ale také rezistence probiotika vici uzivanym antibiotikiim. Nejvétsimu
zajmu Se t&si bakterie rodi Lactobacillus, jako velmi zajimavé z hlediska mozného vyuziti
v prevenci postantibiotické dysmikrobie. Dale se jako perspektivni jevi bakterie rodu Ba-
cillus, napt. Bacillus subtilis. K vyznamnym probiotikim z této skupiny patii i Bacillus
clausii, ktery patii k nejprobadanéjsim probiotikiim z hlediska rezistence vi¢i antibiotikiim

a nepfenosnosti této rezistence na patogenni mikroorganismy [35,36].
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5 CLOSTRIDIUM BOTULINUM

5.1 Morfologie

Tyc¢inky Clostridium botulinum, maji tvar charakteristicky pro tento rod, jsou kratsi, po-
dosahuje asi 1,6 um. Délka je az 10 um. Spory (Obr. 8.) jsou ovalné a ty¢inku vydouvaji.
Jsou stfedné termorezistentni, ale n€které mohou prezit az nékolikahodinovy var. Rezisten-

ce spor typu E je proti vyraznému teplu, zafeni i pH nizsi [7].

Ij \
Obr. 8. Spory Clostridium botulinum [44].

5.2 Fyziologické vlastnosti

Na krevnim agaru tvoii kruhové, bélavé kolonie obklopené zénou uplné hemolyzy. VSech-
ny typy az na typ G produkuji lipazu. Typ G hydrolyzuje Zelatinu a natravuje masové ¢as-
tecky vlozené do tekuté pady [7].

Clostridium botulinum jsou telurické (ptidni), saprofytické mikroorganismy. Nejsou nor-

malni soucasti strevni mikroflory. Patii mezi tzv. neurotoxické klostridie, které vyvolavaji

otravu nervové soustavy — botulismus [7].
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Pod nazev Clostridium botulinum patti 4 biologicky odlisné skupiny téchto mikroorganis-

mi, jez jsou nositelem neurotoxinu stejnych vlastnosti, ale jiného antigenu [7].

1 skupina: Proteolytické kmeny, které tvoii botulotoxiny typu A, B a F. Zdroje: polokon-
zervy, domdci konzervy (uzeniny, pastiky, vepfové maso, zeleniny, ryby), u typu F domaéci

jatrova pastika. Vnimavymi osobami jsou ¢lovek, kurata, norci, koné, vodni ptaci [7].

2 skupina: Sacharolytické kmeny, tvofici botulotoxiny typu B, E a F. Zdroji botulotoxinu
typu E jsou syrové a zkazené motské plody, nebezpecny je tento toxin jak pro moiskou

faunu, vodni ptaky a lisky, tak pro ¢lovéka. Typy B a F jsou popsany vyse [7].

3 skupina: Botulotoxiny typu C a D. Zdroji botulotoxinu jsou mrsiny, alkalické rybniky,
tlejici rostliny. Vnimavymi druhy jsou hlavné hovézi dobytek a kufata, v ptipad€ botuloto-

xinu C také vodni ptaci a psi [7].

4 skupina: Proteolytické kmeny produkujici botulotoxiny typu G. Hlavnim zdrojem tohoto
typu toxinu je puda a druhy vnimavé k tomuto typu toxinu jsou kromé ¢loveka také prima-

ti, kufata a morcata [7].

5.3 Historie

Prvni zminka o otravé botulotoxinem vzesSla od némeckého bésnika, 1ékate a spisovatele
dr. Justina Christiana Kernera (1786 — 1862). Prvni pfipad, o kterém tehdy Kerner psal,
bylo podivné timrti ¢lovéka po poziti domaci klobéasy. Kerner se domnival, zZe smrt nastala
Z ptemiry mastnych kyselin, které klobasa obsahovala. Otravu pojmenoval botulismus (bo-

tulus — klobasa) [37].

Bakterii Clostridium botulinum poprvé izoloval a jako pivodce botulismu urcil Pierre Ma-
ria van Ermengen, zak Roberta Kocha, v roce 1897. Hermannu Sommerovi se roku 1920
podatilo poprvé izolovat botulotoxin typu A a v roce 1949 byl Burgenem objasnén mecha-

nismus jeho ucinku jako blokaci nervosvalové ploténky [37].

V klinické praxi byl botulotoxin poprvé vyuzit v roce 1981 Alanem Scottem pii 1é€bé stra-
bismu. Koncem minulého stoleti se za¢ina hovofit o moznosti vyuziti botulotoxinu jako
biologické zbran€. Bylo potvrzeno, ze nékteré zem¢é ho mély v minulosti ve své vyzbroji.
Posléze se objevuje informace, ze botulotoxin je pfedmétem zdjmu teroristi a pii vysoké

toxicit¢ jakou botulotoxin ma, nelze toto riziko podcenovat. I ptesto, ze botulotoxin nacha-
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zi v dnesni dob¢ pozitivni uplatnéni v kosmetickém primyslu a medicing, mohl by byt jeho

ucinek zneuzit k vyhlazovani lidi [37].

5.4 Rizikové potraviny

Potencialné nebezpeénymi potravinami jsou zejména kontaminované konzervované vyrob-

ky. Kromé nich sem patii také uzené Sunky, klobasy, salamy, solen¢ a uzené ryby [38].

Mezi dal$i potraviny patii také zelenina s vy$$im pH (kukufice, fazole, mrkev), nckteré
koteni, nakladana cibule, ¢esnek v oleji, nakladané ofechy, arasidy, nedostate¢né vykucha-

né ryby, jogurty nebo vybrané druhy mékkych syru [39].

Byly popsény otravy z riznych domacky pfipravovanych omacek, napt. ze syrovych, bram-
bor pecenych v oleji, z pastiky, klobasy, huspeniny, sekané, mandli, ale také z jahodového
kompotu [2,38,39].

Riziko intoxikace je nejvetsi pfi domaci piipravé masovych nebo zeleninovych konzerv.
Spory, pfitomné na nedostatecn¢ umyté zelenin€ nebo Spatné vyplachnutych stievech zvitat
(domaci zabijacky). Za optimalnich podminek se ze spor vyvinou bakterie Clostridium

botulinum a za¢nou produkovat toxin. Kmeny Cl. botulinum jsou uvedeny v Tab. 4. [28].

Tab. 4. Kmeny CI. botulinum a jejich vlastnosti [27]

Vlastnosti Proteolytické kmeny Neproteolytické kmeny
(A, B, F) (B,E, F)

Obzvlast ohrozené potraviny Typ A: zeleninové a ma- | Typ B: masové vyrobky
sove konzervy Typ E: ryby a rybi vyrobky

Typ F: maso a masové
Typ F: maso a masové | vyrobky

Typ B: masové vyrobky

vyrobky
Minimalni hodnota pH 4.6 50
Minimalni hodnota riistu 10 °C 3°C
Maximalni hodnota ristu 48 °C 45 °C

Priklad rizikové potraviny: Statni zemédelska a potravinarska inspekce (SZPI) natidila
ke dni 31. 10. 2011 okamzité stazeni plnénych bio oliv znacky ,,Bio Gaudiano* (Obr. 9.),

vyrobenych v Italii, z trzni sit¢. Divodem opatieni byl nalez botulotoxinu. Vyrobek byl
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distribuovan i do Ceské republiky, konkrétni kontaminovana $arze ptvodem z Finska, se
vSak do Ceské trzni sité nedostala. Oznameni o pFitomnosti botulotoxinu v tomto druhu
potraviny obdrzela SZPI diky systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF),
ktery spojuje zemé Evropské unie. Potravinaiska inspekce vykonala kontrolu u ¢eského

dovozce a prijala opatieni nutna k ochrané spotiebitela [40].

Obr. 9. Kontaminované bioolivy [40]

5.4.1 Rizikové technologie zpracovani potravin

Z pohledu potravinaiské technologie je dulezitym sdélenim, Ze spory Clostridium botuli-
num jsou velmi odolné, vydrzi nékolikaminutovy var, nékteré pieziji i teplotu 121 °C po
dobu 2 — 3 minut. Pokud pfi tepelném opracovani potravin, které by mohly nebo obsahuji
spory, nedojde k t¢innému putisobeni teploty, at’ z hlediska jeji vySe nebo doby puisobeni,
spory proziji pouze teplotni Sok. Pokles teploty do oblasti pfiznivych pro mnozeni a rist (tj.
pH 4,5 — 8,5, rozmezi teplot 3,3 — 50 °C) ma za nasledek kli¢eni spor, mnozeni klostridia a
produkci botulotoxinu v potravingé. Toxin muze byt inaktivovan varem. Snizeni pH potra-

viny poté, co v ni byl jiz toxin vytvoten, nevede k inaktivaci botulotoxinu [41].

5.5 Dekontaminace

I pres skutecnost, ze je botulotoxin vysoce toxicky, 1ze jej pomérn¢ lehce inaktivovat. Kon-
taminované potraviny, napoje atd. musi byt podrobeny zahievu 85° C minimaln¢ na 5 mi-
nut. Spory jsou mnohem odolnéjsi, ni¢i je az 30 minutovy vafeni pfi teplot¢ 120 ° C. Jed-

nim z dulezitych faktort limitujici rast t€chto mikroorganismi je snizeni vodni aktivity,
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zvyseni obsahu chloridu sodného a uchovavani vyrobki a potravin v chladnu. Dekontami-
nacni G¢inky maji také dusitany. Vyrobky, u nichz se prokazal vyskyt botulotoxinu, musi
byt neprodlené stazeny z prodeje a poslané k laboratornimu zpracovani. Pfedméty napade-
né botulotoxinem jsou dezinfikovany 0,1 % chlornanem sodnym nebo se nechaji na par dni
odleZet. Personal a oSetfujici 1€kar, ktery se stara o pacienta s botulismem, dodrzuje obvyk-

1y rezim prace. Pacienta neni nutné izolovat [39].

5.6 Klinické formy botulismu
1. Alimentarni botulismus — otrava z potravin [7,26,39].

2. Deétsky botulismus — tyka se déti mladsSich nez 1 rok zivota. Toxin napadé travici

systém. Tento typ botulismu je davan do souvislosti s pozitim medu [7,39].

3. Rany botulismus — kontaminace sporami Clostridium botulinum do oteviené rany
[7,39].

5.7 Patogeneze

Mezi prvni ptiznaky otravy botulotoxinem patii postiZzeni hlavovych nervl s charakteristic-
kymi projevy - sucho v ustech, chrapot, potize s polykanim, hypomimie, neostré vidéni atd.
Pokud jde o smiSenou otravu, tj. z potravin, je mozné pozorovat i poruchy travici soustavy

jako nevolnost, zvraceni, zacpa, pozdéji se mize objevit az paralyticky ileus [26,42]

Botulismus probiha jako akutni, nehorecnata a chaba obrna, zacinajici obrnou hlavovych
nervua. Intenzita mize byt rtizna, u rané¢ho botulismu lehka, v jinych pfipadech mize nastat
az tézky komatozni stav s nutnosti umélého dychani. Rychlost vzniku a rozsahu onemoc-
néni zavisi na mnozstvi botulotoxinu v krvi. Neléceni pacienti umiraji na nasledek obrny
dychacich svall, nemoZnosti nddechu z divodu obrny branice a ptidatnych dychacich sva-
Iti. Nemocny trpi uzkosti ze stale zhorSujiciho stavu. Pfi otravé botulotoxinem jde o poru-
chu neuromuskularniho spojeni na nervosvalové ploténce. Pokud pacient onemocnéni pre-
Zije, obrny perifernich nervii zcela vymizi a dojde k upInému uzdraveni. Rekonvalescence

je vsak dlouhd, muze trvat az 6 mésici [26,39].

Pacienti jsou Casto pii védomi, protoze k poskozeni mozku dochazi az tésné pred smrti.

[26].
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Charakteristické symptomy botulismu jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5. Symptomy a priznaky pri alimentdrnim botulismu [39].

Symptomy v % Ptiznaky v %
Unava 77 Zména psychiky 90
Zavraté 51 Ptoza vicek 75
Dvojité vidéni 91 Zuzeni zorného pole 65
Neschopnost zaosteni | 65 Mydriaza, fixace pupil 44
Porucha polykéni 96 Nystagmus 22
Sucho v ustech 93 Obrna licnich nervi 63
Dysartrie 84 Nedostate¢né otevieni st 65
Bolest v krku 54 Omezeni pohybil jazyka 58
Dusnost 60 Slabost rukou 75
Zacpa 73 Slabost nohou 69
Nevolnost a zvraceni 59 — 64 Hyporeflexie, areflexie 40
Prijem a kiece v brise | 1924 Ataxie 17
Parestézie 14

5.7.1 Inkubaéni doba

Inkubaéni doba je 6 az 72 hodin. Stejn€ jako zavaznost onemocnéni je zavisla na velikosti

infekéni davky. V nékterych piipadech je popisovan také rany botulismus, kde je vstupem

poranéni, €1 oteviena rana. Toxin je v takovych piipadech resorbovan z infikované rany.

Inkubacni doba je potom 4 az 14 dni [26,39].

5.8 Toxokinetika a mechanismus ucéinku

Toxin se z kontaminované potraviny uvoliuje jiz v zaludku a je ihned poté absorbovan.

Krevnim obéhem je pak pfenesen na nervova zakonceni periferniho cholinergniho systému,
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kde se vaze na proteinové receptory na motorickych nervovych zakoncenich. Tak dochézi
ke generalizované nervové blokad¢é vlivem zamezeni uvoliovani acetylcholinu na choli-

nergnich zakonc¢enich [43].

Botulotoxin je syntetizovan jako jediny polypeptidovy fetézec s molekulovou hmotnosti
ptiblizné 150 kDa a je slozen z 19 aminokyselin (Obr. 10.). V této formé ma toxin relativné
nizkou u¢innost. Toxin se sklada ze dvou fetézcu: lehkého fetézce (fragmentu A) s moleku-
lovou hmotnosti 50 kDa a tézkého fetézce (fragmentu B), s molekulovou hmotnosti
100kDa. Stejné jako u tetanospasminu zistavaji fetézy spojeny disulfidickymi mustky
[44,45].
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Obr. 10. Struktura botulotoxinu [38]

5.9 Diagnostika

Pro diagnozu botulismu je nutno provést laboratorni vySetieni. K vysetieni se posila asi 30
ml krve, stolice, obsah zaludku a pokud mozno také potraviny podeziela z intoxikace. Krev
musi byt vySetfena pfed poddnim antitoxického séra. K normalnimu prabehu vySetieni pat-

i1 biologicky pokus na mysich, které jsou chranény antitoxinem proti riznym typtim botu-
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lismu. Vysledek je urcen za 6 — 96 hodin. Vzorky stolice, obsahu zaludku a potravin se

anaerobn¢ kultivuji po dobu 7 az 10 dni.

Botulismus lze snadno zaménit s nékterymi onemocnénimi CNS (klistova encefalitida,

poliomyelitida, nékteré intoxikace, mozkové nadory...) [39].

5.10 Terapie

Intoxikace botulotoxinem je urcena dle klinickych pfiznakt, ale také laboratornim vySetie-
nim. K laboratornimu prukazu se uzivaji zbytky potravy, zvratky nebo krev nemocného.
Tam se zjist'uje piitomnost botulotoxinu. Pacient, ktery trpi botulismem je hospitalizovan
na infekénim oddéleni. Zakladem 1é¢by je co nejcasnéjsi podani polyvalentniho antitoxic-
kého séra, které rusi ucinky botulotoxinu na nervosvalové ploténce. V pfipadé mirnéjSiho
pribéhu onemocnéni (Cista otrava, nikoliv smiSend z potravin), se podava strychnin intra-

muskularné po dobu tii dnu [26].

Dulezitou roli hraje také podpurna terapie - zajisténi piivodu tekutin, potravy, podani anti-
biotika. Ty na samotnou otravu botulotoxinem vliv nemaji, zajist'uji vSak ochranu pred
vznikem sekundarni infekce. K rychlejsimu vylouceni bakterii z organismu se mize také
podavat projimadlo nebo klyzma k ocisténi stieva. Jestlize k poziti kontaminované potravy
doslo nékolik hodin pied navstévou lékare, muze také pomoct podani latek vyvolavajicich
zvraceni (emetik), nebo vyplach zaludku. V ptipadé, Ze doslo k obrné dychacich svali, je
nutné postizeného hospitalizovat na jednotce intenzivni péce a zajistit mu umélou podporu
dychani. Nutnost ptipojeni na pfistrojové dychani se posuzuje dle zastoupeni kysliku a oxi-

du uhlic¢itého v krvi [26].

5.11 Prevence

Ptitomnost botulotoxinu v potraveé nelze poznat po vini, ani po chuti. Toxicka latka se také
nemusi vyskytovat v celé napf. konzerve, ale jen v jeji ¢asti. Dilezité je proto dodrzovat
nasledujici pravidla: [42,46]

Disledné cisténi masa, zeleniny, ovoce a ostatnich surovin, které jsou urceny ke konzervo-
vani.

Je nutné dodrzovat osobni hygienu pracovniki manipulujicich s potravinami.
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Pti vyrobé konzerv musi byt dodrzovana sterilizacni teplota a Casy, zvlasté¢ u masovych a

zeleninovych konzerv, jez jsou vyrabény podomacku.

Uskladiiovani konzervovanych potravinaiskych vyrobku pii nizkych teplotach jen po dobu

Minimalni trvanlivosti.
Uchovavat potraviny a jidlo pfi teplotach pod 4 ° C.
Prevarfovat rizikové potraviny, protoze botulotoxin je termolabilni.

Zvysit zdravotni povédomi obyvatelstva o nebezpeci doma pfipravovanych a riznym zpi-

sobem konzervovanych potravin a o nutnosti provafeni konzervy pied konzumaci.

U ran¢ho botulismu uzkostliva Cistota operacnich sali, personalu i pacienta, dodrzovani
hygienickych podminek pii oSetfovani a pfevazovani ran, dirazné dodrzovani sterilizac-

nich a dezinfek¢nich procedur.

5.12 Kojenecky botulismus a med

Prvni ptipad botulismu u kojenct byl objeven v roce 1976 v USA. Ke kojeneckému botu-
lismu dochazi po konzumaci spor Clostridium botulinum. Mikrofléra stieva kojence neni
natolik vyvinuta, aby mohla potlacit jeho rist. Idealni prostiedi pro rist této bakterie tvofi
nekyselé Zalude¢ni $t'avy kojence, télesna teplota a anaerobni prostfedi. Botulotoxin bloku-
je uvolnovani acetylcholinu z nervovych zakonceni a tim zastavuje jejich ¢innost. Sym-

ptomy jsou pak zacpa, apatie, obtize s pfijmem potravy az paralyza (ochrnuti) [47].

S kojeneckym botulismem je spojovan med jako rezervoar Clostridium botulinum. Détem
do 1. roku vé€ku by nemél byt med podavan. Diky vSeobecnému povédomi se med podili

asi jen na 5 % kojeneckého botulismu [47].
Nejvice je kojenecky botulismus rozsiten v USA (vyskyt zaznamenalo 49 stata z 50) [47].

U nas se vyskytly 2 ptipady kojeneckého botulismu. V r. 1979 byl hlaSen ptipad ve Vycho-
doceském kraji (okr. Havlickliv Brod) u Ctyfmési¢niho kojence. Ve stolici byl prokazan
botulotoxin B a bylo izolovano proteolytické Clostridium botulinum. Po 60 denni hospita-
lizaci se klinicky stav ditéte s klasickymi ptiznaky infekce a pocinajici bronchopneumonii

upravil [42].

Druhy ptipad se vyskytl o deset let pozdé€ji, rovnéz ve Vychodoceském kraji, u osmimésic-

niho kojence, ktery na infekci zemiel. Pfi¢inou syndromu nahlého umrti kojence by-
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lo Clostridium botulinum typ B. Jako zdroj infekce byl v anamnéze oznacen med (dudlik
namaceny do medu). V obou piipadech byl infek¢ni ¢initel ovéfen Mezinarodni referenéni

laboratofi v Londyné [42].

5.13 Epidemiologie

5.13.1 Ve svété

Onemocnéni botulismem je rozsifeno po celém svété. Nejcastejsi vyskyt Clostridium botu-
linum typu A hlasi USA, zdrojem intoxikace byva zelenina a ovoce. Clostridium botulinum
typu B ma dominantni postaveni ptedev$im v Evropé a kontaminovanymi potravinami je
maso. Kmeny typu E jsou rozsifeny na Aljasce, v Kanad&, Dansku, franu a v Japonsku a

zdrojem otravy jsou hojné konzumované ryby [39,42,48].

5.13.2 V Ceské republice

V rozmezi let 1960 — 2001 u nas bylo evidovano 102 pfipadd otrav botulotoxinem, z toho
bylo 56 muzt a 27 zen. U 19 osob se nezdatilo dohledat pohlavi. Vysoky vyskyt onemoc-
néni u muzd odbornici vysvétluji, tim, Ze muzi ¢asto konzumuji studenou kuchyni a kon-
zervované potraviny. Piipady byly zaznamenany v produktivnim véku, od 20 — 44 let. Nej-
vys$i vyskyt botulismu byl v kraji Moravskoslezském, Stfedoceském a Jihomoravském

[42,48].
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ZAVER

Otravy z potravin zptusobené rodem Clostridium maji dva vyznamné Cinitele, Clostridum
botulinum a Clostridium perfringens. Clostridium perfringens typu A produkuje enteroto-
xin, ktery vyvolava poruchy traviciho ustroji. Diagnoza je obtiznd, protoze tato bakterie se
normalné vyskytuje v travicim traktu, prib¢h onemocnéni je vSak benigni a 1é¢ba jednodu-
cha. Clostridium perfringens typu C zpusobuje nekrotizujici enterokolitidu, ktera mize byt

v nékterych piipadech i smrtelna.

Onemocnéni botulismus, vyvolané toxinem, jenz produkuje Clostridium botulinum je vel-
mi zadvaznym alimentdrnim onemocnénim. Infekénimi agens jsou nejcastéji podomacku
vyrabéné konzervy a kompoty, ¢astym zdrojem jsou také arasidy ¢i nakladana zelenina. Do
téla se toxin dostava pies gastrointestinalni trakt a odtud do krve a lymfy az k zakonceni
motorickych nervu, kde zplsobi pteruseni vedeni signalu z neuronu na neuron. Botulismus

se 1é¢i podanim séra nebo vakcinami.

Diky prevencim jako je napf. mikrobialni kontrola potravin, eliminovani kontaminace lid-
skym faktorem nebo spravné dodrzovani hygienickych a technologickych postupti, one-
mocnéni zpisobené bakteriemi rodu Clostridium pozvolna klesa. Stale vSak plati, ze toxiny
latka. Pfestoze jsou tyto toxiny pro vnimavé organismy smrtelné, v mensich davkach se

mohou vyuzivat v 1ékafstvi nebo kosmetice.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ARO Anesteziologicko — resuscita¢ni odd€leni
ATB Antibiotika

CDAD Clostridium difficile associated disease
DNA Deoxyribonukleova kyselina

ELISA Enzyme-linked immunoSorbent Assay

ESPGHAN Evropska spole¢nost pro pediatrickou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu

GIT Gastrointestinalni trakt

JIP Jednotka intenzivni péce

MIC Minimalni inhibi¢ni koncentrace

NEC Nekrotizujici enteritida

PCR Polymerase chain reaction

RFLP Restriction fragment length polymorphism

RNA Ribonukleova kyselina
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