Téma 2 Patogenita a virulence. Prehled
mikrobiologickych vysetirovacich metod |

2.3 Patogenita a virulence.

Klinicky vyznamné mikroby mohou Zit s ¢lovékem v miru jako nasi neskodni nebo dokonce
vZitecni prOvodci. Mohou se ale také podilet na vzniku rdznych infekénich onemocnéni i
infek&nich komplikaci (napriklad zhnisdni réany).

Dulezité je vzdy rozlisovat mezi mikrobem, ktery onemocnéni zpUsobil (pUvodce nemoci, napr.
virus klisfové encefalitidy nebo salmonela), nemoci samotnou (napriklad klisfovd encefalitida
nebo salmoneldza) a v nékterych piipadech i prenaseé¢em (u kiistové encefdlitidy je to klisté).
Absolvent Iékarské fakulty — byt bakaldiského optometrického &i ortoptického sméru — by nemél
pouZzivat nepresnych termind jako ,,onemocnél salmonelou* (misto salmoneldzou) nebo
»oCkovani proti kiistatdm* (misto profi klistové encefalitidé. To ponechme nepoucenym (a
nepoucitelnym) bulvdrnim novindram.

Pfi definici vyznamu mikroorganismU pro onemocnéni ¢lovéka, zvirete Cirostliny, se pouZzivaji
pojmy patogenita a virulence. Oba tyto pojmy vlastné znamenaji schopnost poskodit. Presto
neznamenaiji fotéz, jak uvidime vzapéti.

2.3.1 Virulence

Na rozdil od patogenity prfedstavuje okamzitou viastnost konkrétnino kmene mikroba (kmen je
populace mikroba vzeslda z jedné burnky, vice k pojmu ,,kmen* je uvedeno ddle).

Kmeny tedy mohou byt

e avirulentni - tedy v daném okamziku Uplné neskodné, neschopné napadat
makroorganismus

e méné ¢i vice virulentni — tedy disponuijici riznou mirou schopnosti napadnout
makroorganismus.

Avirulentni kmen se mUze stat virulentnim napiiklad v dUsledku mutace nebo fieba i tim, Ze
bakterie sama je napadena svym virem (bakteriofdgem). Stejné tak se ale mbze virulentni kmen
stat méné virulentnim &i avirulentnim. Je napriklad bézné pozorovdno, ze bakterie snizuji svou
virulenci, pokud je opakované péstujeme na umélych kultiva&nich médiich.

2.3.2 Patogenita

je vilastnost uréitého mikrobidlniho druhu ve vztahu k danému makroorganismu (v nasem
piipadé Clovéku, jindy zvireti, rostling). Z hlediska patogenity existuji ffi skupiny mikrobu:

1) Nepatogenni: nejsou schopny vyvolat u daného Zivoc&isného druhu nemoc.

Dalo by se fici, Ze u nepatogennich bakterii nepfipadd v Uvahu, Ze by néktery jejich kmen byl
virulentni. VSechny jsou zcela avirulentni.

2) Potencidlné (oportunné) patogenni jsou takové mikroby, které vyvoldvaji chorobu jen nékdy,
jindy jsou "hodné". Typicky jsou to bakterie, které jsou zvyklé s Clovékem Zit v pokoji (a velmi
Casto jako soucdst jeho bézné fléry). Typickym prikladem je Escherichia coli — zndmd soucdast
béZné mikrobidini fléry stteva. K infekci potencidinim patogenem dojde zpravidla

e V pifipadé pruniku bakterie na jiné misto nez kde se vyskytuje normdiné: u Escherichia coli

napiiklad do mocovych cest (je nebéznéjsim pivodcem mocovych infekcil), do réany, do bfisni
dutiny apod.

e V pfipadé vyskytu kmene se zvysenou virulenci i na pUvodnim misté (existuji napfr.
enteropatogenni kmeny Escherichia coli, které zpUsobuii prijmy novorozenc a kojenc()

eV dUsledku pfitomnosti néjakych faktoru, které ovliviiuji vztah mikrob — makroorganismus:

naruseni rovnovdahy mikrobidini fléry, z&kladni onemocnéni, porucha imunity a podobné



3) Obligatné (primarni) patogenni jsou mikroby, které vyvoldvaji nemoc vzdy, kdyz se setkaji
s makroorganismem. Toto "vzdy" je ale tak trochu relativni (zdlezi na poctu mikrobd, zpUsobu,
jakym se Clovék s mikrobem setkd, apod.).

Skutecnych obligdtné patogennich mikrobU je ze viech mikrobU viastné velice mdlo.

Patogenita (af uz se tykd obligdtnich nebo potencidinich patogend) je podminéna tremi
vlastnostmi mikroba, které musi byt spinény soucasné:

1) Pfenosnost z hostitele (zdroje) na dalsi organismus (osobu)

2) Nakazlivost — schopnost narusit obranu hostitele

3) Virulence - schopnost mikroba néjak poskodit hostitele .

2.4.2 Faktory zodpovédné za virulenci, respektive patogenitu

1. Ty, které se podileji na kolonizaci hostitele: fasinky (latinsky pili i fimbrie), bic¢ik, rdzné dalsi tzv.
adheziny. Bi¢ik umozniuje pohyblivost bakterii.

2. Ty, které u nékterych mikrobd zabezpedi invazi (vniknuti mikroba do tkdni). Jsou to rdzné
enzymy, §tépici vazivo, faktory, zabezpecujici virdm a nékterym bakteriim vstup pfimo bunék aij.

3. Toxiny (jedy), které bakterie (pfipadné houba ¢&i prvok - viry jsou ,na to moc malé") produkuje
navenek. DUleZité z nich jsou zejména:

e Neurotoxiny, které ovlivriuji nervovou soustavu. Napriklad tetanicky toxin pUsobi kiece,
botulotoxin naopak obrny.

e Enterotoxiny, které pUsobi ve stfevé (vysledkem je prdjem, popr. i zvraceni).

e Mistni (lokdlni) toxiny, které nepUsobi v celém organismu, ale jen mistné ve tkdni.

e ZvI&GStnim pripadem je tzv. endotoxin, coz neni volnd molekula, ale povrchovad struktura
gramnegativnich bakterii. Uplatni se zpravidla az po rozpadu baktérie ("Praveé” toxiny,
uvolinované bakteriemi do prostredi, se nékdy oznacuji jako exotoxiny).

4. Faktory, které se podileji na boji s obrannymi mechanismy hostitele: napt. pouzdra (kapsuly),
které zabranuji pohlceni mikroba burikou hostitele, riznorodost variant mikroba (u chiipky) aj.

2.3.4 Planktonicka forma zZivota a biofilm

Hovoiime-li o virulenci mikroba, nesmime zapomenout na schopnost mikrob¥ tvorit tzv. biofilm.
Biofilm neni vysadou klinicky vyznamnych mikrobd - biofim byla ta slizk& vrstva na kameni, po
které jste uklouzli v rybnice, nebo to, co musi akvaristé pravidelné drhnout ze stén akvdria.

Biofilm je vysoce organizovany strukturovany Utvar, slozeny nejen z mikrobd (vétsinou vétsino
poctu druhd), ale i z hmot t€mito mikroby produkovanych. Biofilm jako celek je daleko odolng;si
vO&i vnésim viivim, at uz fyzikdinim, chemickym (v&etné antibiotik) nebo biologickych. Je-li
biofilm tvofen béznou bakteridini mikrofldrou, chrdni organismus pred vpddem patogend.
Naopak tvofi-li biofilm patogen, stavd se [éCba takové infekce mnohem obtizné&jsi nez kdyby
mikroby nebyly v biofilmu (opakem biofimu je takzvand planktonicka forma Zivota).

2.4 Prubéh infekéniho procesu a faktory, které se na ném podileji

2.4.3 Vstupni brdna infekce
je pojem, ktery oznacuje misto, kudy mikrob do téla pronikl. M&lokdy je to kiize, mnohem casté;i
rizné sliznice, v&etné napf. sliznice spojivkového vaku. Tésné souvisi s cestou prenosu ndkazy.

2.4.2 Forma infekce

2.4.2.3 Podle rozsahu postizeni organismu:
lokdlni (omezend na jednu sliznici, tkdn orgdn)
celkovd (systémovd, celotélovd)

2.4.2.4 Podle vyjadreni priznako:

2.4.2.4.3. bezpiiznakovd (asymptomatickd, inaparentni)
2.4.2.4.2. piiznakovd (symptomatickd):



e abortivni prubéh: nemoc probéhne, ale namisto typickych pfiznakd dojde jen
k nespecifickym celkovym (,,chiipkovym*) piiznakdm - teplota, svalové bolesti apod.

e typicky prubéh (,,ucebnicovy")

e komplikovany prubéh (t€Z3i, nez obvykle, resp. kromé obvyklych pfiznakd i napf. prechod
na dalsi orgdny a podobné)

eV pribéhu infekce mize dojit k superinfekci jinym mikrobem. MUze také dojit ke koinfekci
dvéma riznymi mikroby.

2.4.3 Vyluéovdani mikrobu z téla
se mUze dit jednim nebo vice zpUsoby, podle druhu mikroba a infekce

2.4.4 Vysledek infekce

o Uplné uzdraveni: nej¢ast&jsi vysledek, hlavné u b&Znych (bandinich) infekci)

e Uzdraveni s nasledky: nékdy samotnd infekce pomine, zanechd viak trvalé ndsledky.
Napriklad po nékterych nervovych infekcich dochdzi k nevratnému poskozeni mozku,
ackoli mikrob sédm uzZ neni v téle pritomen.

» Prechod do chronicity: z akutniinfekce se stdva dlouhodobd az frvald

e Umrti

2.4.5 Co ovlivnuje formu infekce

¢ faktory na strané mikroba: zejména vybavenost jednotlivymi faktory virulence —je u
kazdého mikrobidlniho kmene jind. Napiiklad u meningokokU plati, Ze musi jit o tzv.
klondIni kmen, aby mohl napadnout Elovéka. Naproti tomu kmeny, nalézané u zdravych
osob v krku (uvdadise, ze jde az o 10 % populace) mezi klondlni zpravidla nepafii.

o faktory na strané makroorganismu: stav imunity, stav anatomickych bariér — kize, sliznice
(napf. zda neni oslabena kourenim), stav funk&nich mechanismd — kychdni, stfrevni
peristaltika, vypuzovdani mikrobld z mocové tfrubice proudem moce). Mdze jit i o to, zda se
télo nenachdzi ve stavu celkového vycerpdni — toho zneuzivaiji napr. meningokoky

o faktory tykdijici se setkani mikroba a makroorganismu: za jakych okolnosti k nému doslo,
jakou infekeni ddvkou a podobné. Salmonela napfiklad neni nebezpecnd, pokud se
nepomnozi a nedosdhne tak dostatecné infek&ni ddvky.

2.3 Cile a zakladni rozdéleni mikrobiologickych metod.
Pojmy kmen a vzorek

2.3.1 Cile mikrobiologické diagnostiky

V prfedchozim textu byly komentovény pojmy patogenity a virulence. Mikrobiologicka
diagnostika je prakticky postup, ktery sméfuje ke zjisténi, zda se v téle aktudiné nachdzi mikrob,
ktery je patogenni (a pokud mozno také ke zjisténi, zda je aktudlné virulentni). Idedini by bylo
zAroven Zjistit, jestli pfitomnost patogenniho mikroba mda skutecnou piicinnou souvislost
s potizemi, na které si pacient st&zuje (infek&ni choroba, zanét). To se ale nikdy nedd zjistit
s Uplnou jistotou — ten, kdo sluzby mikrobiologické laboratore vyuzivd (vétsinou I€kar) by tedy
nemél vnimat vysledky samostatné, ale spaijit sije se viim ostatnim, co o pacientovi a jeho
onemocnéni vi — tedy anamnéza (,vyzpovidani" pacienta — kdy mu potize zacaly, jestli je mél
Uz drive, jestli na podobné potize trpél i nékdo jiny...), klinické vysetfeni pacienta ,,od hlavy
k paté", dalsi diagnostické postupy (zobrazovaci metody, biochemické, hematologické a
histologické testy, a tak ddle). Teprve pak mize odhadnout — vétsinou stdle ne s jistotou trvrdit —
jestli mikrobiologicky ndlez opravdu souvisi s infekEnim onemocnénim, které pacienta postihlo.

Mikrobiologickd diagnostika probihd v klinickomikrobiologické diagnostické laboratofi. To je
laborator, kterd primdrné neni zamérena na vyzkum (i kdyz to neznamend, Ze se v ni nemudze
vyzkum odehrdvat), ale na vysetiovani klinickych vzorkd od pacientd budto hospitalizovanych



(leZicich v nemocnici) nebo ambulatnich (téch, ktefi navstivili ordinaci praktického I1ékare nebo
ambulantniho specialisty).

Mikrobiologickad diagnostika (tedy prdce laboratore klinické mikrobiologie) sméfuje v zdsadé
predevsim k ndsledujicim cildm:

e odhaleni puvodce nemoci. Skutecného pivodce je pritom Casto potreba odlisit od
bézné fléry — tedy mikrobU (hlavné baktérii), které se v nékterych télnich dutindch
vyskytuji normdiné, od ndhodného ndlezu, ktery se napf. do Ust zatoulal s potravou, od
kolonizace, tedy mikrob(, které osidli urCity povrch (napfiklad zavedené mocové cévky),
ale nejsou pivodcem nemoci, a také od kontaminace, tedy od mikrobU, které pochdzeii
z vnéjsino prostredi a které se do vzorku pripletly omylem cestou

e nékdy také: uréeni "in vitro" citlivosti na antimikrobidini Iatky (aby bylo mozno urcit, jaokym
lékem md byt pacient [é&en)

e nékdy také uréeni faktoru virulence — napiiklad tehdy, kde neni podstatné, jestli se v téle
nachdzi urCitd bakterie, ale jestli jde o kmen, ktery produkuje vyznamné mnozstvi
néjakého faktoru virulence (toxinu, enzymu zodpovédného za invazivitu a podobné)

2.4.3 Pojmy vzorek a kmen

2.4.3.1 Vzorek (klinicky vzorek)

Vzorek je (v klinické mikrobiologii) to, co je odebrdno pacientovi a pfichdzi k vysetfeni do
laboratore. Vétsinou jde o néjakou jeho t&lni tekutinu, tkan, vytér/stér z povrchu nebo dutiny,
muze ale také jit o néco, co je umeélé, ale nachdzelo se fo v pacientoveé téle (pouZzity cévni
nebo mocovy katetr, pouzitd kontaktni Cocka a podobné). NejCastéji se do laboratore posild

o kusovy ¢itekuty materidl ve zkumavce &ijiné nddobce (krev, sérum, mo&, mozkomisni
mok, sputum, Supiny, odstépek kosti, stolice, kousek nehtu...)
o stér &i vytér (z nejriznéjSich té&lnich povrch¥ a otvord) na vatovém tamponu, obvykle
zanofeném do fransportnino média
e nékdy muze jit o jiné vzorky, napiiklad ofisky, ndtéry na sklicka (uréené Cisté jen
k mikroskopickému prikazu) a dalsi.
Odbérdim vzorkd se vénuje specidini kapitola.

2.4.3.2 Kmen

Kmen je Cistd kultura (,,vypéstek") jednoho druhu mikroba (obvykle baktérie nebo mikroskopické
houby). Je to soubor jedincy, ktefi maji stejné viastnosti a zrejmé pochdzeji z jediné buriky.
Mikrobiolog nemd moznost pracovat s jedincem jak jako zoolog ¢i botanik: jedinec (jednotlivé
bakterie &i kvasinka) je prilis maly. Pradce s kmenem mikrobiologdm préci s jedincem nahrazuje.
Zjistovat napriklad biochemické viastnosti ¢i tvorbu pigmentu u jedné bunky by bylo extrémné
ndrocné. PouZije-li se misto toho kmen, je to mnohem jednodussi

Kmen zisk&me ze vzorku kultivaci na pevné pUdé (s podminkou sprdvného rozockovani) — proto
md& tato metoda vysadni postaveni zejména v diagnostice bakterii.

2.4.2 Prehled metod

Metody, kterymi ur€ujeme mikroby, si miZeme rozdélit na:

2.4.2.3 Metody piimé

Pomoci téchto metod hleddme mikroba jako takového, jeho souédst nebo jeho produkt ve
vzorku pacienta. MUZzeme si je ddle rozdélit:

2.4.2.3.1 Pfimy prukaz ve vzorku. V fomto piipadé pracujeme s celym vzorkem. Je potieba vzit
v Uvahu, Ze vzorek zpravidla obsahuje buriky makroorganismu a ze predem nevime, kolik
rdznych druhd mikrob je ve vzorku obsaZzeno — nemusi tam byt zddné, ale mize jich byt
v extrémnich pfipadech i nékolik desitek. Takovd situace samoziejmé znemoziuje pouziti
nékterych diagnostickych metod. MUzeme to prirovnat k fomu, Ze dvefe od posluchdrny také
tézko mUzZe vyuZit kriminalista k hleddni ofisku prstd jednoho studenta.



2.4.2.4.3 Prace s kmenem. V fadé piipady nelze pracovat s celym vzorkem — potiebujeme ziskat
kmen. Pokud mdme k dispozici kmen a urcujeme jeho viastnosti, hovorfime o identifikaci kmene
mikroba. Nékteré metody identifikace jsou tytéz, které se pouZivajii k pfimému prikazu ve
vzorku (napf. mikroskopovat se dd jak cely vzorek, tak i kmen). Jiné metody se naopak pouzivaji
pouze k identifikaci, aviak nikoli k pfimé prdci se vzorkem (pfikladem je biochemickd
identifikace, kterd se dd uplatnit pouze mdme-li k dispozici Cistou kulturu mikroba, tedy kmen).

2.4.2.4 Metody nepiimé

Témito metodami hleddme odezvu imunitniho systému pacienta na mikroba. V naprosté vétsiné
piipadd hleddme protilatky. Jen vyjimecné jde o prikaz bunééné imunity (napriklad u
tuberkulézy). Rozdil oproti pfimému prikazu spocivd v tom, Ze protildtka neni ani mikrobem, ani
jeho soucdsti, a neni ani produktem mikroba - je to produkt makroorganismu. Na druhou stranu
by ale bez podrdzdéni danym mikrobem (resp. jeho antigenem) nevznikla. Nevyhodou
neprimych metod je, Ze nejsou dUkazem toho, Ze je mikrob v téle praveé pritomen — svéddijen o
tom, Ze se s nim télo nékdy setkalo (anebo se setkalo s ockovaci latkou, kterd obsahovala cdsti
téla toho mikrobal). Tuto nevyhodu je ale mozné aspon ¢astecné eliminovat - blizsi vysvétleni se
nachdzi ve treti kapitole.



