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Cieľ prezentácie 

Cieľom predloženej prezentácie je snaha upriamiť 
pozornosť na diagnostiku tak ojedinelého ochorenia 
akým je alimentárny botulizmus. Ďalším z cieľov je 
upozorniť na nevyhnutnosť zlepšenia diagnostických 
postupov a najmä ich zjednotenia v rámci Slovenskej 
republiky v suspektných prípadoch botulizmu.  



Clostridium botulinum 
• baktérie Clostridium botulinum sú grampozitívne striktné anaeróby 

tvoriace spóry 
• rozdelené do skupín I. – IV. podľa typov toxínov, ktoré produkujú  
• pre človeka predstavujú najväčšie riziko kmene zaradené do skupín 

I. (proteolytické) a II. (neproteolytické), nakoľko len u nich bola 
zaznamenaná produkcia toxínov typov A, B, E a F asociovaných s 
potravinovými otravami 

• optimálna rastová teplota proteolytických kmeňov C. botulinum 
zaradených do skupiny I. je medzi 35 – 40°C 

• teplotné optimum neproteolytických kmeňov zo skupiny II. je o 
niečo nižšie, konkrétne 28 – 30°C; minimálna rastová teplota 
proteolytických kmeňov bola stanovená na 10 – 12°C, u 
neproteolytických kmeňov na 3,3°C!!! 



• je paralytické život ohrozujúce ochorenie spôsobené 
neurotoxínmi produkovanými Clostridium botulinum  skupín I–
IV, C. baratii a C. butyricum  

• skoré stanovenie diagnózy závisí najmä na klinickom obraze 
ochorenia no laboratórny dôkaz a došetrenie 
epidemiologických súvislostí sú taktiež nevyhnutnosťou na 
potvrdenie diagnózy u suspektných prípadov  

• existuje veľmi vysoká variabilita v rámci klinických prejavov 
ochorení, rôzna závažnosť klinického priebehu v závislosti od 
požitého množstva botulínového toxínu 

• najzávažnejšie prípady si vyžadujú dlhodobú hospitalizáciu ako 
aj umelú pľúcnu ventiláciu (nie zriedka aj niekoľko mesiacov), 
náš pacient 1196 hod./ - cca 50 dní 

Botulizmus 



2012 – 1 prípad Žilinský kraj 
2015 – 3 prípady, 2 x Žilinský kraj, 1 x Banská Bystrica 

(A05.1) Incidencia botulizmu / Slovenská republika, 10 rokov 
 

Zdroj údajov: www.epis.sk 



Klinické šetrenie 
• 12.08.2015:  42-ročný muž prijatý na oddelenie neurológie, 

Fakultná nemocnica F. D. Roosevelta v Banskej Bystrici  

• príznaky: nauzea, zvracanie, dvojité videnie, problémy pri chôdzi, celková 
malátnosť, závraty, ťažkosti s prehĺtaním (uviedol, že sknzumoval 3 baenia 
cícerovej nátierky na večeru 

• vyslovené podozrenie na alimentárny botulizmus  

• nasledujúci deň bol pacient v dôsledku upadnutia do kómy preložený na 
oddelenie JIS 

• liečba pozostávala najmä z podpory dýchania a intravenózneho podania 
polyvalentného antibotulínového séra  

• nanešťastie vzorky séra a stolice neboli odobraté 

• odobratý výplach žalúdka: 48 hodín po objavení sa príznakov ochorenia, týždeň 
uskladnený pri teplote 4°C (pokus na myšiach bol negatívny) Státní zdravotní 
ústav Ostrava  

 



Epidemiologické šetrenie 

• 13.08.2015: epidemiológovia vykonali šetrenie v rodine 
pacienta 

• podľa slov pacienta a jeho matky, ktorá s ním žije v jednej 
domácnosti, bola v uzavretých obaloch cícerovej nátierky 
prítomná produkcia plynu 

• zároveň boli odobraté vzorky na analýzu (medzi nimi aj 3 
prázdne obaly cícerovej nátierky)  

• doručenie vzoriek na OLM s požiadavkou vykonať 
mikrobiologické vyšetrenie zamerané na Clostridium 
botulinum 

• epidemiológovia upovedomili Štátnu veterinárnu a 
potravinovú správu Slovenskej republiky 

http://www.psylife.eu/about/public/epidemiology/ 



Laboratórne šetrenie 

• na diagnostiku Clostridium botulinum bola použitá kombinácia 
kultivačných a molekulárno-biologických metód  

• kultivácia bola vykonaná podľa modifikovaného postupu 
popísaného v norme STN EN ISO 7937:2005 („Horizontálna metóda 
stanovenia počtu baktérií Clostridium perfringens. Metóda počítania 
kolónií“) 

• multiplex PCR na dôkaz génov zodpovedných za produkciu toxínu A, 
B, E a F bola vykonaná podľa STN P CEN ISO/TS 17919:2013 („PCR 
reakcia na dôkaz patogénov z potravín. Dôkaz klostrídií 
produkujúcich botulínový neurotoxín typu A, B, E a F“) 

• ďalšie molekulárno-biologické analýzy ako aj sekvenovanie boli 
vykonané v spolupráci s  Robert Koch Institute v Berlíne, Nemecko 



Laboratórne šetrenie 

 
 

• 3 prázdne obaly z cícerovej nátierky a 9 originálnych neotvorených 
vzoriek 

• 13.08.2015: modifikovaná STN EN ISO 7937:2005 na kultivačný dôkaz 
klostrídií 

• 17.08.2015:  typická morfológia Clostridium spp. 
• 18.08.2015: subkultivácia, po kultivácii na TSC agare, typické 

subterminálne uložené spóry, farbenie podľa Grama  
• na základe kultivácie, mikroskopie a klinicky stanovenej diagnózy záver: 

suspektné Clostridium botulinum  
• Kmene zamrazené na -80°C až do 28.09.2015 
• 28.09.2015: rekultivácia zamrazených kmeňov 
• 1.10.2015: multiplex PCR podľa STN P CEN ISO/TS 17919:2013 

(Clostridium botulinum type A POZITÍVNE) 
• API 20A na detekciu anaeróbnych mikroorganizmov: Clostridium 

botulinum/sporogenes 
• 29.10.2015: kmene odoslané na ďalšiu analýzu do Robert Koch Institute 



Obr. 1: Obaly z nátierky 



Obr. 2: A. Kultivácia na TSC (Tryptose Sulphit Cycloserin ) 
agare, typická morfológia Clostridium spp.,B.Spóry po 
kultivácii na TSC agare,typické subterminálne uloženie spór, 
farbenie podľa Grama 



Obr. 3: Výsledok PCR 1) a 8) Molekulový štandard; 2) Vzorka; 3) - 6) 
Pozitívne kontroly: 3) C. botulinum serotype A; 4) C. botulinum 
serotype B; 5) C. botulinum serotype E; 6) C. botulinum serotype F; 
7) Negatívna kontrola 



Konfirmácia laboratórnych výsledkov 

• 29.10.2015: zaslanie vzoriek na ďalšiu analýzu do Robert Koch 
Institute - Centre for Biological Threats and Special Pathogens, 
Berlín 

• 11.11.2015: Potvrdenie našich výsledkov z Robert Koch Institute 
POZITÍVNE CLOSTRIDIUM BOTULINUM TYP A!!! 

• Clostridium botulinum type A S DOKÁZANOU PRODUKCIOU 
TOXÍNU 

• 8.2.2016: Clostridium botulinum subtype A3 s dokázanou 
produkciou toxínu 







• porovnanie sekvencie s databázou 
NCBI Genbank database (National 
Center for Biotechnology). 

• Sekvencia aminokyselín: 100 % 
identická s kmeňom BoNT/A3 
CDC54054 (JX110955), pôvodom z 
Argentíny 

• Lúquez, C.; Raphael, B.H.; Joseph, 
L.A.; Meno, S.R.; Fernández, R.A.; 
Maslanka, S.E: Genetic diversity 
among Clostridium botulinum 
strains harboring bont/A2 and 
bont/A3 genes. Appl Environ 
Microbiol 2012, 78, 8712-8718. 



Závery 

• na základe našich skúseností s diagnostikou prípadu 
alimentárneho botulizmu chceme zdôrazniť 
nevyhnutnosť zjednotiť a zlepšiť diagnostiku a 
interpretáciu laboratórnych výsledkov na národnej 
úrovni 

• nevyhnutnosťou je zlepšenie spolupráce medzi rezortmi 
• akreditácia laboratórnych postupov 

STN EN ISO/IEC 17 025:2005  
• došetrenie pôvodu cíceru - dovezený z ČR ale pôvod z 

krajín Južnej Ameriky (Brazília resp. Argentína) 
• pacienta uznala komisia sociálnej poisťovne invalidným 

na základe prekonaného alimentárneho botulizmu 



Ďakujem za pozornosť 
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