Téma 2 Patogenita a virulence. Prehled
mikrobiologickych vysetiovacich metod |

2.3 Patogenita a virulence.

Klinicky vyznamné mikroby mohou Zit s Clovékem v miru jako nasi neskodni nebo dokonce
vZite&ni prOvodci - v posledni dobé se predpoklddd, Ze mikrobiom lidského téla (tj. soubor
mikrobU, které v téle Ziji) mda velky vyznam pro normdini fungovdni organismu a Ze pfi jeho
naruseni mohou nastdvat choroby dfive povazované za neinfekeni. Mikroby se ale také mohou
podilet na vzniku rbznych infek&nich onemocnéni nebo infek&nich komplikaci néjakého
neinfekcniho stavu (napfiklad zhniséni réany).

Dulezité je vzdy rozlisovat mezi mikrobem, ktery onemocnéni zpUsobil (pUvodce nemoci, napr.
virus klistové encefalitidy nebo salmonela), nemoci samotnou (napriklad klistovd encefalitida
nebo salmoneléza) a v nékterych pripadech i prenasec¢em (u klistové encefdlitidy je to klisté).
Absolvent Iékarské fakulty — byt bakaldiského optometrického &i ortoptického sméru — by nemél
pouZivat nepresnych termind jako ,,onemocnél salmonelou* (misto salmonelézou) nebo
»0Ckovani profi kiistatOm* (misto proti klistové encefalitidé). To ponechme nepoucenym (a
nepoucitelnym) bulvdrnim novindrim.

PTi definici vyznamu mikroorganismU pro onemocnéni ¢lovéka, zvirete Ci rostliny, se pouZzivaiji
pojmy patogenita a virulence. Oba tyto pojmy viastné znamenaji schopnost poskodit. Presto
neznamenaiji totéz, jak uvidime vzapéti.

2.3.1 Virulence

Na rozdil od patogenity pfedstavuje okamzitou viastnost konkrétniho kmene mikroba (kmen je
populace mikroba vzesld z jedné bunky, vice k pojmu ,.kmen" je uvedeno ddle).

Kmeny tedy mohou byt

e avirulentni — tedy v daném okam?ziku Uplné neskodné, neschopné napadat makroorganismus

e méné Ci vice virulentni — tedy disponujici rtznou mirou schopnosti napadnout
makroorganismus.

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

2.3.2 Patogenita

je vlastnost urcitého mikrobidlniho druhu ve vztahu k danému makroorganismu (v nasem
piipadé Elovéku, jindy zvireti, rostling). Z hlediska patogenity existuji i 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. Viechny 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 soucdst
bézné mikrobidini fléry stteva. K infekci potencidlnim patogenem dojde zpravidla

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

napriklad ze stfeva (kde vétsinou neskodi) do mocovych cest (E. coli je nejbézné&jsim
pUvodcem mocovych infekcil), do rdny, do biisni dutiny apod.

e V pripadé vyskytu kmene se zvysenou virulenci i na pUvodnim misté (existuji napr.
enteropatogenni kmeny Escherichia coli, které zpUsobuiji prdjmy novorozenct a kojencu)

¢ V dUsledku pritomnosti néjakych faktoru, které ovliviuji 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 frochu relativni (zdlezi na poctu mikroby, zpUsobu,
jakym se Clovék s mikrobem setkd, apod.).

Skutecnych obligdtné patogennich mikrobl 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 daldi organismus (osobu)

2) Nakazlivost — schopnost narusit obranu hostitele

3) Virulence - schopnost mikroba né&jak poskodit hostitele .

2.4.2 Faktory zodpovédné za virulenci, respektive patogenitu

1. Ty, které se podileji na kolonizaci hostitele: fasinky (latinsky pili &i fimbrie), bicik, rizné dalsi tzv.
adheziny. Bi¢ik umoznuje pohyblivost bakterii.

2. Ty, které u nékterych mikrobl zabezpedi invazi (vniknuti mikroba do tkéni). Jsou to rbzné
enzymy, stépici vazivo, faktory, zabezpedujici virim a nékterym bakteriim vstup piimo bunék a.

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 ovliviiuji nervovou soustavu. Napfiklad 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 Zvl&stnim pfipadem je tzv. endotoxin, coz neni volnd molekula, ale povrchovd struktura
gramnegativnich bakterii. Uplatni se zpravidla az po rozpadu baktérie (Klasické toxiny,
uvolnované bakteriemi do prostfedi, se nékdy oznaluji jako exotoxiny).

4. Faktory, které se podileji na boji s obrannymi mechanismy hostitele: napf. pouzdra (kapsuly),
které zabraruji pohlceni mikroba burkou hostitele, rdznorodost variant mikroba (u chripky) gj.

2.3.4 Planktonickd forma zivota a biofilm

Hovofime-li o virulenci mikroba, nesmime zapomenout na schopnost mikrobU tvorit tzv. biofilm.
Biofilm neni vysadou klinicky vyznamnych mikrobU — biofilm byla ta slizk& vrstva na kameni, po
které jste uklouzli v rybnice, nebo to, co musi akvaristé pravidelné drhnout ze stén akvdria. | to,
co se ultrazvukem Cisti z bryli, mdze mit do urcité miry charakter biofilmu.

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
vOCi vn&Sim viivim, at uz fyzikdinim, chemickym (v&etné antibiotik) nebo biologickych. Je-li
biofilm tvoren béZnou bakteridini mikroflérou, chrani organismus pred vpddem patogend.
Naopak tvofi-li biofilm patogen, stdva se 1é&ba takové infekce mnohem obtiznéjsi nez kdyby
mikroby nebyly v biofimu (opakem biofiimu je takzvand planktonickd forma Zivota).

2.4 PrObéh infekéniho procesu a fakiory, kieré se na ném podileji

2.4.3 Vstupni brana infekce
je pojem, ktery oznacuje misto, kudy mikrob do téla pronikl. Mdlokdy je to kize, mnohem Castéji
rdzné sliznice, véetné 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)
celkova (systémova, celotélovd)

2.4.2.4 Podle vyjadreni pfiznaku:

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



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

e typicky prubéh (,,ucebnicovy")

e komplikovany prubéh (t&73i, nez obvykle, resp. kromé obvyklych piiznakd i napf. prechod
na dalsi orgdny a podobné)

e v pribéhu infekce mUze dojit k superinfekci jinym mikrobem. MUZe také dojit ke koinfekci
dvéma riznymi mikroby.

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

2.4.4 Vysledek infekce

o UplIné uzdraveni: nejcast&jsi vysledek, hiavn& u b&znych (bandinich) infekci)

e Uzdraveni s ndasledky: nékdy samotnd infekce pomine, zanechd vsak trvalé ndsledky.
Napfiklad po nékterych nervovych infekcich dochdzi k nevratnému poskozeni mozku,
ackoli mikrob sédm uz neni v téle pritomen.

» Pfechod do chronicity: z akutni infekce se stadvd dlouhodobd az trvald

e Umrti

2.4.5 Co ovlivhuje formu infekce

e faktory na strané mikroba: zejména vybavenost jednotlivymi faktory virulence —je u
kazdého mikrobidiniho kmene jind. Napriklad u meningokokd plati, ze musi jit o tzv.
klondini kmen, aby mohl napadnout Elovéka. Naproti tomu kmeny, nalézané u zdravych
osob v krku (uvadi se, ze jde az o 10 % populace) mezi klondini zpravidla nepatfi.

e faktory na strané makroorganismu: stav imunity, stav anatomickych bariér — kize, sliznice
(napf. zda neni oslabena kourenim), stav funk&nich mechanismd - kychdni, strevni
peristaltika, vypuzovdni mikrobl z mocové trubice proudem moce). MUze jit i o to, zda se
télo nenachdzi ve stavu celkového vycerpdni — toho zneuzivaji napf. meningokoky

o faktory tykaijici se setkani mikroba a makroorganismu: za jokych okolnosti k nému doslo,
jakou infek&ni ddvkou a podobné. Salmonela napfiklad neni nebezpecnd, pokud se
nepomnozi a nedosdhne tak dostatec&né infek&ni ddvky. Také neni nebezpecnd pifi
kontaktu s neporusenou kUzi.

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

2.3.1 Cile mikrobiologické diagnostiky

V prfedchozim textu byly komentovany pojmy patogenity a virulence. Mikrobiologickda
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
zdroven zjistit, jestli pfitomnost patogenniho mikroba ma skutecnou pricinnou souvislost
s potizemi, na které si pacient sté€zuje (infekCni choroba, zanét). To se ale nikdy nedd zjistit
s Uplnou jistotou — ten, kdo sluzby mikrobiologické laboratofe vyuzivd (vétsinou Iékar) by tedy
nemeél vnimat vysledky samostatné, ale spajit si je se viim ostatnim, co o pacientovi a jeho
onemocnéni vi — tedy anamnéza (,,vyzpoviddani* pacienta — kdy mu potize zacaly, jestli je mél
Uz dfive, jestli na podobné potize trpél i nékdo jiny...), klinické vysetieni 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 infek&nim 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 nemUze
vyzkum odehrdvat), ale na vysetfovani klinickych vzork( od pacientl budto hospitalizovanych



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

Mikrobiologicka diagnostika (tedy préce laboratore klinické mikrobiologie) sméfuje v zdsadé
predevsim k n&sledujicim cilim:

e odhaleni puvodce nemoci. Skutecného plvodce je pritom Casto potieba odlisit od
bézné fléry — tedy mikrobU (hlavné baktérii), které se v nékterych télnich dutindch
vyskytuji normdiné, od ndhodného ndlezu, ktery se napr. do Ust zatoulal s potravou, od
kolonizace, tedy mikrobU, které osidli urity povrch (napfiklad zavedené mocové cévky),
ale nejsou puvodcem nemoci, a také od kontaminace, tedy od mikrobU, které pochdzeji
z vnéjsino prostfedi a které se do vzorku pfipletly omylem cestou

e nékdy také: uréeni "in vitro" citlivosti na antimikrobidlni latky (aby bylo mozno urcit, jakym
lékem md byt pacient [éCen)

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
né&jakého faktoru virulence (tfoxinu, 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 prichdzi k vysetieni do
laboratore. Vétsinou jde o néjakou jeho télni tekutinu, tkdn, vytér/stér z povrchu nebo dutiny,
muZe ale také jit o néco, co je umélé, ale nachdzelo se to v pacientové téle (pouzity cévni
nebo mocovy katetr, pouZitd kontakini Cocka a podobné). Nejcastéji se do laboratore posild

e kusovy ci tekuty materidl ve zkumavce ¢ijiné nddobce (krev, sérum, moc¢, mozkomisni
mok, sputum, Supiny, odstépek kosti, stolice, kousek nehtu...)
o stér Ci vytér (z nejrlznéjsich télnich povrchd a otvord) na vatovém tamponu, obvykle
zanofeném do transportnino média
e nékdy muze jit o jiné vzorky, napriklad ofisky, natéry na sklicka (uréené Cisté jen
k mikroskopickému prikazu) a dalsi.
Odbérim vzorkd se vénuje specidini kapitola.

2.4.3.2 Kmen

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

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

2.4.2 Prehled metod

Metody, kterymi uréujeme mikroby, si mUZzeme 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 tomto pfipadé pracujeme s celym vzorkem. Je potieba vzit
v Uvahu, ze vzorek zpravidla obsahuje bunky makroorganismu a ze pfedem nevime, kolik
rdznych druhd mikrobU je ve vzorku obsaZzeno — nemusi tam byt Z&ddné, ale mize jich byt
v extrémnich pfipadech i nékolik desitek. Takovd situace samoziejmé znemoZfiuje pouZiti
nékterych diagnostickych metod. MUZeme to pfirovnat k tomu, Ze dvere od posluchdrny také
tézko mUze vyuzit kriminalista k hleddni otisku prst jednoho studenta.



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

2.4.2.4 Metody neprimé

Témito metodami hleddme odezvu imunitniho systému pacienta na mikroba. V naprosté vétsiné
pripadd hleddme protilatky. Jen vyjimecné jde o prikaz bunééné imunity (napiiklad u
tuberkuldzy). Rozdil oproti pfimému prikazu spodivd 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
nepfimych metod je, Ze nejsou dikazem toho, Ze je mikrob v téle pravé pritomen - svédcijen o
tom, Ze se s nim télo nékdy setkalo (anebo se setkalo s ockovaci ldtkou, kterd obsahovala Cdsti
téla toho mikroba). Tuto nevyhodu je ale mozné aspon ¢dsteéné eliminovat — blizsi vysvétleni se
nachdzi ve treti kapitole.



