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ANOTACE

V této praci je v n€kolika kapitolach popsana bakterie Clostridium tetani. Mezi prvnimi
kapitolami jsou zakladni udaje o taxonomickém zatazeni bakterie do rodu, néco malo o historii
rodu a obecny popis bakterii rodu Clostridium. Dale se prace zamétuje na podrobnéjsi popis C.
tetani jako je jeji morfologie, kultivacni vlastnosti, vyskyt, produkce toxinli, pribch

onemocnéni a jeho 1écba. Soucasti prace jsou konkrétni piipady tetanu a jejich popis.

KLICOVA SLOVA

Clostridium tetani, grampozitivni bakterie, tetanovy toxin, tetanus, svalova kiec¢, ockovani

TITLE

Clostridium tetani

ANNOTATION

In this bachelor thesis, the bacterium Clostridium tetani is described in several
paragraphs. Among the first chapters there is a basic data concerning the taxonomic
classification of the bacterium in the genus, a little about the history of the genus and a general
description of the bacteria of the genus Clostridium. The thesis then focuses on a more detailed
description of C. tetani such as its morphology, culture characteristics, occurrence, toxin
production, disease progression and treatment. The thesis includes specific cases of tetanus and

their description.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

CNS
Da
TCS
AMK
RNA
DNA
TeNT
GC
CDS
WHO
MLD
TTCV
GABA

Centralni nervova soustava

Dalton-atomova hmotnostni jednotka

Dvouslozkovy systém (two-component systems)
Aminokyselina

Ribonukleové kyselina

Deoxyribonukleova kyselina

Tetanovy toxin

Obsah guaninu a cytosinu

Koédujici sekvence

Svétova zdravotni organizace (World health organization)
minimalni letalni davka

Vakcina proti tetanu (Tetanus toxoid-containing vaccination)

Kyselina gama-aminoméselna



UvoD

Clostridium tetani je grampozitivni anaerobni tyc¢inka, ktera je velkd, pohybliva a
vytvaii spory, diky kterym je velice odolna. Jde o vSudypfitomnou bakterii, kterou je mozné
nalézt kdekoli v pid¢. C. tetani produkuje tetanovy toxin a vyvolava onemocnéni zvané tetanus.
Jedna se o nebezpecnou nemoc, kterd postihuje centralni nervovou soustavu a ve veétSiné
zavaznych piipadech konci smrti. V fadé zemi doslo témét k tplnému vymyceni tetanu diky
povinnému ockovéni, ale to neplati pro rozvojové zemé, kde je umrtnost spojena s timto

onemocnénim stale vysoka.

Cilem této prace je seznamit Ctenafe s touto zakefnou nemoci a s bakterii, ktera ji
zpisobuje. Prace se zabyva zakladni morfologickou charakteristikou bakterie, jejim vyskytem,
metabolismem, popisuje produkované toxiny, jejich stavbu a G¢inek na organismus. Déle jsou
zde vyjmenovany formy onemocnéni tetanem, klinické pfiznaky nemoci a 1écba. Jsou zde
popsany biochemické i kultivacni vlastnosti a nékteré metody stanoveni C. tetani a tetanového
toxinu. V zavéru prace jsou podrobné identifikovany a popsany piipady onemocnéni

vyskytujicich se typové u nékterych jedinct.
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1 TAXONOMIE

Taxonomie je védni obor zabyvajici se klasifikaci, nomenklaturou a identifikaci
organismi. Cilem je klasifikovat vSechny skupiny bakterii. Taxonomie se piekryva
s biologickou systematikou, ktera kromé klasifikace studuje obecné principy variability

jednotlivych druhii (Drozd, 2004).

V pribéhu let se taxonomie bakterii stale vyvijela a dochazelo v ni k riznym zméném.
Taxonomické urCovani bylo zaloZzeno hlavné na morfologii bakterii a jejich metabolické
aktivité. Vyznamné bylo a stale je Gramovo barveni, podle kterého rozdélujeme bakterie na
grampozitivni a gramnegativni v zavislosti na slozeni jejich bunééné stény. Podle shodnosti
znak a vlastnosti bakterii rozliSujeme jednotlivé taxonomické skupiny. Zakladnim taxonem
bakterii je druh, zahrnujici rodové a druhové jméno bakterie (Clostridium tetani). Druh je
soubor izolat s nékterymi spoleCnymi vlastnostmi na fenotypové trovni se spoleCnymi
genovymi klustery. Reprezentant kazdého bakteridlniho druhu se nazyva typovy kmen
(Kolatova et al., 2020). Nejvyssi kategorii v taxonomickém systému je doména, které mame

tfi. Je to Archaea, Bacteria a Eukarya (Hurych, Sticha et al., 2020).

Jednou z nejkomplexnéjSich praci v oblasti bakterialni taxonomie je Bergey's Manual

of Systematic Bacteriology (Garrity et al., 2005).

Pro identifikaci nezndmé bakterie se pouzivaji fenotypové charakteristiky (napf.
Gramovo barveni, biochemické a fyzikalni vlastnosti, sérotyp) pfipadné vlastnosti genetické
(napt. specificka sekvence podjednotky 16S ribosomalni RNA), pomoci kterych se neznamy
1zolat srovnava s typovymi kmeny. Prave tyto molekularnégenetické metody znamenaly zménu

v taxonomii bakterii (Kolatova et al., 2020).
Taxonomicky ptehled Clostridium tetani je znazornén v tabulce 1.

Tabulka 1 — Taxonomicky ptehled (Kolarova et al.,2020)

Kmen Tiida Rad Celed’ Rod Druh

Firmicutes | Clostridia | Clostridiales | Clostridiaceae | Clostridium | Clostridium tetani

13



2 HISTORIE

Bakteri rodu Clostridium byly poprvé popsany v roce 1880 Prazmowskim (Andreesen
et al., 1989). Historicky byly do rodu zafazeny vSechny anaerobni grampozitivni ty¢inky
schopné tvofit spory. Rod byl definovan ¢tyfmi vlastnostmi: piitomnost endospor, striktni
anaerobni metabolismus, neschopnost redukovat siran na sifiitan a grampozitivni struktura
bunécné stény. I presto jsou nékteré bakterie Spatné klasifikovany a do rodu jsou zatazeny
napiiklad 1 druhy u kterych vznikaji spory jen vzacné (Clostridium perfringens, Clostridium
ramosum), dale jsem patii 1 n¢které aerotolerantni druhy (Clostridium tertium) nebo bakterie
které¢ se trvale barvi gramnegativni (Clostridium ramosum, Clostridium clostridioforme)

(Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

vvvvvv

nejrozsifenéjSich onemocnéni lidi a obratlovcet, které se vyskytuje jiz vice nez 24 stoleti
(Briiggemann et al., 2003). V roce 1951 zemielo na tetanus v Ceské republice 140 lidi a v 60.
letech 20. stoleti bylo hlaSeno 60-90 pfipadii onemocnéni ro¢né. K vyznamnému poklesu
vyskytu tetanu doslo diky celonarodnimu ockovani dospélych v letech 1974 az 1976 (Narodni

zdravotnicky informacni portal).
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3 ROD CLOSTRIDIUM

3.1 Charakteristika

Clostridia jsou variabilni rody anaerobnich organismu tvofené nejméné 209 druhy a péti
poddruhy (George et al., 2021). Jsou to grampozitivni anaerobni sporulujici ty¢inky. Maji
riznou toleranci ke kysliku, pro nékteré je kyslik velmi toxicky 1 pii nizkych davkach, jiné
mohou byt vici kysliku tolerantni. Ne¢které druhy vytvareji velmi silné a odolné spory, diky
nimz jsou chranény pied fadou fyzikaln€ chemickych vlivil a pieziji i var. Spory byvaji ulozeny
terminalné (napt. C. tetani), subterminalné nebo centralné. U nékterych druht mohou spory
deformovat primér ty¢inky. Maji riznou rychlost rastu, obvykle jde o rychle rostouci mikroby

(Kolétova et al., 2020).

Obrazek 1 — Clostridium tetani (Védecka knihovna fotografii (sciencephoto.com))

3.2 Epidemiologie

Mikrobi jsou vSudyptitomni, vyskytuji se v prostfedi, zejména v ptd¢, kontaminované
zvitecimi a lidskymi vykaly, protoze jsou také soucasti jejich stfevni mikroflory. VétSinou se
jedna o nepatogenni saprofyty, ale n¢které druhy zptisobuji zavazné infekce, které mohou vést
az ke smrti postizeného jedince. Klostridia zplsobuji infekce tkani zplisobené produkci
histolytickych toxint (napt. C. perfringens, C. novyi, C. septicum, C. histolyticum), pisobenim
neurotoxinil postihuji nervovy sytém (napt. C. tetani, C. botulinum), nebo se jedna o stfevni
patogeny (napft. C. difficile). NejCastéji postihuji mékkeé tkané€, rany nebo gastrointestinalni trakt
(Kolétova et al., 2020).
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4 CLOSTRIDIUM TETANI
4.1 Morfologie

C. tetani je velka, pohybliva ty€inka vytvarejici typickou sférickou terminalni sporu,
pfipominajici tvar palicky na buben, coz miZzeme vidét pfi mikroskopickém pozorovani
(Kolatova et al., 2020). V nékterych publikacich se tvar ptirovnava Spendliku s hlavickou,

protoze ty¢inka je rovna a tenka (Hurych, Sticha et al., 2020). Jeji velikost je v rozmezi 0,5 aZ

2 x 2 az 18 um (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

Jak uz bylo zminéno vyse, jedna se o grampozitivni, neinvazivni, anaerobni bakterie
s extrémni citlivosti ke kysliku, a jejich dlouhodobé ptezivani v zevnich podminkach jim

umoziuji velice odolné spory (Kolafova et al., 2020).

Tyc¢inky jsou opatfené peritrichdlné uloZzenymi bi¢iky, diky nimz jsou bakterie

pohyblivé (Hurych, Sticha et al., 2020).

4.2 Vyskyt a epidemiologie

C. tetani je vSudyptitomnd bakterie. Nachdzi se v irodné piid¢ a prechodné kolonizuje
gastrointestinalni trakt mnoha zvifat i lidi (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013). S jejich vykaly
se dostava do pudy, kde diky sporam preZije i desitky let (Hurych, Sticha et al., 2020).
Enviromentalni faktory, jako jsou flod€je a tajfuny, mohou zvysit pocet spor C tetani v pade,

coz potencialné zvysuje riziko nakazy tetanem po piirodnich katastrofach (Thwaites, Beeching,

Newton, 2015).

Vyzkum ptdy ve Spojenych statech ukazal, ze vyskyt C. tetani nesouvisi s zadnym

konkrétnim typem ptdy nebo klimatickym Gzemim (Smith, 1978).

Nemoc spojend s touto bakterii je v mnoha statech relativné vzacna diky vysokému
vyskytu imunity vyvolané vakcinou. Pfipadnymi pacienty jsou pfedevsim starsi lidé s ubyvajici
imunitou. Tetanus je vSak stdle zodpovédny za mnoho umrti v rozvojovych zemich, kde je
ockovani nedostupné. Odhaduje se, ze celosvétove se vyskytuje vice nez 1 milion piipadi
s umrtnosti v rozmezi od 30 % do 50 % a z toho nejméné polovina Gmrti je u novorozencl

(Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).
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4.3 Faktory virulence a antigenni struktury

Kmeny C. tetani 1ze rozliSit podle rozdili ve flagelarnich antigenech a schopnosti
produkovat tetanovy toxin. Sekvenovani genomu odhalilo pfitomnost mnoha faktorti virulence,
véetné tetanolysinu O, hemolysinu a fibronectinu, jakoz i proteinii podilejicich se na vazbé
bunécné stény. Pouze bakterie schopné produkovat tetanovy toxin jsou schopny vyvolat
onemocnéni. Tento toxin je jednim znejsiln€jSich identifikovanych toxint s primérnou

smrtelnou davkou pro ¢loveéka nizsi nez 2-5 ng/kg (Thwaites, Beeching, Newton, 2015).

Dalsim faktorem miize byt napt. morfologické vybaveni bunky, v ptipad¢ C. tetani je

to pouzdro a biciky, ale hlavnim faktorem je produkce toxini (Kolatrova et al., 2020).

4.3.1 Tetanospasmin

Tento tepelné labilni neurotoxin blokuje uvolnéni inhibi¢nich mediatort (glycin,
kyselina gama-aminomaselnd), ¢imz zplsobi zvySeni odpovédi motoneuronti na periferni
podnéty a vyvolava spasmy piiéné pruhovaného svalstva (Hurych, Sticha et al., 2020). Tuto
blokadu inhibi¢nich neurotransmiterti zptisobuje nekonjugativni plazmid pE8S, ktery nese geny
pro tento silny neurotoxin. Pivod tohoto plazmidu je nejasny, protoze velka Cast jeho sekvence
je jedinecnd pro C. tetani. Do CNS se nejcastéji §ifi nervosvalovym spojenim, pronika podél
motorickych nervill, inhibuje uvoliiovani acetylcholinu na nervovych zakoncenich a tim brani
prevodu neuromuskularnich vzruchti (Slany, Sland, 2015). Tato schopnost retrogradné cestovat
uvnitt neuront vedla v posledni dob¢ k zdjmu o tetanovy toxin jako prostfedek mapovani
neuronalnich spojeni, nebo jako prostiedek pro transport terapeutickych latek do CNS

(Thwaites, Beeching, Newton, 2015).

Tetanospasmin je produkovan béhem stacionarni faze ristu a uvolituje se pii lyze bunky.
Jedné se o peptid, ktery vznika jako jednofetézcovy a nasledné se $té€pi do dvou casti, a to
je lehka (A-fetézec) a tézka (B-fetézec) podjednotka. Celkova molekulova hmotnost peptidu je
150 000 Da, z ¢ehoz ma 100 000 Da B-fet€zec a 50 000 Da A-fetézec. Oba fet€zce drzi

pohromad¢ disulfidové vazba a nekovalentni sily (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

Sacharid-vazebnd doména karboxylového konce tézkého fetézce se vaze na specifické
receptory kyseliny sialové (napt. disialogangliosidy) a na pfilehlé glykoproteiny na povrchu
motorickych neuronti. Neporusené molekuly toxinu jsou internalizovany v endozomalnich
vaccich a transportovany axonem do soma neuronu umisténého v miSe. V tomto misté se
endozom okyseli, coZ mé4 za nasledek konformaéni zménu v N-koncové doméné tézkého

fetézce, ktery umozni prichod lehkého fetézce toxinu do cytosolu buinky skrz membranu
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endozomu. Lehky fetézec je zinkova endopeptiddza, kterd Stépi proteiny jadra zapojené do
pfenosu a uvoliiovani neurotransmitert. Vazba toxinu je nevratnd, takze zotaveni zavisi na tom,

zda se vytvofi nova axonalni zakon¢eni (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

4.3.2 Tetanolysin

Je sérologicky ptibuzny streptolysinu O a hemolyzintim produkovanym C. perfringens
a Listeria monocytogenes. Jeho klinicky vyznam je zatim nejasny, protoze je inhibovany

kyslikem a sérovym cholesterolem (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

4.3.3 Regulace a syntéza tetanového toxinu

Regulace je mozné nékolika nasledujicimi zpiisoby.

Prvni moznosti je regulace alternativnim sigma faktorem TetR, ktery se vaZze na RNA
polymerazovy jadrovy enzym, aby zah4jil transkripci genu tetX, ktery koduje tetanovy toxin.
Geny kédujici jak tetanovy toxin, tak i jeho regulator jsou umistény na stejném mega-plazmidu

(Raffestin et al., 2005).

Jednou z dalSich je regulace toxini dvouslozkovymi systémy. Syntéza toxinu je
regulovana komplexni siti TCS. Pro syntézu toxini byly identifikovany dva pozitivni
regulatory TCS a jeden negativni TCS regulator. Prvni pozitivni regulator se nachazi 25 kb
proti proudu tetX na plazmidu, v blizkosti genid kodujicich proteiny vazajici ATP, ale
nevykazuje zddnou homologii u jinych bakterii. Druhy pozitivni regulator TCS je umistén na
chromozomu a je udajné spojen s autolyzou. U téchto dvou pozitivnich regulatorat TCS je
mozné, ze reguluji syntézu toxinli nepiimo, protoze jejich proteiny se nevdzou na promotor
TetR nebo TetX. Kdezto negativni regulator TCS piimo potlacuje syntézu toxinl vazbou na
promotor TetR a TetX. Na zakladé homologie se tento TCS, umistény na chromozomu, podili

na bunécném déleni (Chapeton-Montes et al., 2020).

Regulace také souvisi s faktory virulence a bunéénym délenim. Ukazalo se, Ze syntéza
toxind byla také regulovana pomoci CodY. Tento protein vykazoval vazbu na promotor tetX,
jinak se podili na regulaci toxini a virulence i u jinych grampozitivnich patogennich bakterii.
Zvysuje transkripci tetX, kterd pozitivné reguluje syntézu toxini. Vzhledem k tomu, Zze CodY
reaguje na hladovéni, autofi této studie navrhli, ze tato regulace toxinii by mohla souviset

s nutricnim stresem (Chapeton-Montes et al., 2020). Produkci toxini také ovlivnil pokles
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exprese gend pro povrchovou (bunécnou) adhezi a bicikové geny souvisejici s virulenci

(Orellana et al., 2020).

4.3.4 Produkce a zrani toxin(

Tetanovy toxin je syntetizovan v bakteridlnim cytosolu jako protein fetézce 151kDa
(1315 AMK). Proces zrani toxinu je zndzornén na obrazku 2. Po translaci RNA na protein se
odstrani prvni zbytek methioninu a vytvofii se dva cystein disulfidové mitstky. Tetanovy toxin
se uvolnuje v kultivatnim médiu. Peptidovy fetézec toxinu je pak hydrolyzovan protedzou
v kultivaénim vyvaru, coz vede ke vzniku lehkého a tézkého tetézce (Helting, Parschat,
Engelhardt, 1979). Jedna disulfidova vazba spojuje tézky fetézec s lehkym a dalsi tvofi smycku
na té¢zkém fetézci (Krieglstein et al., 1991). Byly nalezeny tii aktivni protedzy v kultiva¢nim
vyvaru. Jedna znich $tépi toxin sjednim fetézcem, druha hydrolyzuje glycyl-histidin bez
modifikace konformace toxinu a u tieti proteazy nebyla aktivita pfesn¢ identifikovana (Helting

etal., 1977).
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Obrazek 2 — Proces zrani toxinu C. fetani (Garrigues et al., 2022).

4.4 Biochemické a kultivacni vlastnosti C. tetani
Bakterie roste dobfe na krevnim agaru za striktné dodrzenych anaerobnich podminek.
Oproti jinym druhiim maji slabé viditelnou hemolyzu a diky svému pohybu vytvafi na celém

povrchu agaru tenky povlak (Hurych, Sticha et al., 2020).

Rastové médium C. tetani bylo poprvé navrzeno v roce 1942 v laboratoii Mueller and
Miller pomoci harvardského kmene. AZ do roku 1960 se jejich prace soustfedila na zlepSeni

konecéného titru toxinu kultur C. feftani v tomto médiu. Kone¢né Muellerovo a Millerovo
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médium se skladalo hlavné z hydrolyzatu kaseinu (obvykle NZ-Case), glukozy a vitamint.
Dal8i medium bylo vytvofeno vroce 1962 Lathamem, které bylo nazvano Massachusetts
medium a je nejcastéji vyuzivané v laboratotich. Mezi dals$i media patti S6jové a TGY médium

(Latham et al., 1962). Porovnani slozek jednotlivych medii je zobrazeno v ptiloze C.

Pro spravné péstovani C. tetani je dulezité znat optimalni pH. V kontinudlni kultuie bylo
pro produkeci toxinl zjiSténo optimalni pH 7,8. Bylo vSak doporuceno, aby kultivace byla
provadéna pii pH 7,4, protoze vyssi pH vede ke srazeni Zeleza, coz vytvaii Cernou barvu, kterd
narusuje stanoveni biomasy. Pro lepsi pochopeni u¢inku pH byla hodnocena stabilita toxinu pfi

nizsich a vyssich hodnotach pH (Zacharias, Bjorklund, 1968).

V davkovych kulturach neni pH obvykle regulovano. Po¢atecni pH je obvykle v rozmezi
6,8-7,2. Ukézalo se, ze pocatetni pH mélo vliv na fazi autolyzy. Procento lyzy bunck se
snizovalo se zvySujicimi se pocateCnimi hodnotami pH. Autofi ziskali nejlepsi titr toxint (67,5

Lf/ml) pii pocatecnim pH 6,1, coz odpovida konecnému pH 7,75 (Garrigues et al., 2022).

Aby bakterie rostla a produkovala toxin ma urcité nutri¢ni potieby. Ke svému ristu
vyuziva fadu latek jako jsou napf. histidinové a kaseinové peptidy, volné aminokyseliny,

gluko6zu, anorganické slouceniny, mineralni soli a vitaminy (Garrigues et al., 2022).

4.4.1 Spotieba histidinovych peptidd z komplexnich zdrojd aminokyselin

K urceni spotieby AMK uvolnénych pii hydrolyze peptidi byl studovan ucinek
pankreatického digestu kaseinu, ktery byl frakcionovan na tfi ¢asti (kysela, neutralni a zasadita).
Bylo zjisténo, Ze vynechani kterékoli ¢asti eliminovalo produkci toxinu. Produkce toxini byla
také inhibovana, kdyz byla jedna z frakci hydrolyzovana kyselinou. Védci se také dozvédéli,
ze volny histidin nespliiuje pozadavky. Histidin musel byt piitomen ve formé peptidu, jako je
glycyl-histidin nebo acetyl-histidin, aby se zahajila produkce toxinti (Mueller, Miller, 1953).
Dalsi experimenty studovali pouziti syntetickych peptidii, z cehoZ nejucinnéjsi byl glycyl-
histidin, protoZze jeho pouziti produkovalo tolik toxinu jako pouZiti celého pankreatického

digestu kaseinu (Mueller, Miller, 1956).

4.4.2 Spotreba glukézy béhem kultivace C. tetani

Na polosyntetickém médiu kyseliny casamino bylo na ¢tyfech kmenech z laboratofi
University of Kentucky ukéazéano, ze glukéza je pro rist C. fetani nepodstatna a nestimulacni.
Na chemicky definovaném médiu vSak glukéza nebyla pro polovinu kmenti nezbytna, ale

stimulacni pro ostatni kmeny. S vynechanim glukozy vykazovaly dva kmeny normalni riist
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(51% propustnost svétla), zatimco ostatni dva vykazovaly horsi rist (87% propustnost svétla)
(Kaufman, Humphries, 1958). Pfi riistu na komplexnim médiu obsahujicim kasein, kvasnicovy
extrakt a glukézu byla glukdza spotiebovana az po 24 az 30 hodinach. Od tohoto ¢asového
bodu se rust zvysil umérné s piidavkem gluk6ézy v médiu. Pozorovanim fosforylace glukozy v
bezbunééném extraktu pak autofi potvrdili pfitomnost glukokindzy v kmenech C.
tetani Harvard a 45e. Tento jev byl specificky pro glukézu, protoze jiné hex6zy nebyly
ovlivnény (Martinez, Rittenberg, 1959).

V kontinualni kultufe na komplexnim médiu (kmen Harvardova derivatu), bez ohledu
na to, zda byla zménéna rychlost fedéni nebo pocatecni koncentrace glukozy, nebyl v
supernatantu nalezen zadny toxin, dokud nebyla gluk6za zcela spotifebovana. Uvoliovani

toxind pak souviselo s omezenim glukozy (Zacharias, Bjorklund, 1968).

4.4.3 Uinky Zeleza na rist C. tetani

Uloha nékterych ristovych faktora mize zaviset na jinych slozkach. Buiiky v médiu s
nedostatkem Zeleza nebyly schopny fermentovat glukézu. Spotieba glukézy byla
semilogaritmicky imérna obsahu Zeleza a byla odhadnuta prostiednictvim produkce oxidu
uhli¢itého. Bylo navrzeno, ze enzym nebo koenzym gluk6zové dréhy je zavisly na zeleze.
Pozdéji byl tento enzym identifikovan jako pyruvat ferredoxin oxidoreduktdza, obsahujici
shluky FeS, které katalyzuji degradaci pyruvatu na acetyl-CoA (Briiggemann, Gottschalk,
2004). Tento enzym potiebuje oxidovany ferredoxin jako substrat a uvoliiuje ho ve své
redukované formé. Probéhl také experiment s piidavkem glutaminu v komplexnim médiu s
nedostatkem zeleza. To mélo za nasledek stimulovanou produkci oxidu uhli¢itého, blizici se
urovnim produkce pozorovanym v médiu s vysokym obsahem Zzeleza. Pfidani glutaminu by

tedy mohlo ptekonat nedostatek Zeleza (Lerner, Mueller, 1949).

Podle dalsich studii z roku 1943 a 1954 byla na kaseinovém hydrolyzatovém médiu
optimalni koncentrace zeleza 50 mg/l redukovaného zeleza (prasek) nebo 0,3 mg/l FeSOa.
7H20. V obou studiich byl pii koncentracich nad témito hodnotami riist lepsi, ale produkce
toxind se snizila. Rast i produkce toxini byly proto zévislé na obsahu Zeleza (Feeney et al.,

1943; Mueller, Miller, 1954).

4.4.4 Vliv minerdlnich soli na rGst C. tetani
Bylo zjisténo, Ze pro rust C. tetani jsou zapotiebi anorganické soli drasliku, hot¢iku a
fosfati (Mueller et al., 1943). Probéhla fada vyzkumi, kde se ukazalo, ze ptidanim 0,1 g/l

chloridu draselného v kontinualni kultufe v modifikovaném massachusettském médiu
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zdvojnasobilo produkci toxinu v derivatu harvardského kmene. Také zjistili, ze draslik ma
schopnost zvysit propustnost bunééné membrany a pozorovali opaény jev s pfidavkem chloridu

vapenatého, ktery propustnost snizuje (Zacharias, Bjorklund, 1968).

4.4.5 Vitaminy potiebné pro rlst C. tetani

Vitaminy a stopové prvky byly dodévany infuzi hovéziho srdce do Muellerova a
Millerova média pro rast C. fetani. Ukazalo se, Ze infuze hovéziho srdce neni nezbytna pro rast
a produkci toxint. Hovézi srdecni infuze mulze byt UspéSné nahrazena kyselinou

nikotinovou, vitaminem B12 a Zelezem (Latham et al., 1962).

Pro rast harvardskych kment je nutnych téchtol0 vitamini a asimilovany sloucenin,
které¢ se nachézeji v chemicky definovaném médiu: biotin, pantothenat vapenaty, kyselina

listova, kyselina nikotinova, kyselina olejova, riboflavin, pyridoxin, thiamin, adenin a uracil

(Feeney et al., 1943).

4.5 Genomika C. tetani

Na rozdil od botulotoxinti, které vykazuji Sirokou genetickou diverzitu, byl dosud
popsan jenom jeden typ tetanového toxinu (TeNT). Pfedpoklada se, ze kmeny C. tetani vykazuji
omezenou genetickou variabilitu. Predchozi studie provedend pomoci hybridizace DNA
ukazala, ze 10 neurotoxigennich a 3 netoxigenni kmeny C. tetani jsou homogenetické
(Nakamura et al., 1979). Poprvé bylo prokazano, Ze gen tetanového toxinu se nachdzi na
plazmidu velké velikosti a ze pfi ztraté tohoto plazmidu vznikaji netoxigenni kmeny (Finn JR
et al., 1984). Prvni kompletni sekvence genomu toxigenniho kmene byla ur¢ena v roce 2003
(Briiggemann et al., 2003). Genom obsahoval chromozom o velikosti pfiblizn¢ 2,8 Mb a
plazmid kddujici tetanovy toxin o velikosti 74 kb. Jeden dalsi genom byl urcen v roce 2014

(Levy et al., 2014).

4.5.1 Sekvence genomu C. tetani
Identifikace a analyza vSech gent v genomu C. tefani piispéla a dale pfispéje
k pochopeni zmény zivotniho stylu z neSkodné pudni bakterie na potencidlné¢ devastujici

organismus poskozujici neurosystém po proniknuti a infikovani sav¢iho hostitele (Marvaud et

al., 2000).

Sekvenovanim genomu se zabyvala i studie katedry biomediciny Aarhuské univerzity

v Dansku, ktera porovnavala plazmidy kodujici tetanovy toxin u péti kment C. tetani. Jednalo
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se o kmeny E88 a kmen 12124569, které uz byly sekvenovany dfive, a kmeny 184.08, kmen A
a CN655 u kterych provedla sekvenovani sama univerzita. Dosli k zavéru, Ze vSech pét kment
ma plazmid kédujici tetanovy toxin, obsah GC (guaninu a cytosinu), velikost a pocet kodujicich
sekvenci (CDS) se mirn¢ lisi, kromé kmene 12124569, ktery nese vyrazné¢ mensi plazmid
(tabulka 2). Tyto plazmidy obsahuji vysoce konzervované geny nejen pro TeNT ale také TetR
(transkripcni regulator TeNT) a ColT (kolagenédza). Porovnani sekvenci ukazalo, ze plazmidy
kmenii E88 (pE8S8), CN665 (pCN665) a A (pA) jsou si navzajem velmi podbné, jak mizeme
vidét na obrazku 3. A plazmidy kment 184.08 (p184.08) a 12124569 (p12124569) se silné lisi,
coz znadzornuje obrazek 4. Obousmérnd komparace (BIBlast) odhalila miru sekvencéni
divergence. Nékteré geny pE88, pCN655 a pA nejsou pritomny na p184.08 a p12124569,
vcetn€ dvouslozkového systému a ABC transportniho systému. Naproti tomu p184.08 obsahuje
dalsi geny, vcetné restrikéné-modifikaéniho systému typu III, fagové integrazy a

ptedpokladaného transportniho systému rezistence k bacitracinu.

Tabulka 2 — Vlastnosti plazmidl kodujicich tetanovy toxin (Briiggemann et al., 2015).

Nazev plazmidu Velikost Obsah GC (%) CDS
pE88 74,0 kb 24,5 98
P184.08 Cca. 73,0 kb 249 93
pPA Cca. 71,7 kb 24,5 90
pCN655 Cca. 69,6 kb 24,3 90
P12124569 58,4 kb 24,0 77
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Obrazek 3 — Srovnani péti plazmidli na zakladé BiBlastu s referencnim plazmidem
pE88. Modré vnéjsi krouzky znazorituji CDS pE8S a Ctyfi vnitini se tykaji ostatnich plazmid
pCNG655, pA, p12124569 a p184.08. Jednotlivé barvy ukazuji miru podobnosti s referencnim
plazmidem. Cervena-vysoka podobnost; oranzové-stiedni podobnost; Zluta-nizka podobnost;
Seda-absence. Vysoce konzervované geny pro TeNT a kolagenazu jsou znazornény tmaveé

zelenou a azurovou barvou. Dva vnitini kruhy znézoriuji obsah GC (Briiggemann et al., 2015).
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Obréazek 4 — Srovnani péti plazmidi na zakladé BiBlastu s referenénim plazmidem
p184.08. Zelené vnéjsi krouzky znazoriiuji CDS p184.08 a Ctyfi vnitini se tykaji ostatnich
plazmidi p12124569, pE88, pCN655 a pA. Jednotlivé barvy ukazuji miru podobnosti
s referen¢énim plazmidem. Cervena-vysoka podobnost; oranzové-stfedni podobnost; Zluta-
nizkd podobnost; Seda-absence. Vysoce konzervované geny pro TeNT a kolagendzu jsou
znazornény tmavé zelenou a azurovou barvou. Dva vnitini kruhy znézornuji obsah GC

(Briiggemann et al., 2015).

Dnes jiz bylo izolovano 43 kmend C. tetani, zejména z lidskych ran, v riznych
geografickych lokalitach po celém svété (Chapeton-Montes et al., 2020). Kmeny jsou rozdéleny
do dvou hlavnich skupin: Harvardské kmeny odvozené z rodového harvardského kmene (Clade
1A) a kmeny divokého typu izolované z klinickych piipadi (Clades 1B-H a 2). Rodovy
harvardsky kmen byl shromazdén Hygienickou laboratofi americké vetfejné zdravotni sluzby
do konce prvni svétové valky. Tento kmen byl pak distribuovan do laboratoti vyrobct vakcin
od roku 1920 do roku 1950. To vedlo k vyvoji kmena harvardské rodiny, které se vyznacuji
nizkou sporulaci a vysokou produkci toxinil a jsou vhodné pro vyrobu vakcin. Kmeny E88 a
CN655, izolované z harvardské rodiny, se bézné pouzivaji v evropskych laboratofich

(Garrigues et al., 2022).
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4.6 Centralni metabolismus C. tetani

Substraty, které C. tetani nejCastéji pouziva jsou aminokyseliny (AMK), protoze
v genomu bakterie bylo identifikovano mnoho gent pro jejich transport a degradaci (Pfiloha
A). transport AMK se zd4 byt zavisly hlavné na sodiku, vyskytujicim se prostfednictvim
dovozct (Briiggemann, Gottschalk, 2004). Pro lepsi pochopeni, jak byly cesty degradace AMK
exprimovany, byl pouzit ¢asovy komparativni transkriptomicky pfistup. Bylo porovnano
péstovani kmene E88 v komplexnim médiu s péstovanim bez doplnéni péti aminokyselin

(Orellana et al., 2020).

Vzhledem k tomu, ze C. tetani asimiluje mnoho aminokyselin, jeho genom postrada
biosyntetické cesty pro fenylalanin, histidin, izoleucin, lysin, leucin, methionin, tryptofan a
valin, coZ zplsobuje auxotrofii aminokyselin. To je typické pro patogenni bakterie s malymi
genomy, které nevyvijeji cesty pro biosyntézu aminokyselin, protoze ziji v hostiteli (YU et al.,
2009). Krom¢ gentu pro transport a degradaci AMK obsahuje bakterie C. tefani Cetné
extracelularni a intracelularni geny kodujici peptidazu a fosfolipazu. Tato sada peptidaz, které
jsou charakteristické pro patogenni Clostridia, poskytuje bakteriim volné aminokyseliny

(Gonzalez-Pajuelo et al., 2006).

C. tetani fermentuje pouze glukozu jako zdroj cukru. Pti péstovani v komplexnim médiu
bylo zjisténo, ze harvardské kmeny galaktozu, fruktozu, manodzu, maltozu, sacharozu a laktézu
neberou (Martinez, Rittenberg, 1959). C. fetani obsahuje geny kodujici enzymy pro glykolyzu,
transport glukoézy PTS nebo aktivitu symporteru sodiku, ale zadny gen pro degradaci
polysacharidi. Degradace glukdézy a mnoha aminokyselin vede hlavné k tvorb& pyruvata.
V genomu nebyly nalezeny zaddné geny kodujici enzymy citratového cyklu. Pyruvat se
preménuje na acetyl-CoA prostfednictvim pyruvatu ferredoxin oxidoreduktazy. Acetyl-CoA
muze vést ke vzniku acetatu, butyratu, ethanolu nebo butanolu (Briiggemann, Gottschalk,

2004).

Obecnd metabolickd sit’ je nastinéna v pfiloze B. Enzymy zapojené do tohoto
metabolismu jsou popsany ¢islem kddujiciho genu. Jejich funkénost in vivo nebyla prokazana

(Buckel, Barker, 1974).
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4.7 Onemocnéni a patogeneze

,Clostridium tetani je ptuvodcem neuromuskularniho onemocnéni zvaného tetanus*
(Hurych, Sticha et al., 2020). U tetanu rozliujeme tfi formy onemocnéni. Mezi né nalezi
generalizovany, lokalizovany a novorozenecky nebo matefsky tetanus (Murray, Rosenthal,

Pfaller, 2013).

Inkubacéni doba byva 7-14 dni u starSich déti a dospélych, u novorozenci je kratsi
v pruméru 5-7 dni (Thwaites, Beeching, Newton, 2015). Inkuba¢ni doba pfimo souvisi se
vzdalenosti primarni infekce rany od centralniho nervového systému (Murray, Rosenthal,
Pfaller, 2013). Doba inkubace je definovana jako doba mezi kontaminaci rdny a prvnim
pfiznakem a je to obdobi, béhem které¢ho dochdzi k uvoliiovani a transportu toxinu. Doba
nastupu je doba, béhem niz se nasledné vyvinou generalizované svalové kiece (Thwaites,

Beeching, Newton, 2015).

Po prodélani infekce se v téle nevytvoii specifickd imunita, jelikoZ toxin pronikd do
nervovych bunék p#ilis rychle (Hurych, Sticha et al., 2020).
Uvadi se n¢kolik klasifikacnich systémil podle zavaznosti onemocnéni tetanem, z cehoz

nejpouzivanéjsi je systém od spolecnosti Ablett, zndzornény v nasledujici tabulce 3 (Ablett,

1967).

Tabulka 3- Ablett klasifikace zavaznosti tetanu (Ablett, 1967).

Tiida | Prib¢h Klinické rysy

I Mirny Mirny az stfedné zavazny trismus; obecna spasticita; zadné

dychaci rozpaky; zadné kiece; mald nebo zadna dysfagie.

11 Stfedni Mirny trismus; dobfe oznacena tuhost; mirné az stiedné tézke,
ale kratké kiece; mirné respiracni rozpaky se zvysSenou respiracni

frekvenci vyssi nez 30; mirna dysfagie.

1T Tezky Tezky trismus; generalizovana spasticita; reflexni prodlouzené
kiece; zvysila respiracni frekvenci vyssi nez 40; apnoeicka

kouzla; t¢zka dysfagie; tachykardie vétsi nez 120.

v Velmi zavazné | Stupeii I1I a nasilné autonomni poruchy zahrnujici
kardiovaskularni systém. Tézka hypertenze a tachykardie
sttidajici se s relativni hypotenzi a bradykardii, z nichz kazda

muze byt perzistentni.
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4.7.1 Generalizovany tetanus
Generalizovany tetanus je nejcastéjSi forma onemocnéni, pii které dochéazi ke kie¢im
svalli, vCetné¢ svalii dychacich, a tak dochazi k dechové nedostatecnosti s vysokym rizikem

umrti za plného védomi (Kolarova et al., 2020).

Infekce vznika nejcastéji v hluboké a znecisténé rané, kde vzniknou vhodné anaerobni
podminky. Typickym piikladem je réana zplisobend rezavym hiebikem nebo zahradnim
nafadim, do které se dostala zemina nebo jiné necistoty. Vstupni branou muze byt také
chronické poskozeni klize nebo i popaleniny. Do rany se spolecné s cizim télesem dostanou
spory, ze kterych vznikaji buniky produkujici jiz zminéné toxiny, Sifici se do krve nebo lymfy.
Déle se toxiny dostavaji do nervovych zakonceni a jsou transportovany do CNS. Kromé
exogenni cesty existuje ndkaza endogenni, kde je zdrojem spor stfevo nebo vagina (Hurych,

Sticha et al., 2020).

Tetanus ma velmi typicky klinicky obraz. Hlavnim projevem jsou tonické kieCe
s narustajici frekvenci a dobou trvani. Celkovy stav je zavisly na umisténi rany a mnozstvi
produkovaného toxinu. U pacientii miizeme pozorovat fadu symptomd, jako je naptiklad kiec.
Kiece mimického svalstva zptisobuji tzv. sardonicky usmeév (risus sardonicus), dochéazi také ke
kie¢im zvykaciho svalstva (trismus) a poruSe polykéani, laryngospasmus a postizeni
interkostalnich svalt. Dale je postizeno svalstvo zad, bficha a S$ije coz vede k typickému
prohnuti téla ve tvaru luku (opistotonus), zpisobené kontrakci svall trupu, zejména extenzort
patere. (Kolafova et al., 2020). Ovlivnéna je i funkce autonomniho nervového systému, dochézi
k poruse regulace teploty, poceni, slintani a krevni tlak je nestabilni (Hurych, Sticha et al.,

2020).

U mirného tetanu je zachovéana funkce ledvin. Pfi zdvazném onemocnéni je Casta
snizena rychlost glomerularni filtrace a porucha funkce ledvin. Mezi pfi¢iny selhani ledvin patii
dehydratace, sepse, rhabdomyoldza a zmény pratoku krve ledvinami. Selhani ledvin mize byt
oligurické nebo polyurické. Klinicky vyznamna porucha funkce ledvin je spojena s autonomni
nestabilitou a histologie je normalni nebo vykazuje akutni tubuldrni nekrozu (Seedat et al.,

1981).

4.7.2 Lokalizovany tetanus
V ptipadé nizsi davky se muze objevit lokdlni tetanus a svaly jsou postizeny pouze
v oblasti vstupu infekce. Tato forma tetanu se nejcastéji vyskytuje u starSich osob, u kterych

nebyla provedena véas vakcinace, ale jsou ¢aste¢nd imunni (Hurych, Sticha et al., 2020).
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Variantou je cefalicky tetanus, kde je primarnim mistem infekce hlava. U téchto pacienti je
prognéza velmi Spatnd na rozdil od lidi s klasickym lokalizovanym tetanem (Murray,

Rosenthal, Pfaller, 2013).

4.7.3 Novorozenecky tetanus (tetanus neonatorum)

Dalsi formou je tetanus novorozenecky, ktery mtze byt zptisoben infekci pupecéni jizvy
u novorozencu nenaockované matky (Kolafova et al., 2020). U déti se objevuje odmitani
potravy kvili Spatnému otevirani ust v disledku trismu. Dité pfestdva sat a spasmus
obli¢ejovych svali miize vyvolat risus sardonicus. Ruce se Casto seviou, spolu s dorziflexi
nohou a zvySenym svalovym tonusem, ktery piechazi ve ztuhlost a opistotonus. Kiece koncetin
se objevuji brzy, zpoc¢atku jsou vyvolany fyzickymi, sluchovymi nebo zrakovymi podnéty, ale
nakonec se objevuji spontanné (Thwaites, Beeching, Newton, 2015). Po¢ate¢ni infekce pupecni
Sniry, ktera mize byt zpiisobena piestfizenim nesterilnimi nastroji pfi porodu, dale postupuje
a vyvine se v generalizovany tetanus. Umrtnost u kojencii piesahuje 90 % a u pieZivsich jsou
pritomny vyvojové vady (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013). Autofi jedné studie zjistili, ze 20-
40 % osob, které ptezily novorozenecky tetanus, mélo znamky poskozeni mozku, které se
projevilo mikrocefalii a mirnymi neurologickymi, vyvojovymi nebo behavioralnimi problémy.
Komplikace v podobé mozkové obrny, kognitivniho opozdéni a hluchoty byly popsany u 20 %
prezivsich v jedné nigerijské sérii ptipadt (Thwaites, Beeching, Newton, 2015). Jedna se témét

vyhradné o onemocnéni v rozvojovych zemich (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

Vroce 2015 zemielo na tetanus piiblizné 34 000 novorozenci (World health

organization, 2017).

4.7.4 Tetanus souvisejici s potratem

Ve srovnani s tetanem vzniklym pii jinych vstupech ma tento tetanus (tzv. postabortivni
tetanus) vySsi umrtnost. Studie provedené v Bangladési koncem 90. let 20. stoleti naznacily, ze
55 % umrti na tetanus u zen a divek ve véku 10-50 let bylo zptisobeno postabortivnim tetanem.
Narodni udaje ukazaly, ze 35 % Umrti na tetanus v souvislosti s t€hotenstvim bylo zptsobeno
potratem. V rozvojovych zemich dé¢laji tradi¢ni potraty, které bézné zahrnuji rizikové postupy,
jako je zavadéni tyCinek, bylin nebo kofent do délozniho hrdla nebo pouzivani nesterilnich
chirurgickych nastroji, Odhaduje se, ze v roce 2008 doslo k 22 milionim nebezpecnych potratti

(Thwaites, Beeching, Newton, 2015)
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4.7.5 Clostridium tetani ve spojeni s autismem

Védecké studie ukazuji, ze zakladni pticiny ptiznakl autismu pozorovanych u nékterych
jedincti mohou zptisobovat subakutni, chronické tetanické infekce sttevniho traktu. Vyznamné
procento jedinct s autismem mé v anamnéze rozsahlé uzivani antibiotik. Peroralni antibiotika
vyznamn¢ narusuji ochrannou stfevni mikrofloru a vytvateji pfiznivé prostiedi pro kolonizaci
oportunnimi patogeny. Clostridium tetani je vSudypfitomny anaerobni bacil, ktery produkuje
silny neurotoxin. Stfevni kolonizace C. tetani a nésledné uvolniovani neurotoxinii byly
prokézany u laboratornich zvifat, ktera byla krmena vegetativnimi buitkami. Bloudivy nerv je
schopen transportovat neurotoxin tetanu (TeNT) a poskytuje cestu vzestupu ze stfevniho traktu
do CNS. Tato cesta obchazi normalni preferencni vazebna mista TeNT v miSe, a proto ptiznaky
typické infekce tetanu nejsou ziejmé. Jakmile je TeNT v mozku, narusuje uvolilovani
neurotransmitert  proteolytickym Stépenim synaptobrevinu, synaptického membranového
proteinu vezikuly. Tato inhibice uvolfiovani neurotransmiter by vysvétlila Sirokou Skélu
behaviordlnich deficitl zjevnych u autismu. Laboratorni zvifata injekéné podavana do mozku
s TeNT vykazovala mnoho z téchto chovani. Nékteré¢ déti s autismem také prokazaly vyznamné
snizeni stereotypniho chovani pii 1€cbé antimikrobidlnimi latkami u¢innymi proti stfevnim

klostridiim (Bolte, 1998).

4.8 Laboratorni diagnostika

Dtlezitou roli v diagnostice tetanu hraje pfitomnost klinickych ptiznaki. Kvali vysoké
citlivosti ke kysliku je kultivace obtiZzna a je uspéSna pouze u cca 30 % piipadi. Dochazi
k rychlému vyvéazani toxinu na motorické neurony v cilovém mist¢, kviili cemuz byva detekce
z klinického materidlu neuspésna a jeho produkce se ovéiuje u bakterialni kultury (Kolafova et
al., 2020). pokud je organismus ziskan v kultufe, lze produkci toxinu izoldtem potvrdit
tetanovym antitoxinovym neutralizaCnim testem na mysich (Murray, Rosenthal, Pfaller, 2013).

Dal$im z ukazatelt je hlubsi poranéni nebo chybéjici o¢kovani (Hurych, Sticha et al., 2020).

Diagnéza novorozeneckého tetanu zahrnuje porodni asfyxii, hypoglykémii,
hypokalcemickou tetanii a zachvaty. Jen malo stavli skute¢né¢ napodobuje generalizovany

matefsky tetanus (Thwaites, Beeching, Newton, 2015).

Pro detekci lze také pouzit biologicky test, nebo PCR detekci tetanového toxinu
v plazmé nebo v exsudatech z rany, i kdyz jsou ve vétSing zatizeni ziidka dostupné (Thwaites,

Beeching, Newton, 2015).
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4.8.1 Detekce a kvantifikace Clostridium tetani pomoci metody qPCR

Metoda je zaloZena na detekci vybraného genu specifického lokusu. Podstatou zkousky
je Polymerazova fetézova reakce v redlném case. Jedna se o duplexni real-time PCR, kde je do
kazdé reakce pfidana interni amplifika¢ni kontrola, ktera upozorni na faleSn¢ negativni
vysledek v disledku pfitomnosti inhibitort ovliviiujicich pribeh reakce. Pro kvantifikaci se
pouziva kalibrac¢ni kiivka desetindsobnych fedéni gradientu plazmidového konstruktu, do

kterého byl naklonovan amplifikovany fragment (Slany, Sland, 2015).

4.8.2 Flokula¢ni metoda pro detekci toxinu

Historicky se mnozstvi tetanového toxinu vyhodnocuje vizualn€¢ pomoci Ramonovy
flokula¢ni metody. Tato metoda byla nejprve navrzena pro titraci difterického toxinu a nasledné
byla ptfevzata pro tetanovy toxin. Tato titrace spociva v reakci antigenu s protilatkou. Antigen
se nachazi na toxinu a protilatka je antitetanové sérum. Uvedend metoda vyzaduje fadu
standardnich zkumavek pfipravenych se sérem, v némz je koncentrace antitetanové protilatky
dobie znama. Po piidani vzorku se pak ve zkumavce s nejlepSim pomérem mezi toxinem a
sérem objevi bilé vlocky. Pravé prvni zkumavka, ve které dojde k flokulaci, udava titr toxinu
ve vzorku. Pro rychlejsi flokulaci by mély byt zkumavky inkubovany ve vodni lazni pfi teploté
do 45 °C. Titry stanovené Ramonovou metodou se vyjadiuji v Lf/ml supernatantu (kde Lf

znamend mez flokulace) (Ramon, 1923).

4.8.3 Metoda minimalni letalni davky

Jen mélo védcli pouziva minimalni letalni hodnotu davky (MLD / ml supernatantu) k
vyhodnoceni obsahu toxinu a aktivity. Tento test, ¢asto provadény na mysich, spoc¢iva v podani
injekce zifedéného supernatantu zvitratliim, ¢imz se zjisti nejvétsi fedéni spojené se smrti zvifat
a poté je mozné vypocitat jednotky MLD obsazené v jednom vzorku. Pro srovnani, MLD pro
clovéka je 2,5 ng/kg. Metoda MLD pfinesla presnéjsi vysledky. Vzhledem k tomu, Ze vyzaduje

zivoc€isné zdroje a je naro¢na na pracovni silu, tato metoda se ¢asto nepouziva (Gill, 1982).

4.8.4 Enzymoveé vazany imunosorbentovy test

Rutinni test na detekci protiladtek proti tetanu byl popsan Svétovou zdravotnickou
organizaci. Tento test, zaloZeny na imunosorbentnim testu ELISA (capture enzyme-linked
immunosorbent), urcuje  obsah toxoidl tetanu ve vakciné. Postup spociva v
potahovani monoklonalni protilatky na mikrodesti¢kach. Tato protilatka spojuje tézky tetézec
toxoidu. Jamky jsou pak naplnény standardy a vzorky. Poté se do jamek upusti polyklonélni

protilatka. Tato protilatka je rozpoznana znaCenou sekunddrni protilatkou, kterd je
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vizualizovana kolorimetrickym substratem. Optickd hustota vzorku koreluje v logaritmické

stupnici s mnozstvim toxoidu ve vzorku. Detek¢ni limit této metody je 0,002 Lf/ml.

Vzhledem k tomu, Ze toxin a toxoid maji stejnd mista pro rozpoznavani protilatek, maze
byt tento test proveden pro kvantifikaci toxinti. Monoklonalni a polyklonalni protilatky lze
pfepinat pomoci vhodné sekundéarni protilatky. Tato metoda je pro stanoveni toxini presnéjsi
nez flokula¢ni test nebo méfeni MLD. Neni vSak bézné pouzivan, protoze neni schvalen

Svétovou zdravotnickou organizaci (World health organization, 2013).

4.9 Prevence

Hlavni ochranou pfed vznikem tohoto onemocnéni je o¢kovani, a pti hlub§im poranéni
dikladné oSetieni rany. Kdyz piijde pacient s rizikovou ranou, v prvni fadé¢ se zjistuje, zda u
n¢ho probéhlo v poslednich péti letech o¢kovani proti tetanu. Pokud nikoli, poda se jedna davka
latky. U jedincl, ktefi nebyli v minulosti ockovani vibec se podava antitetanicky
imunoglobulin, ktery poskytne do¢asnou ochranu proti nenavazanému toxinu (Hurych, Sticha

et al., 2020).

Za nejvice rizikové rany se povazuji popaleniny, pokouséani zvifetem, rany vyznamné
kontaminované ptudou ¢i cizim pfedmétem, poranéni v oblasti hlavy a krku (Hurych, Sticha et

al., 2020).

4.9.1 Ockovani

Ockovani proti tetanu je jednim z povinnych ockovani déti a je soucasti hexavakciny i
trivakciny. U dospélych se ptfeoCkovava ve 25 letech a poté kazdych 10-15 let nebo v ptipade
rizikovych poranéni (Hurych, Sticha et al., 2020). Cilem ockovani proti tetanu je dosahnout
globalni matefské a neonatalni eliminace tetanu a zajistit celozivotni ochranu proti tetanu u
vSech lidi. VSechny déti na celém svété by mély byt imunizovany proti tetanu. Kazda zemé by
méla usilovat o dosazeni v€asného oCkovani kojenct zahajeného od Sesti tydnt véku. M¢li by
udrzovat vysoké pokryti kompletni 3davkové primarni série plus 3davkové posilovaci série
pted dospivanim. V zemich, kde eliminace tetanu dosud nebylo dosazeno, a v oblastech, kde
matefsky a novorozenecky tetanus ziistdva problémem pro vetejné zdravi, je tieba vénovat
zvlastni pozornost zajiSténi imunizace zen v reprodukénim véku. Jakmile vSak bude
realizovano vysoké pokryti 6davkovym détskym a dospivajicim tetanusovym schématem,
budouci té¢hotné zeny budou chranény pted tetanem béhem svych reprodukcnich let a dale

(World health organization, 2017).
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4.9.1.1 Vyroba vakciny proti tetanu

Vakcina proti tetanu se vyrabi z kultury C. fetani. Produkovany nativni tetanovy toxin
je inaktivovan formaldehydem za vzniku toxoidu. Kvtli této inaktivaci je nutné ptidéni
adjuvans k vyvolani imunitni odpovédi bez letality (Smith et al., 2011). Pro vyrobu vakciny se
kmeny C. tetani pramyslové péstuji v komplexnich médiich odvozenych z Muellerova a
Millerova média. Toto médium se skladd hlavné z hydrolyzatu kaseinu, glukézy, infuze
hovéziho srdce a vitaminti. Vzhledem k tomu, Ze pankreatické digesty kaseinu a hovéziho srdce
jsou nedefinované komplexni materidly, zpusobuji dalezitou variabilitu mezi jednotlivymi
Sarzemi. Mueller hlasil snizeni titrti toxind na polovinu pii pouziti nové Sarze kaseinovych
digestl. Po analyze vzorki z riznych fazi vyroby kaseinu zlstala variabilita mezi jednotlivymi
Sarzemi nevysvétlena (Mueller a Miller, 1954). Vzhledem k této variabilité a aby se zabranilo
toxickym nebo alergickym reakcim z netplného traveni sav¢ich proteinii v komplexnich
mediich, Svétova zdravotnicka organizace doporucuje vSem vyrobcim vakcin, aby péstovali

C. tetani v chemicky definovanych mediich (Garrigues et al., 2022).

4.9.1.2 Zakladni ockovani u déeti

Doporucuje se primarni série 3 davek vakciny TTCV s prvni davkou podavanou od 6
tydnd véku. Nasledné davky by mély byt podavany s minimalnim intervalem 4 tydn mezi
davkami. Tteti davka primarni série by méla byt dokoncena do 6 mésict véku, pokud je to
mozné. 3davkova primarni série je zakladem pro budovani celoZivotni imunity vici tetanu.
Vzhledem k historicky nizkému pokryti v mnoha zemich by mély byt vSechny pftilezitosti k
poskytnuti primarni série pro déti, které tyto davky vynechaly v détstvi, pln¢ vyuzity v

jakémkoli véku (World health organization, 2017).

Imunizacni programy by mély zajistit, aby byly poskytnuty 3 posilovaci davky v détstvi
a béhem dospivani. M¢ly by byt podavany ve véku 12-23 mésict, 4-7 let a 9-15 let. V idealnim
piipad¢ by mezi posilovacimi davkymi mély byt nejméné 4 roky. Jednotlivé staty by si mély
upravit ockovaci schémata v ramci vékovych hranic a ptizplisobit plany na zakladé mistni
epidemiologie a souCasn¢ sladit oCkovani proti tetanu s jinymi vakcinami, zejména proti
c¢ernému kasli a zaskrtu. Vakciny TTCV mohou byt pouzity u imunokompromitovanych osob,
vcetné jedincti infikovanych virem lidské imunodeficience (HIV), ale imunitni odpovéd’ muaze
byt nizs$i nez u pln¢ imunokompetentnich osob. VSechny déti infikované HIV by mély byt
ockovany proti tetanu podle doporuceni vakciny pro béznou populaci (World health

organization, 2017).
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Pii podani vakciny proti tetanu spolu s dalSimi vakcinami nedochazi k interferaci
s odpovédi na zadny z téchto dalSich antigenti. VSechny vakciny, které jsou pfiméfené véku a
v souladu s pfedchozi imuniza¢ni anamnézou ditéte, mohou byt podany béhem stejné navstévy.
Zejména TTCV muze byt podavan soucasné¢ s HPV (lidsky papilomavirus), inaktivovanou
vakcinou proti détské obrné (IPV), perordlni vakcinou proti obrné (OPV), PCV, rotavirem,
MCV a meningokokovymi konjugovanymi vakcinami. Pokud jsou béhem stejné navstévy
podany 2 nebo vice vakcin, mohou byt injekéné aplikovany do riznych koncetin. Pokud jsou
podany 3 vakciny, 2 mohou byt injekéné aplikovany do stejné koncCetiny a tieti by méla byt
injekéné podana do druhé koncetiny. Injekce do stejné koncetiny by mély byt od sebe vzdaleny
nejméné 2,5 cm, aby bylo mozné rozlisit lokélni reakce. Existuji u¢inné metody pro zmirnéni

bolesti v dobé ockovani (World health organization, 2017).

4.9.1.3 Ockovani téhotnych Zen a zlepSeni porodni hygieny

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vydala jasna doporuceni tykajici se oCkovani
zen a zajisténi Cistych porodl za ucelem eliminace matefského a novorozeneckého tetanu
(World health organization, et al., 2004). Neimunizované t€hotné Zeny nebo Zeny bez dokladu
o imunizaci by mély na poc¢atku téhotenstvi dostat dvé davky tetanového toxoidu s odstupem
jednoho mésice, a poté kazdy rok do celkového poctu péti davek k zajisténi celozivotni ochrany
(Borrow, Balmer, Roper, 2007). Pro snizovani vyskytu novorozeneckého tetanu je dilezité
dodrzovéni porodni hygieny. WHO prosazuje pouzivani Sesti Cistych opatteni: ¢isty porodni
povrch, Cisté ruce, Cist¢ perineum (hrdz mezi pochvou a konecnikem), Cisté prestfizeni
pupeéniku jeho podvazani a péée o n&j (Blencowe et al., 2011). Cisté porodni postupy
v domacnosti mohou zabranit 30 % umrti na novorozenecky tetanu, v pfitomnosti
kvalifikovaného personalu je to 35 % a pokud porod probéhne ve zdravotnickém zafizeni
s poporodnimi opatienimi je zachranéno az 40 % novorozenct. Tento vyzkum potvrzuje i
studie v Péakistanu, kde diky ¢istym porodnim soupravam zabrénili ptiblizné Ctvrtiné ptipad

novorozeneckého tetanu (Raza, Avan, 2013).

4,10 Terapie

V prvni fazi komplexni 1écby se zajisStuje funkce dychacich cest a zabranuje se rozvoji
kteci. Nasleduje podani antitoxinu a chirurgické vycisténi infikované rany. Nakonec se poda

vhodné antibiotikum, prvni volbou je Metronidazol, poptipad¢ penicilin G (Kolafova et al.,
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2020). Tato antibiotika se pouzivaji pro dekontaminaci zneciSténé rdny a eliminaci
vegetativnich bakterii produkujicich toxin. U vaznych stavii se musi zahdjit podpora dychani

aplikovanim myorelaxancia pfi¢né pruhovaného svalstva (Hurych, Sticha et al., 2020).

Lécba matefského a novorozeneckého tetanu zahrnuje neutralizaci toxinu, eliminaci
bakterii a symptomatickou kontrolu s podplirnou péci. VétSina udajii pro 1écbu vychazi
z pozorovani nebo studii tetanu u dospélych. ProtoZze se novorozenecky tetanus vyskytuje
v sttedné pfijmovych zemich s malymi zdroji, kde neni mozné dostate¢né financovat vyzkum,
existuje jen malo zprav o specializované péci o novorozence (Thwaites, Beeching, Newton,

2015).

4.10.1 Ié¢ba antibiotiky

Intraveno6zni penicilin a Metronidazol, jak uz bylo zminéno, jsou léky prvni volby u
tetanu. Testovani na antibiotika neni rutinni, ale studie izolati C. tetani ve Vietnamu odhalila,
ze vSechny izolaty byly citlivé na Metronidazol a penicilin, ale rezistentni na ko-trimoxazol.
V této studii doslo k prodlouzené infekci navzdory 1é€bé antibiotiky, protoze C. tetani roste
v devitalizovanych anaerobnich podminkach, ve kterych antibiotika Spatné pronikaji

(Thwaites, Beeching, Newton, 2015).

Metronidazol a penicilin maji ekvivalentni aktivitu proti C. tetani. Nékteti vSak
doporucuji 1é€bu Metronidazolem, protoze penicilin, stejné jako tetanospasmin, inhibuje
aktivitu GABA, ktera mtze zpUsobit excitaci centralniho nervového systému. Toxin vdzany na
nervova zakonceni je chranén pied protilatkami. Proto musi byt toxické u¢inky kontrolovany
symptomaticky, dokud se neobnovi normdlni regulace synaptického ptenosu (Murray,

Rosenthal, Pfaller, 2013).

4.10.2 Parenteralni antitoxin

Parenteralni aplikace je mimostievni podani jako je napf. nitrozilni ¢i nitrosvalové. Je
prokazané, ze lécba antitoxinem sniZzuje umrtnost. PouZzivaji se dva antitoxiny, konsky
antitetanovy sérum nebo lidsky tetanovy imunoglobulin (Blake, Paul, et al., 1976). Vysledky
mezi pacienty lé¢enymi konskym ¢i lidskym antitoxinem se neli§i. V celosvétovém méftitku se
nejcastéji pouziva antitetanové sérum odvozené od koni, ackoli se dava prednost lidskému
tetanovému imunoglobulinu. Soucasné davky vychazeji ze studii provedenych v 60. letech 20.

stoleti (Thwaites, Beeching, Newton, 2015).
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4.10.3 Intratekalni antitoxin

Jedna se o aplikaci do intratekalniho prostoru, zpravidla v oblasti bederni patete, kde se
nachazi mozkomisni mok (likvor). Provadi se lumbalni punkce, nejprve se musi odebrat cast
likvoru a zpét aplikovat stejné mnozstvi tekutiny. Podavani antitoxinu intratekalni cestou je
pfedmétem zajmu jiz n¢kolik desetileti. Tato cesta umoziiuje neutralizovat toxin v nervovém
systému a zvysit intratekalni koncentraci antitoxinu ve srovnani s koncentracemi dosazenymi
po intramuskularnim podani. Pfi pozorovani stavu pacienti po intramuskularnim a
intratekalnim podani bylo zjiSténo, ze ackoli se mira imrtnosti mezi obéma skupinami neliSila,
doba hospitalizace a progrese onemocnéni byla kratsi ve skupiné intratekalni a 1écba vyznamné
snizila néklady na jednotku intenzivni péce i pobyt v nemocnici (Miranda-Filho, Demdcrito, et

al., 2013).

4.10.4 Podplirna lécba

Kromé zajisténi zékladnich zivotnich funkci k uvedenému postupu patii také kontrola
kieci a jejich zmirnéni. K tomuto ucelu se pouziva intravendzni diazepam nebo intramuskularni
paraldehyd. V mnoha rozvojovych zemich jsou zdkladem 1écby dostupnéd sedativa jako je
chlorpromazin a fenobarbiton, které se aplikuji nasogastricky nebo intraven6zné (Thwaites,

Beeching, Newton, 2015).

Pacientim je mozné podavat také siran hofeCnaty, ktery ma svalové relaxacni,
vazodilatacni a negativné chronotropni vlastnosti, ¢imz piedstavuje potencidln€ jednoduchou a
levnou metodu 1écby tetanu. Prvni udaje z observacnich sérii ptipadt u dospélych ukazaly, ze
pecliva titrace davky proti patelarnimu reflexu mize umoznit zvladnuti kie¢i bez nutnosti
mechanické ventilace (Attigalle, Rodrigo, 2002). Nicméné dals$i studie ukazaly, ze 1écbu
hoi¢ikem Ize samostatné pouzit jen u leh¢ich piipadi tetanu a nebylo mozné prokazat snizeni
umrtnosti u pacientd 1é¢enych hotcikem ve srovnani s 1é€bou diazepamem (Rodrigo, Fernando,

Rajapakse, 2014).
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4.11 Kazuistika

Prvni pfipad bakteriémie zplisobené bakterii C. tetani

87leta Afroamericanka s gastrointestinalnimi potizemi, astmatem, hypertenzi, diabetem
a chronickou obstruk¢ni plicni nemoci byla v roce 1965 byla piivodné pro dusnost pfijata do
nemocnice. Béhem jejiho pobytu v nemocnici byl ve dvou anaerobnich lahvi¢kach krevnich
kultur odebranych pfi ptijeti zjistén 48hodinovy riist gram-variabilnich ty¢inek a u pacientky
byla zahéjena 1écba cefepimem. Jeji opakované kultivace odebrané o dva 2 dny pozdéji byly
negativni. Pacientka se zlepSila a byla propusténa doml na perordlnim vantinu na 5 dni. Po
propusténi se ji zhorSila chut’ k jidlu a zacala se citit postupné slabsi. Vratila se do nemocnice
a 3 dny si stézovala na generalizovanou slabost a priijem. Popirala krev ve stolici, nevolnost,
zvraceni, horeCku nebo zimnici. Pti fyzikalnim vySetfeni byla pacientka bez horecky s normalni
teplotou, ale méla tachykardii 112 tepii za minutu. Dal$i nalezy byly pozoruhodné velkou
neredukovatelnou ventralni kylou o rozmérech asi 7x4 cm, bolestivou na pohmat, spolu s
okolnim erytémem. Zbytek fyzikalniho vySetfeni byl bez pozoruhodnosti, zejména ktize byla
neporusend bez znamek poranéni nebo koznich poruch. Laboratorni testy ukdzaly pocet bilych
krvinek 6,8x10° na ul (72 % neutrofild, 11 % lymfocytd a 15 % monocytil), hemoglobin 10,5
gna dl a podet krevnich desti¢ek 214x10° na ul. Jaterni enzymy byly v normé. Stolice pacientky
byla pozitivni na toxiny Clostridium difficile a byla zahajena peroralni 1écba metronidazolem.
Krevni kultivace odhalila pfitomnost C. fetani, ktery byl identifikovan ctvrty den spolu s
Clostridium clostridioforme a Bacteroides fragilis. Pacientka nemél Zzadné priznaky
odpovidajici tetanu. Poc¢itaCova tomografie biicha a panve odhalila divertikuldzu tlustého stieva
s moznym mirnym zanétem sigmoidealniho segmentu spolu s velkou neobstrukéni ventralni
kylou. Na zobrazovacich metodach nebyl zjistén Zadny absces. Pacientka podstoupila
kolonoskopii, ktera prokazala stiedné tézky zanét tlustého stfeva, divertikulézu, vnitini
hemoroidy a velkou kylu zasahujici do vzestupného tracniku se zzenim lumen, které ztézovalo
pruchod endoskopu. Endoskop se nachéazel uvnitt kylniho vaku, ktery byl proximalné od
ileocékalni chlopné a slepého stieva. Byla poddna posilovaci davka vakciny proti tetanu a
zaSkrtu. Stav Zeny se nasledné zlepsil a byla propusténa s peroralnim Metronidazolem (Hallit

etal., 2013).
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Pfipad smrtelného tetanu, Muz 86 let, Portoriko 2002

86lety muz navstivil 1ékare kviili tfisce v pravé ruce, kterou si zarazil o 3 dny dfive pfi
zahradniceni. Nebyl léCen vakcinou proti toxoidu ani imunoglobulinem proti tetanu. O sedm
dni pozdé&ji se u néj rozvinula faryngitida a po dalSich tfech dnech se dostavil do nemocnice
s potizemi s mluvenim, polykanim a dychanim, s bolesti na hrudi a dezorientaci. Byl pfijat do
nemocnice s diagnézou mrtvice. Ctvrty den v nemocnici se u n&j objevila ztuhlost krku a
respiracni selhani, coz vyzadovalo tracheostomii a mechanickou ventilaci. Byl pfevezen na
jednotku intenzivni péce, kde byla provedena klinicka diagnéza tetanu. I pies 1éCbu tetanovym

toxoidem a imunoglobulinem pacient zemftel 1 mésic po pfijeti do nemocnice (CDC, 2002).

Pfipad lokalizovaného tetanu, muz 55 let

55lety muz, zemédélec, se 7 dni pied prezentaci dostavil s anamnézou poranéni prstu
levé nohy (obr. 5), po kterém nésledoval nedavny nastup horecky, zimnice a bolesti hlavy.
Nechal se osetfit u mistniho 1ékafe a béhem 24 hodin se u néj objevily stiznosti na bolest levé
dolni koncetiny spojené s obasnymi svalovymi kieCemi postihujicimi levou dolni koncetinu.
Pii kompletnim neurologickém vysSetfeni nebyly zjiStény zadné zndmky postizeni stiev ani
méchyfte, alterace senzoriky ani zndmky generalizovaného tetanu, jako je trismus, bolest a
ztuhlost svald, bolest zad, opistotonus, nebo potize pti polykdni. V anamnéze nemél zadné
ockovani. Déle neuvedl Zadnou anamnézu poziti jedovatych latek nebo alternativnich 1ékt. Pti
laboratornim vySetieni krve byla zjisténa leukocytdza, normalni funkce ledvin a jater se
zvysenou hodnotou C-reaktivniho proteinu. Rentgenologické vysetteni kycle, kolene a kotnikti
pravé 1 levé koncetiny bylo normalni. Vzhledem ke kifeCovitym stahtim lokalizovanym
pfevazné do levé dolni koncetiny byla stanovena rychla diagnéza lokalizovaného tetanu a
pacientovi byly okamzité¢ podany lidské tetanové imunoglobuliny, 1000 TU IM, k neutralizaci
cirkulujicich toxinti. Urychlen¢ bylo provedeno chirurgické oSetfeni rany spolu s podanim
tetanového toxoidu. Pro svalové kiece mu byl podan diazepam v infuzi 1 mg/kg/den, s jehoz
pomoci kiece ustoupily a byly béhem 3 dnd zkriceny a pfevedeny na peroralni formu. K
dalSimu zhorSeni u n¢j nedoslo. Nevyzadoval tracheostomii, protoze kiece negeneralizovaly.
Jako antibiotické kryti byl poddvan cefalosporin a metronidazol. Za 7 dni byl propustén a byl
sledovan s cilem zjistit odpovéd’. Je stabilni, pti kontrole po 6 mésicich nemé zadny rezidualni

deficit (Sharma, Shah, 2018).
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Obrazek 5- Infikované poranéni palce levé nohy (Sharma, Shah, 2018).

Pfipad lokalizovaného tetanu, muz 35 let

Na oddéleni urgentniho piijmu konkrétni nemocnice se dostavil 35lety pravak s
anamnézou bolestivého otoku pravého palce. Pacient pracoval v tovarné na vyrobu kovi,
zabyval se fezanim a svafovanim raznych kovl. V détstvi pacient absolvoval kompletni
ockovaci program, ale zadna dalsi pfeoCkovani jiz nem¢l. V anamnéze nemél zadny akutni uraz
a systémové byl v porddku. Byl poslan domt s peroralnim flukloxacilinem a bylo mu
doporuceno, aby se vratil, pokud se ptiznaky zhorsi. O n€kolik hodin pozdéji se u néj objevila
vysoka teplota se zimnici a vratil se na pohotovostni oddéleni, kde byl odeslan na pohotovostni
ortopedicky tym. Pti dalsim vyslechu bylo zjisténo, Ze ptihoda zacala bolesti a otokem distalni
falangy palce uz predchozi dne. Pti vecefi prodélal 30-60 s trvajici epizodu, kdy mu palec ztuhl
a nemohl pouzit ptibor, coz vSak spontdnné odeznélo. Pti vysetieni byl jeho pravy palec siln¢
otekly, erytematéozni a na pohmat velmi citlivy. Palec drzel ve flexi, pfi¢emz pohyby v
interfalangedlnim a metakarpofalangealnim kloubu byly velmi omezené a bolestivé. Déle byla
zaznamenana mald, téméf zcela zhojena bodna rdna na Spicce prstu. Vzpomnél si, ze pred 2

tydny byl poranén kovovou ttiskou, kterou se mu podatilo extrahovat pomoci jehly. Rana se
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vSak infikovala. Nékolik dni z ni vytékal hnis a pak se zdanlivé vyfesila sama od sebe, takze
pomoc nevyhledal. Pacient byl poté piijat k intraven6znimu podéni antibiotik a piisné elevaci.
Krevni testy prokazaly mirnou neutrofilii a zvySeny C-reaktivni protein. Véapnik, hoic¢ik, jaterni
funkce a funk¢ni testy Stitné Zlazy byly v rozmezi. Druhy den rano byl pacient pfevezen na sal
k formalni exploraci a vyplachu rany. V pribéhu oSetfeni se jeho prava ruka dostala do
karpopedalni kiece s plnou flexi metakarpofalangealnich kloubti a zapéstniho kloubu pravé
ruky s extenzi interfalangeéalnich kloubti. Ruka ztstavala v této poloze, dokud nebyla podana
infuze svalového relaxantu, aby bylo mozné pokraCovat v operaci. Pii operaci byla zjiSténa

pouze povrchova rdna bez postizeni $lachovych pochev.

Neobvykl¢ intraoperacni piihody byly projednany s konzultantem mikrobiologem,
ktery se shodl, Ze ptiznaky by odpovidaly ptfipadu lokalizovaného tetanu. K antibiotickému
rezimu byl pfidan metronidazol a byla podéna jednordzova infuze lidského imunoglobulinu.
Jako posilovaci davka byla podana také jedna davka tetanového toxoidu a pacient byl poté po
48 hodinach sledovéani odeslan domii. Ve vytéru z rdny odebraném intraoperacné nebyly

nalezeny zadné organismy (Gulamhussein, Guha, 2016).

Chlapec nakaZeny tetanem v CR

V srpnu roku 2019 se do Fakultni nemocnice Brno dostal tfilety chlapec, ktery mél
v nose zarazenou knoflikovou baterii. Lékaii ji odstranili a ptfedepsali chlapci antibiotika. Na
zacatku zafi se u ditéte objevilo svalové napéti, drobné kiece v obliceji a jinych Castech téla.
Chlapec byl hospitalizovan na jednotce intenzivni péce v brnénské détské nemocnici, kde byl
stabilizovan a nédkazu se podafilo 1€kafiim zastavit. Baterie zptsobila v nose odérku a bakterie
se tak dostala do téla. Lékati se dozveédeli, ze 1 pres povinné ockovani proti tetanu, matka dité

naockovat nenechala (Ondrackova, 2019).

Divka nenaockovana proti tetanu

Vroce 2020 do ceskobud€jovické nemocnice piivezla zachrannd sluzba matku
s desetiletou divkou, ktera utrp€la trznou rdnu na hlavé zplsobenou koném. Lékafi divku
oSetfili, nasadili antibiotika a imunoglobulin, protoze divka nebyla ockovana doporucili
ockovani proti tetanu, které matka odmitla. Matka nechtéla nechat divku v nemocnici, obavala
se, ze by ji tam naockovali, a tak 1¢ékati divku propustili na reverz s tim, ze neni v ohroZeni
zivota. Nemocnice vydala pfedbézné opatieni o predani ditéte do péce nemocnice a ptipad se
zacal teSit soudni cestou, Zena odmitla dité vydat. Matka nechala dceru vysSetfit u praktické

1ékatky, podle které je divka zdrava, v dobrém celkovém stavu, bez neurologickych piiznaki,
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a rodina pozadala o zruSeni pfedbézného opatfeni. Soud opatieni zrusil a varoval, Ze nemoc se

1 po zaléceni miize po n€kolika tydnech rozvinout (Dolejsi, 2020).

Ptipad generalizovaného tetanu v CR

V srpnu roku 2011 byl 96lety pacient ptelozen z neurologického oddéleni Vojenské
nemocnice Brno na Kliniku infekénich chorob (KICH) kvili podezieni na tetanus. Muz mél
polykaci potize a bolest Sijového svalstva, pred pfijetim na 1izko byl vySetien na internim
pracovisti, kde stav uzavieli jako potize s patefi a doporucili nesteroidni antiflogistika a

myorelaxans.

V nalezu pfi piijeti dominovala porucha polykani, huhnavé fe¢, porucha dynamiky kréni
patete, laboratorni vySeteni bylo bez pozoruhodnosti, CT vySetfeni mozku prokazalo pouze
mozkovou atrofii odpovidajici véku pacienta a na rentgenu kréni patefe byly popsany

degenerativni zmény.

Druhy den hospitalizace doslo u pacienta k respiracnim potizim, byla nutnd uméla plicni
ventilaace a pacient byl pfeloZzen na jednotku intenzivni péce (JIP). Byla provedena lumbalni
punkce, ale likvorologicky nalez byl negativni. Postupné se u muze rozvinulo strnuti Sije,
trismus, risus sardonicus, hypertonus koncetinového a zadového svalstva. Vzhledem
k pravdépodobné absenci piecockovani proti tetanu byl pacientovi diagnostikovan

generalizovany tetanus.

Pacientovi byl aplikovan tetanicky imunoglobulin, byla zahajena léCba podanim
tetanického anatoxinu a soudasné byla nasazena antibiotika. Ctvrty den od piijeti dochazi
k levostranné bronchopneumonii, kultivaci byl prokazan Staphylococcus aureus kvili kterému
byla zménéna antibiotika. U pacienta se zaCaly objevovat dalsi komplikace, krvaceni z dutiny
ustni, rozvoj rendlni insuficience, oligurie az anurie. Pfes veskerou terapii pacient umird 14.

den hospitalizace na srde¢ni a rendlni selhdni, coz bylo potvrzené pitvou (Pychova et al., 2013).
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ZAVER

Tato prace shrnuje zakladni charakteristiku bakterie Clostridium tetani a jejiho
onemocnéni. C. tetani spada do rodu Clostridium a je zndma uz nékolik stoleti. Jeji ty€inky
vytvareji spory, diky kterym preziva v ptid¢ a v gastrointestinalnim traktu zvirat i lidi. Bakterie
ma nékolik znamych patogennich kment, které produkuji nebezpecné toxiny, ale 1 n€kolik
kmeni, které zadné nemoci nezptsobuji. Hlavnim produktem bakterie je tetanovy toxin, ktery

Sitici se do centralni nervové soustavy a zpusobuje svalové kiece v riznych ¢astech téla.

Onemocnéni, které popisovand bakterie zplisobuje, se nazyva tetanus a ma nekolik
forem. V okamziku, kdy kiece postihuji témét celé télo, jednd se o generalizovany tetanus.
Druhou variantou je lokalizovany tetanus, pfi kterém je postizena jen urcita ¢ast v blizkosti
vstupu infekce do téla, nejCasteji nektera z koncetin. Tetanus mtize zasdhnout i t¢hotné Zeny a
novorozence, jak je tomu piedevsim v rozvojovych zemich, pak se jev oznacuje jako matetsky

¢i novorozenecky tetanus.

Prace zahrnuje popis laboratorni diagnostiky, ktera souvisi s klinickymi pfiznaky
onemocnéni, jako jsou napft. kieCe mimického svalstva (sardonicky usmév), kiece zvykaciho
svalu (trismus) a prohnuti téla ve tvaru luku (opistotonus). Nastifiuje rovnéz nékteré metody
detekce C. tetani a jejiho toxinu, kterymi jsou napf. flokulaéni metoda, metoda MLD nebo
enzymov¢ vazany imunosorbentovy test. V dalSich oddilech jsou také popsany zakladni
kultivacni média a latky potiebné pro rust C. tetani. Aby bakterie dobfe rostla, potiebuje

glukoézu, peptidy, Zelezo, mineralni soli a fadu vitamint.

Diilezitou kapitolou je prevence, ktera zahrnuje informace o ockovani proti tetanu, diky
kterému se tetanus v mnoha zemich téméf nevyskytuje. Napomohla tomu mezinarodné
pusobici svétova zdravotnicka organizace, ktera vytvoftila zdkladni ockovaci schéma zahrnujici

6 davek vakciny v prubéhu détstvi a dospivani.

Uvedené konkrétni pfipady, zminéné v zavéru celé prace mimo jiné ukazuji, Ze
z prvnich ptiznakl onemocnéni nemusi byt v prvé fazi ziejmé, zda se jedna o tetanus, coZ jenom

vyzdvihuje, jak je o¢kovani proti tetanu dilezité.
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Ptiloha A Anotace transportéru aminokyselin a degradacnich genui (Garrigues et al., 2022)

Aminokyselina Anotace genu Anotace genu pro degradaci AMK
transportéru AMK
CTC564, CTC1172,

Alanin CTC695
CTC1975

Arginin Bez poznamek CTC1763

Kyselina CTC561-562, CTC824-825, CTC1294,
Bez poznamek

asparagova CTC1309, CTC1876, CTC2383-2384

Cystin/ Cystein | CTC559 CTC1050

Glutaman sodny

CTC822, CTC2306,
CTC2324

CTC1295, CTC2563, CTC2565, CTC2567—
2568

Glutamin CTC559 CTC171
CTC564, CTC1172,

Glycin Bez poznamek
CTC1975

Histidin Bez poznamek CTC2318, CTC2321
CTC787, CTC1868,

Leucin CTC1738
CTC2088

Lysin Bez poznamek CTC890

Methionin CTC1355 CTC2530

Prolin CTCI1190 Bez poznamek

Serin CTCI1514, CTC2307 | CTC1981-1982

Threonin CTCI1514, CTC2307 | CTC2624

Tryptofan CTC1190 CTC1509

Tyrozin CTC819 CTCS818
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Ptiloha B Mapa centralniho metabolismu C. tetani (Garrigues et al., 2022).
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o G R &=
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/ Gl o~ e ik i e T croiuay hydroxy
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i ADP  ATP MM, F# |owtamae o BB 1,30
g § mitase e cokinase - denydrogenase
a1 :\_. Acetyl CoA cressss,  ape «| CTC281S ATP ceri) l .
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~eHistidine ————— Urocanate s P;gmgghafﬁ —
e | attine i 1
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St P 1050 L
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Ptiloha C Srovnani slozeni Mueller a Miller, Massachusetts, sojového a TGY media (Garrigues

et al., 2022).

SloZzky na litr Mueller a Miller | Massachusetts Sojové TGY

medium medium medium médium
Digest kaseinu 225¢ 25¢g — 30g
Hovézi srde¢ni
infuze 20l - - -
Kvasnicovy extrakt | — — — 20g
So6jovy pepton — — 34¢g —
Glukoza I1g 80¢g 75¢g S5¢g
NaCl 25¢g 25¢g 50g —
Sodik2HPO4 2g — 0,5¢g —
KH> 0,15¢g — 0,175 ¢ —
MgSO4 0,15¢g 0,1g 0,024 g —
Cystin 0,25 ¢g 0,125 ¢ — —
Cystein — — 0,125 g —
Cystein HCI 05¢g
Tyrozin 0,5¢g — 0,125 ¢ —
Pantothenat

1,0 mg 1,0 mg - -
vapenaty
Uracil 2,5mg 1,25 mg — —
Kyselina nikotinova | — 0,25 mg — —
Thiamin 0,25 mg 0,25 mg — —
Riboflavin 0,25 mg 0,25 mg — —
Pyridoxin 0,25 mg 0,25 mg — —
Biotin 2,5 pg 2,5 pg — —
Vitamin B> - 0,05 ng — —
Redukované zelezo
(prasek) 03¢ - 03¢ -
FeCls. 3 -20 — 32 mg — —
Uprava pH 7,0-7,2 7,0+0,2 6,8 7,5
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Ptiloha D Klinické projevy tetanu (Cook et al., 2001; Farrar a Dr. C. Parry z University
of Oxford Clinical Research Unit, Centre for Tropical Diseases, Ho Chi Minh City, Vietnam).

Risus sardonicus

T&zky opistotonus pii novorozeneckém tetanu
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