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Predmluva

Bakteriologie je zajisté jednim z nejkrasnéjsich odvétvi ptirodnich véd. Nabizi fascinu-
jici pohled do svéta, jenz je naSim smyslim nedostupny, a piesto ovliviiuje nasi existenci kazdy
den doslova od kolébky po hrob. Bakterie hybaji svétovym ekosystémem, pomahaji vytvaret
prostiedi, ve kterém Zijeme, poskytuji nam nutriéné hodnotné potraviny a napoje. Bakterie,
které s nami ziji v bezprostfednim kontaktu, ovliviiuji na§ vyvin a nejriznéjsi fyziologické po-
chody, véetné psychiky. Nase pozornost se ovSem zcela pochopiteln¢ zamétfuje na bakterie ja-
koZto ptivodce onemocnéni.

Tato skripta maji byt predevsim pomuckou ke studiu bakteriologické ¢asti predmétu
veterinarni mikrobiologie. Myslime si vSak, Ze nebude na Skodu nahlédnout problematiku bak-
terialnich onemocnéni pon¢kud komplexnéji. Pochopeni obecnych principli interakce mezi hos-
titelskym organismem a bakteriemi, at’ uz patogennimi ¢i bézné kolonizujicimi, zajisté napo-
muze také pochopeni patogeneze vyznamnych onemocnéni a bude budoucim veterinadiim
k uzitku pii vykonavani bézné praxe. Zjednoduseny koncept jeden patogen = jedno onemocnéni
Vv bakteriologii pfinasi jen vice zmatku, nebot’ rizné kmeny bakterie jednoho druhu se velmi
lisi schopnosti zpiisobovat onemocnéni a infekce je vysledkem casto velice slozité interakce
mezi hostitelem, prostiedim a riznymi patogeny. Bakterie navic ovliviiuji zdravi nejen pfimym
poskozovanim makroorganismu, ale i svym vlivem na funkci vSech moznych systémii, a svym
zpusobem mohou hrat roli 1 pfi vzniku neinfek¢nich onemocnéni, napt. autoimunitnich.

Bakterialni infekce jsou nejcastéjsi bezprostiedni pricinou smrti jak lidi, tak zvirat. Maji
nezmérny hospodaisky dopad, do néjz Ize zapocitat kromé piimych ztrat thyny a ndklady na
1é¢bu také mnoho dalSich souvisejicich vydaji. Nas boj s bakteridlnimi infekcemi pfipomina
zavody ve zbrojeni mezi dvéma velkymi mocnostmi a nutno si pfiznat, Ze bakterie jsou vzdy
o krok napted. Slozitost vztahii mezi bakteriemi ¢loveka, zvitat a prostfedi je demonstrovan
problematikou nartstajici antibiotické rezistence, ale 1 vznikem novych virulentnich ptivodct
(tzv. ,,emerging pathogens*). Mame pied oCima evoluci v malém a povéstna lidska invence ma
co délat, aby ji stacila. Je tfeba stale zdtraznovat princip ,,one health®, jedno zdravi ¢lovéka
1 zvifat. Veterinarni l1ékat méa zodpoveédnost za oboji.

Komplexni, nikoli mechanicky piistup k této problematice ¢ini proto studium veteri-
narni bakteriologie jak fascinujicim, tak smysluplnym. Doufame, Ze tato uc¢ebni pomticka Vam
pomuze nejen pii piipravé na zkousku z veterindrni mikrobiologie, ale i v budouci praxi. Pii-
jemné studium pteje kolektiv autort.



1. Klasifikace a nomenklatura bakterii

Biologové tradicné organismy zatazovali do péti fisi: zvifata, rostliny, houby, protista
a bakterie. Analyza sekvenci genti kodujicich mensi podjednotku ribozomalni RNA vsak na-
znacila existenci tii zakladnich linii buné¢nych organismu, které se nazyvaji domény a jsou
kroorganismy, zatimco tieti doména Eukarya, zahrnuje eukaryotické organismy s pravym ja-
drem.

Mikroskopické organismy byly dfive klasifikovany pfedevsim na zakladé fenotypovych
znaki (morfologie, fyziologické vlastnosti a biochemicka aktivita). Dnes se pfi jejich systema-
tickém tiidéni (klasifikaci) musime stale Castéji spoléhat na analyzu jejich genotypu. Porovna-
nim podobnosti a pfibuznosti dostupnych vlastnosti jsou mikroorganismy zatazovany do skupin
tzv. taxoni, které patii do urcité taxonomické kategorie na urcité taxonomické tirovni, jako
jsou kmen, tfida, ¥ad, ¢eled’, rod a druh.

Oznaceni (nomenklatura) taxonil podléha zdvaznym mezindrodnim pravidlim. Nazev
zakladni taxonomické jednotky druhu bakterie (lat. species) je kombinaci rodového a druho-
vého oznaceni, napt. Bacillus cereus. Tento binomialni systém zavedl jiz v 18. stoleti svédsky
botanik Carl Linné. Nazvy bakterii, podobné jako rostlin a zivocichu, jsou odvozeny z latiny
nebo se jedna o latinizovana oznaCeni pochazejici z fectiny. Hojna jsou také oznaceni odvozena
od jmen vyznamnych mikrobiologii nebo podle mista jejich prvni izolace a podobné. Kazdé
takové oznaceni ma svtj puvod (etymologii), tak napt. vSeobecné znamé oznaceni druhu stievni
bakterie Escherichia coli je odvozeno od piijmeni rakousko-némeckého 1ékare, bakteriologa a
vysokoskolského pedagoga Theodora Eschericha, ktery popsal ¢asnou kolonizaci stieva (ko-
lonu) novorozencu bakterii Bacterium coli communae (pozd¢ji zménéno na Escherichia coli).
Nazev rodu Streptococcus je odvozen z feckého streptos (fetéz) + kokkos (bobule, bobulovity
plod). Podobné nazev rodu Campylobacter pochazi z feckého kampylos (zakiiveny) + baktron
(ty¢inka).

Ptiklad nomenklatury taxonomickych trovni pro bakterii druhu Streptococcus aga-
lactiae, pivodce chronickych kataralnich mastitid dojnic (tabulka ¢. 1).

Tabulka 1 Taxonomické zaiazeni Streptococcus agalactiae

Taxonomicka kategorie | Nazev

Doména Bacteria

Kmen Firmicutes

Trida Bacilli

Rad Lactobacillales

Celed’ Streptococcaceae

Rod Streptococcus

Druh Streptococcus agalactiae

Podrobnéjsi nahled na klasifikaci domény Bacteria, kam fadime naprostou vétSinu me-
dicinsky vyznamnych bakterii, najdeme v aktualizovaném stavu na strankach LPSN (List of



Procaryotic names with Standing in  Nomenclature) (http://www.bacterio.net/-classif-
phyla.html). Zakladatelem téchto stranek je Jean Paul Marie EUZEBY, veterinarni 1ékaf a pro-
fesor mikrobiologie a imunologie na Ecole nationale vétérinaire v Toulouse, Francie.

Doménu Bacteria tvoii aktualné 35 kment a z nich pét Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteoidetes a Chlamydiae zahrnuje vétsinu klinicky vyznamnych druhii bak-
terii. Proteobacteria predstavuji gramnegativni bakterie s typickou sekvenci rRNA a jsou po-
jmenovany po starofeckém motském bohu Préteovi, ktery vynikal svymi proménami, podobné
tato skupina bakterii je charakteristickd znacnym poctem riiznych tvarovych forem. Je to nejpo-
cetngjsi kmen, ktery se d€li na pét tiid — alfa, beta, gamma, delta a epsilon. Kmen Firmicutes
integruje grampozitivni bakterie s nizkym obsahem nukleotidd G a C v genomu, kmen Acti-
nobacteria obsahuje rovnéz grampozitivni bakterie, ale naopak s vysokym obsahem nukleotidi
G a C v genomu. Dalsi kmen Bacteroidetes je velmi pocetnou skupinou gramnegativnich bak-
terii rizného puvodu a vlastnosti. Kmen Spirochaetes je fylogeneticky starou a vyznamnou
skupinou gramnegativnich bakterii s charakteristickym Stihlim spirdlovitym tvarem buiiky,
a kone¢né paty kmen Chlamydiae zahrnuje gramnegativni drobné ovoidni bakterie, které
se mnoZi pouze v eukaryotickych buikach a jsou to tedy obligatné intracelularni bakterie.

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny veterinarné vyznamné rody a skupiny bakterii pattici
do péti medicinsky vyznamnych kment bakterii.

Tabulka 2 Kmenové zarazeni medicinsky vyznamnych bakterialnich rodd

Kmen Veterinarné vyznamné rody nebo skupiny bakterii

Proteobacteria | Escherichia, Salmonella, Brucella, Vibrio, Campylobacter, Rickettsia,
Pseudomonas aj.

Firmicutes Bacillus, Clostridium, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Lactobacillus, bakterie mlé¢ného kvaseni, Mycoplasma
Actinobacteria | Bifidobacterium, Mycobacterium, Corynebacterium

Bacteoidetes Bacteroides, flavobacteria

Chlamydiae Chlamydie

Pro lepsi ptedstavu €lenéni jednotlivych taxonomickych trovni je v schématu €. 1 uve-
dena hierarchie taxonomického zatazeni piivodce cholery driibeze, Pasteurella multocida.
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Obrazek 1 Taxonomické zarazeni Pasteurella multocida
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Rod

Snahou bakteriologt, ktefi se zabyvaji systematickou mikrobiologii, je pfesn¢ definovat
a zafadit zakladni taxonomickou jednotku — bakterialni druh. Ten zahrnuje izolaty ¢i kmeny
bakterii vzajemné podobné vcetné typového predstavitele druhu, tzv. typového kmene. Fyloge-
neticka definice druhu je souhrnem fenotypovych znakt s pfevazujici shodou a zejména se
jedna o shodu sekvenci konzervativnich tsekil 16S rDNA. Obecné piijimanou mirou shody této
sekvencéni analyzy je minimalné 97 %. Ptipadné lze vyuZit za Gi¢elem porovnani piibuznosti
1jiné vysoce konzervativni geny.

Pfi laboratorni diagnostice medicinsky vyznamnych bakterii ¢asto nevystacime s jejich
identifikaci na Groven druhu a musime ptikrocit k podrobné&jsi charakteristice bakterialnich kul-
tur (izolatd) ziskanych z infekcei ¢loveka a zvitat. Rozdily ve vlastnostech prokazané riznymi
diagnostickymi testy ndm mohou Vv radmci druhu vymezovat rizné variety (pfipona -var), napft.
biovar (specificka biochemicka aktivita, ma napt. vyznam pro rozliSeni antigenné shodnych
biovarti Salmonella Gallinarum a S. Pullorum); sérovar (odliseni dle antigenni struktury; ma
napf. vyznam pii epidemiologickém Setfeni zdroji a cest Sifeni piivodciti salmonelozy, leptospi-
rozy, yersiniozy, koliinfekci); fagovar (vnimavost bakterialni kultury k sadé typizaénich bak-
teriofagli; ma vyznam napf. pfi epidemiologickych studiich salmonel6z vyvolanych casto
se vyskytujicimi sérovary salmonel — S. Typhimurium a S. Enteritidis).

Leékarska 1 veterinarni diagnosticka bakteriologie se zabyvaji identifikaci bakterialnich
kultur ziskanych z infekei cloveka a zvitat, pfipadn€ ze zdroju takovych infekci. Bakteriolo-
gické diagnostické postupy vyuZzivaji kombinaci metod, které umoziuji identifikovat neznamé
bakterialni kultury. Zvolenymi metodami se hodnoti zejména morfologii bakteridlnich bunék
(mikroskopie), slozeni bunécné stény (barvici metody — Gramova reakce, barveni dle Zeehla
a Nelseena), biochemicka aktivita, antigenni struktura, profil proteinti (hmotnostni spektrome-
trie) a slozeni nukleovych kyselin (rizné metody, véetné celogenomového sekvenovani). Jedna
se tedy o praktickou aplikaci ¢asti taxonomické klasifikace na troven druhu, ptipadné i jeho
variet, za uCelem ziskani pfesné laboratorni diagnozy (viz. schéma ¢. 2).
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Obrazek 2 Piehled metod vyuZivanych k praktické klasifikaci bakterii v 1ékafFské a

veterinarni diagnostické bakteriologii

Taxonomické védecké studie, které se zabyvaji popisem novych druht bakterii, vyuZi-
vaji tzv. polyfazovy piistup k identifikaci. To znamena, ze vyuZzivaji kombinuji vysledky do-
stupnych metod analyzy fenotypu, genotypu a fylogeneze. Vybér metod se miize liSit podle
cilové skupiny bakterii. Pfehled zakladnich metod vyuzivanych v polyfdzové taxonomii a jejich
rozsah rozliSeni je znadzornén na schématu €. 3.



Metody

RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
DNA fingerprinting (rizné metody)

Profil proteind

DNA-DNA hybridizace

Procentudini obsah nukleotidd GC
Slozeni/struktura bunécné stény
Chemotaxonomické mnaky (mastné kyseliny, chinony, ...)
Fenotyp (morfologie, biochemicka aktivita, ...)
Sekvenovani rRNA

DNA sondy (ribotypizace, ...)

Sekvenovani DNA

Celogenomové sekvenovani

Celed
Rod
Cruh
Kmen

Obrazek 3 Znazornéni vyuZzitelnosti dostupnych metod pro polyfazovou identifikaci

bakterii
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2. Bézna bakterialni mikroflora

Ani hospodarska zvirata, ani ¢lovék neziji ve sterilnim svété. Pravé naopak, vyssi orga-
nismy ziji v neustalém kontaktu a konfrontaci s jednoduchymi formami zivota piedstavova-
nymi baktériemi nebo viry. Piestoze se jedna o jednoduché formy zivota, jejich vyhodou je
velmi kratka generacni doba. E. coli nebo Clostridium perfringens jsou schopny se za optimal-
nich podminek rozmnozit kazdych 30 minut, zatimco kur domdci na to potfebuje 5 mésict

a Clovek cca 15 let. Je tedy zfejmé, Ze se vySSi organismy musely na danou situaci adaptovat
a pfitomnost mikroorganismt ve vnéj$im prostedi tolerovat.

Mnoho kompartmentl téla hostitele neni a neméd byt sterilni. Naopak, jsou kolonizovany
riznymi mikroorganismy, jako jsou eukaryotické protozoa 1 nékteré mnohobunécéné eukaryo-
tické organismy, plisné, kvasinky a houby, baktérie nebo viry. Spravna funkce mnoha kompart-
menti hostitele je dokonce na kolonizaci mikrobialni komunitou zavisla. Mikrobialni komunity
o rizném slozeni tak najdeme na kiizi, v respiracnim, urogenitalnim i travicim traktu. Celkova
mikroflora se sestava z baktérii, jednobunécénych protozoarnich (eukaryotickych) mikroorga-
nismu, hub a plisni, ale taky virti a bakteriofagl. Z hlediska absolutni poCetnosti jsou nejbez-
n¢jSimi kolonizatory baktérie, které dosahuji nejvyssich pocth v travicim traktu.

2.1 Mikrobiom, mikrobiota, komenzal, kolonizace

K oznaceni vSech mikroorganismu se bézn¢ pouziva termin mikrofléra. Nové se vSak zaci-
naji uzivat i terminy mikrobiota a mikrobiom. Terminy mikrobiota a mikrobiom se velmi ¢asto
zaméenuji, prestoze mezi nimi je jasny vyznamovy rozdil. Termin mikrobiota se pouziva k ozna-
¢eni vSech zivych mikroorganismi tvoficich danou populaci. Termin mikrobiom
se naopak pouziva k oznaCeni vSech gent, které v souhrnu dana populace prostiednictvim
svych jednotlivych ¢lent koduje. Mikrobiota je tedy totéz co mikroflora, zatimco mikrobiom
je souhrn vSech gent, které jednotlivi ¢lenové uvazované populace koduji. Bézna zaména obou
terminu je dana i skutecnosti, Ze Casto sice hovoiime o baktériich tvoficich danou populaci, ale
soucasn¢ hovoifime o tom, ceho je dand populace schopna, na =zaklad¢ slozeni
a genetickych vlastnostech jednotlivych bakteridlnich kmenti. Pokud jasné hovotfime jen
o zivych mikroorganismech, pouzijeme termin mikrobiota. Pokud vSak diskutujeme, ¢eho
vSeho je dana populace schopna na zdkladé genetického vybaveni jednotlivych ¢lenil, pouzije
se termin mikrobiom.

mikrobiota = mikroflora | Souhrn vSech Zivych mikroorganismi tvoficich danou mikro-
bialni populaci

mikrobiom Souhrn vsech gent, které jednotlivi ¢lenové dané mikrobidlni
populace koduji; celkovy “genom” mikrobidlni populace

Mnoho povrchli a kompartmentil vy$Sich organizmt je trvalé osidleno specifickou mi-
kroflorou. Schopnost daného mikroorganismu trvale osidlit pfislusSny kompartment se nazyva
téz kolonizace. Definovat ,trvalost“ osidleni neni ve zjednodusené podobé mozné. Napf.
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u kura domaciho trva prichod potravy travicim traktem jen necelé tii hodiny. Pokud tedy ku-
fatim oralné podame bakterialni smés, jeji pritomnost v trusu za tfi hodiny po podani je zcela
logicka, ale nevypovida nic o uspé$né kolonizaci. Podobné nelze hovotit o trvalé kolonizaci
Vv ptipadé, kdy jsou nékteré baktérie podavany denné napt. jako soucast krmiva nebo pitné vody
a jsou ve stejné obdobi zachytavany i v trusu. Na druhou stranu, jen velmi malo mikroorga-
nismu kolonizuje svého hostitele trvale po cely zivot. Systém interakci mezi mikroflérou a hos-
titelem je nutno chéapat jako dynamicky, nemeénici se sice v hodinéch,
ale ani ne stabilni a zafixovany v horizontu let. Pokud mame na mysli skute¢nou kolonizaci,
trvalou, pak bez jakéhokoli dalSiho vnéjSiho zasahu bychom méli dany mikroorganismus
na daném misté zachytavat minimaln¢ nékolik dnd, 1épe vsak tydnli a mésict po sobé.

Trvalé kolonizace nemize byt dosazeno, pokud by jedna strana (hostitel) nebo druha
strana (mikroflora) na daném vztahu prodélavala. Trvaly vztah mize byt zaloZen jen na vza-
jemné prospésnosti anebo vzdjemné neutralnim vztahu. Prvni pfipad nazyvadme symbidzou
a dané mikroorganismy jako symbiotické. Druhou typ vztahu nazyvame jako komenzalismus
skupinu mikroorganismi jako komensalni neboli komenzaly. DalsSi typy mikroorganismu
(podle vztahu kK jejich hostiteli, jako jsou paraziti nebo patogeny) jsou piedstaveny na jiném
misté tohoto ucebniho textu.

Kolonizace Schopnost daného mikroorganismu trvale osidlit pfisluSny povrch
nebo organ hostitele

Symbiodza Vzajemné prospésny vztah mezi hostitelem a danym mikroorga-
nismem

Komenzalismus Vzajemné neutralni vztah mezi hostitelem a danym mikroorganis-
mem

2.2 Vyznam bézné mikrofléry pro zdravi zvirat

Bézné mikroflora kolonizujici kiizi, respiracni, urogenitalni a travici trakt ma ochranny
ucinek a chréni hostitele pted kolonizaci patogennimi organismy. Principy ochrany jsou rtizné
a zahrnuji napt. snizeni pH produkci organickych kyselin (k. mlé¢na, octova nebo maselna),
které nasledné omezi multiplikaci patogennich baktérii. Baktérie bézné mikrofléry mohou pro-
dukovat proteiny a peptidy s antimikrobialnim u¢inkem (bakteriociny), které Gc¢inkuji proti pa-
togennim mikroorganismim. NejcastéjSim zpisobem ochrany zdravi hostitele béZznou mikrof-
l6rou pted patogennimi organismy vsak spociva v soutézi o dostupné ziviny — stovky patogen-
nich mikroorganismi v kontaminovaném krmivu nebo vod¢ sté€Zi prorostou mikrobialni komu-
nitou o po&tech 10 baktérii na gram nebo cm?. V travicim traktu se K vyse uvedenému piida-
vaji jesté dalsi vlastnosti. Stfevni mikroflora se sestava ze striktnich anaerobli. UdrZovani anae-
robniho prostiedi omezuje multiplikaci fakultativné-anaerobnich baktérii jako je E. coli nebo
Salmonella. Schopnost respirace, tedy znacné vyhodné&jsiho energetického metabolismu, je
u téchto patogentl v pln¢€ osidleném stfeve potlacena. Dale mikroflora traviciho dokaze degra-
dovat 1 latky, které vyssi organismy odbourat neumi. Jedné se zejména o nestravitelné polysa-
charidy, které se souhrnné oznacuji jako vldknina. ProtoZe v anaerobnim prostfedi traviciho
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traktu neni mozné vlakninu metabolizovat az na COz a vodu jako za piistupu kysliku, metabo-
lismus sttevni mikroflory obvykle kon¢i produkei organickych kyselin, jako je k. mlé¢na, oc-
tova, propiénova a maselna. Tyto organické kyseliny nejenze chrani pted infekci patogennimi
mikroorganismy, ale mohou byt hostitelem resorbovany a v aerobnim metabolismu pfeménény
na CO:2 a vodu se ziskem molekul ATP. Uvedené organické kyseliny se pro svou strukturu
oznacuji jako mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids — SCFA). Pritom
mastné kyseliny S dlouhym fetézcem (k. olejova, palmitova) patii mezi energeticky nejvyznam-
néjsi slozky potravy a krmiva. Pfestoze energeticky zisk z metabolismu k. octové nebo maselné
je prirozené nizsi, potad se jedna o podstatné zdroje energie. Baktérie sttevni mikroflory tak
svému hostiteli rozsifuji zisk energie 1 na substraty, které hostitel sdm o sob€ neni schopen
zpracovat. Jinym piikladem degradace substratii, které jsou pro hostitele obtizné stravitelné a
S jejichz degradaci mohou pomoci baktérie stfevni mikroflory, je lepek. Lepek je protein, s je-
hoz degradaci maji n¢kteti jedinci problémy. Lepek vSak umi degradovat nékteré druhy rodu
Lactobacillus (napt. Lactobacillus salivarius), a tak mikrofléra obohacena o takové druhy mtize
usnadnit traveni lepku pfitomného v obilovinach.

Vyznam mikrofléry pro zdravi zviirat

Snizeni pH prostiedi produkei organickych kyselin

Produkce proteint a peptidii S antimikrobialnim uc¢inkem (bakteriociny)

Anaerobizace prostiedi (v travicim traktu)

Soutéz o dostupné ziviny s patogennimi organismy

Degradace slozek krmiva, které vyssi organismy odbourat neumi

Konverze slozek krmiva, které vyssi organismy odbourat neumi, na energeticky bohaté or-
ganické kyseliny s kratkym fetézcem vyuzitelné hostitelem v aerobnim metabolismu

V asociaci s teplokrevnymi zivoCichy se nejcastéji vyskytuji baktérie nalezici do 4
kment (phylum, nezaménovat se stejnym terminem pouZzivanym pro oznaceni jednotlivych izo-
lath  baktérii, konkrétnich bakterialnich kultur). Zastupci kment Bacteroidetes
a Proteobacteria patii mezi gramnegativni baktérie, zatimco zastupci kmenti Firmicutes
a Actinobacteria patii mezi grampozitivni baktérie. Soucasné je potfeba mit na paméti,
7e taxonomicka urovei ,.kmen* je velmi vysokd a zahrnuje mnoho taxonomicky ptibuznych,
ale chovanim velmi odliSnych baktérii. Pokud se podivame na =zatazeni Cclovéka
do taxonomického systému, tak ¢loveék nalezi do kmene Chordata (strunatci). Do kmene vSak
Chordata nalezi i sumky, salpy, vrSenky, sliznatky, mihule nebo paryby. Dv¢ riizné baktérie
kmene Firmicutes tak mohou mit podobné odlisné vlastnosti, jako ma ¢lovék a sumka nebo
mihule. Pravé u baktérii kmene Firmicutes, které osidluji vyssi organismy, jsou dvé odlisné
skupiny a to tfida Bacilli a fad Clostridia. Ttida Bacilli zahrnuje fakultativné anaerobni bakte-
rialni druhy, zatimco vétSina zastupci tfidy Clostridia jsou striktné anaerobni baktérie. Mezi
striktné anaerobni baktérie patii i zastupci kmend Actinobacteria a Bacteroidetes, zatimco za-
stupci Protoebacteria jsou fakultativni anaerobové. Povrch a organy v kontaktu s aerobni at-
mosférou (klze, respiracni nebo urogenitalni trakt) tak budou nejcastéji kolonizovat zéastupci
tiidy Bacilli z kmene Firmicutes a Proteobacteria, zatimco anaerobni prostfedi bachoru nebo
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distalni ¢asti traviciho traktu budou osidleny zejména zastupci z tiidy Clostridia z kmene Fir-
micutes, spole¢né s Bacteroidetes a Actinobacteria.

kmen — (tFida) Barveni dle Grama Vztah ke kysliku
Firmicutes — Bacilli grampozitivni fakultativni anaerobové
Firmicutes — Clostridia grampozitivni striktni anaerobové
Bacteroidetes gramnegativni striktni anaerobové
Proteobacteria gramnegativni fakultativni anaerobové
Actinobacteria grampozitivni striktni anaerobové

2.3 Mikrobiota kiize, sliznic hornich cest dychacich a urogenitalniho aparatu

Mikroflora kiize je tvofena baktériemi kmend Firmicutes (okolo 55 %), Bacteroidetes
(20 %), Actinobacteria (15 %) a Proteobacteria (5 %). Zastoupeni Bacteroidetes nartsta
zejména na kuzi v okoli analniho otvoru. Jinak je mikroflora ktize je tvofena zejména aerob-
nimi, grampozitivnimi baktériemi. Povrch kize je bézn¢ kolonizovan baktériemi mlééného
kvaSeni jako je Lactobacillus, Aerococcus nebo Streptococcus. Kiize je bézné kolonizovana
i baktériemi rodu Staphylococcus, které spole¢né s laktobacily patii do kmene Firmicutes.

2.4 Mikrobiota sliznic hornich cest dychacich a plic

Jak horni cesty dychaci, tak plice pfedstavuji vysoce aerobni prostfedi. Proto se na jejich
kolonizaci podili zejména zastupci téidy Bacilli z kmene Firmicutes a Proteobacteria. Striktné
anaerobni zastupci kmene Bacteroidetes v mikroflofe hornich cest dychacich obvykle zcela
chybi. Mezi nejbéznéjsi rody kolonizujici nosni sliznici proto patii Aerococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus (vse Bacilli — Firmicutes), Pasteurella, Acinetobacter, Moraxella,
Escherichia a Klebsiella (vse Proteobacteria).

V plicich se mezi béznou mikrofléru fadi zejména laktobacily. Pfi respirac¢nich problémech
se vsak ve zvySené mife muze vyskytnout i Mycoplasma, Pasteurella, Haemophilus nebo Pseu-
domonas.

2.5 Mikrobiota urogenitalniho aparatu

Urogenitalni trakt coby semiaerobni prostiedi je osidlen zejména Firmicutes
a Proteobacteria se snizenym podilem Bacteroidetes a Actinobacteria. Na trovni rodu domi-
nuji Bacillus, Paenibacillus, Lactobacillus (vse Firmicutes), nebo Cronobacter
a Escherichia (ob¢ Proteobacteria).
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2.6 Mikrobiota GIT ptakii, monogastri a prezvykavcu a jejich zvlastnosti

Mikrofléra tenkého, slepého a tlustého stieva vSech teplokrevnych zivoc¢ichti s béznymi po-
travnimi naroky vykazuje shodné rysy, coz je ddno shodnymi podminkami v tomto prosttedi.
Ty jsou definovany stalou teplotou v rozmezi 37 az 42 °C, kontinudlnim pfisunem zivin a kle-
sajici koncentraci kysliku az na zcela anaerobni prostiedi ve slepém a tlustém stievé. Odlisna
a charakteristickd mikroflora je pochopitelné v organech, které jsou specifické jen pro urcité
zivoci$né druhy, napt. vole u driibeze nebo bachor u piezvykavci.

Vole dritbeZe je charakteristické stale jeste¢ vysokym podilem aerobni atmosféry. Vole je
tedy osidleno baktériemi, které jsou schopny tolerovat kyslik ze vzduchu. Proto se zde vyskytuji
zastupci Proteobacteria a aerotolerantni Firmicutes (tfida Bacilli). Typickym zastupcem mi-
kroflory volete z kmene Proteobacteria je rod Gallibacterium a z kmene Firmicutes pak bak-
térie rodu Lactobacillus.

Dalsim specifickym organem u hospodaiskych zvifat je bachor prezvykavci. Prostiedi
V bachoru je anaerobni a tak se v ném vyskytuji podobné baktérie jako v distalnich ¢astech tra-
viciho traktu. Zptisob vyzivy prezvykavci vSak vede k obohaceni mikrofléry bachoru zejména
o celulolytické baktérie. Mezi nejbéznéjsi baktérie v bachoru patii gramnegativni baktérie Ce-
ledi Prevotelleceae (kmen Bacteroidetes) a baktérie ¢eledi Ruminococcaceae (patii mezi Gram
pozitivni baktérie tfidy Clostridia a kmene Firmicutes). V ptipadé€, Ze je krmivo obohaceno
o jednoduché mono- nebo oligosacharidy, mohou v bachoru pierust baktérie rodu Lacto-
bacillus. Jejich metabolismus mono- nebo oligosacharidt vede k poklesu pH bachoru pod za-
douci mez a vzniku acidézy bachoru. Mezi specifick¢é baktérie bachoru patfi
i metanogenni archebaktérie. Nejcastéji se v bachoru prezvykavci vyskytuje Methanobrevib-
acter, ktery je zodpovédny za produkci metanu, procez je také chov prezvykavcl spojovan
s uvoliiovanim a hromadénim sklenikovych plynti v atmosféie.

Slozeni mikroflory tenkého, slepého a tlustého stieva vykazuje shodné rysy u vsech teplo-
krevnych a omnivornich hospodaiskych zvitat i clovéka, coz nevylucuje hostitelskou adaptaci
urcitych druhi, klont a izolatl na konkrétniho hostitele. V travicim traktu je znacny rozdil mezi
mikroflorou tenkého stfeva a mikroflérou distalnich ¢asti traviciho traktu (slepé nebo tlusté
stfevo, Obr. 1.). V tenkém stievé€ jsou pocty baktérii na gram traveniny 1000-10 000 x niZsi nez
Vv distalnich ¢astech traviciho traktu. Rovnéz komplexita mikrobidlni populace je v tenkém
stfeveé vyrazn€ nizsi nez ve slepém a tlustém stieveé. Piestoze je tenké stfevo kolonizovéano de-
sitkami  r0znych bakteridlnich druh@, sjistou davkou zjednoduseni Ize fici,
ze mikroflofe tenkého stfeva dominuji baktérie mlééného kvaseni, tedy zastupci kmene Fir-
micutes a to z ¢eledi Lactobacillaceae nebo Enterococcaceae.

Ve slepém a tlustém stievé se vyskytuji zejména ptisluSnici 4 kmenii baktérii. Dva domi-
nantni kmeny dohromady tvoii obvykle kolem 95 % z celkové mikroflory. Mezi dominantni

kmeny patii grampozitivni baktérie tfidy Clostridia a kmene  Firmicutes
(v distalnich castech zejména zastupci celedi Lachnospiraceae a Ruminococcaceae),
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a gramnegativni baktérie kmene Bacteroidetes (zejména Celed’ Bacteroidaceae). Mezi mino-
ritni, mén¢ Cetné zastoupené baktérie, patii baktérie z kmene Proteobacteria (gramnegativni
baktérie napt. véetné E. coli nebo Salmonella) a Actinobacteria (grampozitivni baktérie napf.
véetné Bifidobacterium). Méné¢ casto se v travicim traktu mohou objevit i zastupci dalsi kmenti
jako napf. Fusobacteria, Verrucomicrobia, Synergistetes, Spirochaetes nebo Elusimicrobia.
Zjednodusené lze fici, Ze slepé a tlusté stievo dospé€lych jedinct jsou osidleny grampozitivnimi
a gramnegativnimi baktériemi v poméru 1 ku 1. Je to proto, ze zastupci grampozitivnich Fir-
micutes stejné jako gramnegativnich Bacteroidetes tvoii okolo 45 % z celkové mikroflory,
a grampozitivni Actinobacteria stejné jako gramnegativni Proteobacteria tvoii kazdy po 5 %
zZ celkové mikroflory. Od tohoto konsensualniho sloZeni stievni mikroflory distalnich Casti tra-
viciho traktu vSak docela bézné existuji u konkrétnich jedinct odchylky a nékteré nazory na
skladbu stfevni mikroflory spojuji jeji pozitivni vliv pro hostitele spise s jeji stabilitou ve slo-
Zeni v Case nez s vlastnim sloZzenim.

kmen — (tiida) Celed’ ¢ast traviciho traktu

Firmicutes - Bacilli Lactobacillaceae, Enterococcaceae | tenké stievo

Firmicutes — Clostridia Lachnospiraceae, Ruminococaceae | slepé a tlusté stievo

Bacteroidetes Bacteroidaceae slepé a tlusté stievo
Proteobacteria Enterobacteriaceae slepé a tlusté stievo
Actinobacteria Bifidobacteriaceae slepé a tlusté stievo

Jedno ze zazitych dogmat fika, Ze E .coli je béznou soucasti stievni mikroflory. Toto
dogma je ale pravdivé jen ¢aste¢né. E. coli Ize skute¢né kultivovat z trusu téméf vSech jedinct
vSech druhii hospodarskych zvitat i clovéka. Je vSak dulezité si pfitom uvédomit,
7e v mikrofléte slepého nebo tlustého stfeva dosahuji baktérie poétti az 10 na gram trave-
niny. Poéty E. coli se viak pohybuji mezi 10° az 107 baktérii na gram traveniny. E. coli tedy
tvoti mezi 0,001-0,01 % z celkové mikroflory a rozhodné nepatii mezi nejbéznéjsi a nejvice
zastoupené baktérie traviciho traktu.
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Obrazek 4 Skladba mikrofléry kura doméaciho podél travi-
ciho traktu. 1 — Lactobacillus, 2 — Veillonella, 3 - Gallibacterium,
4 — Campylobacter, 5 — unclassified Lachnospiraceae, 6 — Bacteriodes,
7 — Faecalibacterium, 8 — Megamonas, 9 — Olsenella, 10 — Phas-
colarctobacterium, 11 — Prevotella, 12 — Blautia, 13 — Pseudoflavonif-
ractor, 14 — Barnesiella, 15 — Desulfovibrio, 16 - Clostridium XIVa, 17
— unclassified Porphyromonadaceae, 18 — Alistipes.

2.7 Faktory vyvolavajici nerovnovahu mikrobiomu a disledky tohoto stavu

V piredchozich odstavcich byla zminéna skladba mikroflory jednotlivych kompartmenta
téla hostitele. I pies pravdivost uvedenych skutecnosti je dilezité si uvédomit, Zze od primeéru
a konsensu bézn¢ existuji vyjimky, které se z jednoduchého priiméru vymykaji. Proto je kromé
vlastni skladby mikrofléry diilezitd 1 jeji stabilita v ¢ase. Pokud hostitel a mikroflora najdou
svlj ustaleny stav, Ize ocekavat pfinos pro ob¢ strany. Vychylky od rovnovazného stavy nazy-
vame jako dysbioza. Timto pojmem se bézn¢ rozumi snizeni komplexity mikroflory v daném
misté, ale pouziva se 1 obecné pro jakékoli ndhlé odchyleni od ustdlené rovnovahy. Mezi nej-
nismy, zména ve vyzivé anebo podani antibiotik. Indukce prajmovitych onemocnéni napf. sal-
monelovou infekci je soucasti evoluci selektované strategie salmonel, umoziujici jejich efek-
tivni Sifeni. Prijmova reakce vede k rychlému vyprazdnéni obsahu traviciho traktu, eliminaci
beézné mikroflory a docasnému vyuziti uvolnéné ekologické niky patogennimi salmonelami.

Dalsim zpiisobem, jak dosdhnout dysbidzy s negativnim dopadem pro hostitele, je dlouho-
dobé podavani antibiotik. Z pohledu stfevni mikroflory jednorazova aplikace antibiotik nepied-
stavuje zavazny problém. Jednordzové a casov€ omezené podani antibiotik nedokaze plné eli-
minovat baktérie sttevni mikroflory a po ukonceni 1é€by dochazi velmi rychle k obnoveni mi-
kroflory o podobném slozeni jako pfed terapii. To je nepfimo dokazovano

i dlouhodobou zkusenosti s pozitivnim dopadem podavanim antibiotik pfi 1é¢bé infekénich
chorob bakteridlniho piivodu u hospodarskych zvitat a lidi. Vyrazné problémy vSak mohou na-
stat pfi chronickém podéavani antibiotik spojeném se zmé&nou antibiotik v priib&hu terapie, né-
kdy dokonce s nékolika zménami po sobé. Po opakovanych zasazich jiz mize dojit k podstat-
nému ovlivnéni skladby stievni mikroflory, sniZeni jeji komplexity a navozeni dysbidzy s ne-
gativnimi dopady pro hostitele. Zménam v podavanych antibioticich v prub&hu 1écby vzhledem
k negativnim dopadim na skladbu stievni mikroflory by se tak mélo co nejvice piredchazet.
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Priciny dysbiézy

Infekce patogennimi mikroorganismy

Nahla zména ve slozeni krmiva

Dlouhodobé podéavani (riznych) antibiotik

2.8 Prebiotika, probiotika, synbiotika

Skladbu mikroflory hospodatskych zvitat 1ze zdmérn€ modifikovat. Toto tvrzeni plati pro
vSechny kompartmenty od kiize, pfes urogenitalni az po travici trakt. Nejcastéji je vSak pred-
métem aktivnich zasaht do skladby mikroflory travici trakt. Skladbu sttevni mikroflory lze
modifikovat ipravou krmnych smési nebo ptimym podavanim zivych kultur. V ptipadé oboha-
ceni krmnych smési o aditiva, kterd nasledné vedou ke zméné skladby stfevni mikroflory, ho-
voiime o podavani prebiotik. Prebiotika jsou tedy latky biologické povahy (ale nezivé), které
zvyhodni Z&4douci baktérie v travicim traktu na tikor neZadoucich. Aby méla prebiotika co nej-
vys$$i a nejpravdépodobnéjsi tcinnost, melo by se jednat o latky, které jsou hostitelem nevyu-
zitelné. Pokud by totiz hostitel um¢l podavana prebiotika sam resorbovat, metabolizovat a vy-
uzit, vstiebal by je jiz v tenkém stieve a pro baktérie by se takova prebiotika stala nedostupnymi
a nemohla by tedy podstatnym zptisobem ovlivnit skladbu mikroflory. Jako prebiotika se proto
pouzivaji latky, které hostitel neni schopen travit a vyuzit piimo, ale n¢které baktérie z traviciho
traktu tuto schopnost maji. Proto se pro hospodaiska zvirata nejCastéji vyuzivaji polymery, jako
je inulin nebo vlaknina. Tyto biologické polymery rostlinného ptivodu nejsou degradovany hos-
titelem, a jsou vyuzivany jen né¢kterymi baktériemi. Takové baktérie jsou pak pozitivné selek-
tovany a obohaceny ve stfevni mikroflore.

Alternativné Ize skladbu stfevni mikroflory ovlivnit podavanim zivych kultur mikroorga-
nismi. Zivé mikroorganismu podavané za timto téelem se pak oznaluji jako probiotika. Mezi
nejcastéji pouzivana probiotika patii baktérie rodu Lactobacillus, Enterococccus nebo Bifido-
bacterium. Experimentalné se testuje i podavan spor baktérii rodu Bacillus. V posledni dob¢ se
vSak ukazuje, Ze tyto baktérie neosidluji travici trakt trvale a pro dosazeni pozitivniho efektu
na zdravi zvifat je nezbytné jejich opakované podéavani pitnou vodou nebo krmivem. Jednora-
zovou aplikaci Ize docilit trvalého osidleni, jen pokud se pouziji baktérie s gramnegativni struk-
turou bunécné stény, napft. zastupci rodi Bacteroides. Prestoze pouzivani téchto baktérii jako
probiotik nema tak dlouhou tradici jako pouZivani laktobacild, posledni vysledky ukazuji, Ze
pravé tyto baktérie chrani kufata pred kolonizaci salmonelami nebo selata pred kolonizaci
Clostridium perfringens.

Poslednim zplisobem, jak ovlivnit skladbu stfevni mikroflory, je soucasné podani prebiotik
1 probiotik, tedy zivych kultur souc¢asn¢ s krmnym doplitkem, ktery rist probiotické baktérie
posiluje. Takové smesné pripravky se oznacuji jako synbiotika.
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Prebiotika

Krmné dopliky, které zvyhodni zddouci baktérie v travicim traktu

Probiotika Zivé mikroorganismy podavané pro sviij pozitivni vliv na hostitele
Synbiotika Preparaty obsahujici souc¢asné prebiotika i probiotika
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3. Patogenita a virulence

3.1 Definice pojmu

Z obrovského poctu existujicich bakteridlnich druht vzdy nejvétsi pozornost ptitaho-
valy ty, jez charakterizuje schopnost infikovat hostitelské organismy a zptisobovat onemocnéni.
Podstatou infekce je pomnozeni mikroorganismu s nasledkem poskozeni hostitelského orga-
nismu. Pouha pfitomnost bakterii v organismu jesté¢ neznamena infekci. Kaze a sliznice, které
jsou v kontaktu s vné&jsim prostiedim, jsou piirozené kolonizovany nepatogennimi komenzal-
nimi bakteriemi, které zjevné nezpusobuji svému hostiteli Zadnou ujmu. Komenzalové (lat.
cum mensa — tedy ,,spolustolovnici®) maji dle tradi¢ni definice neutralni vztah k hostiteli a je-
jich pfitomnost neznamena ani uzitek, ani Skodu hostitelského organismu, ktery jim sam po-
skytuje misto k zivotu a ziviny. Toto hledisko se v posledni dobé pfehodnocuje; soubor ptiro-
zené se vyskytujicich bakterii (mikroflora) mé ztejmé obrovsky vliv na nejriiznéjsi fyziologické
funkce makroorganismu vcetné psychického vyvoje (viz kapitolu o pfirozené mikroflore). Na-
proti tomu patogeny nazyvame ty bakterie, disledkem jejichz pomnozeni je posSkozeni makro-
organismu. Z ekologického hlediska je jejich vztah k makroorganismu vyjadien pojmem para-
zitismus — prospéch mikroorganismu je vykoupen tjmou hostitele. Patogenita je tedy zcela
obecné schopnost vyvoldvat onemocnéni. Rzné kmeny patogennich druhti bakterii se vSak lisi

vvvvv

Tzv. obligatni patogeny jsou natolik pfizpiisobeny parazitickému zpisobu zivota, ze
jejich pomnozeni je prakticky vzdy doprovazeno riznou mirou poskozeni hostitelského orga-
nismu, pouha jejich piitomnost v podstaté znamena infekci, at’ uz se klinicky projevuje (mani-
festni infekce) ¢i nikoliv (asymptomaticka infekce). Naproti tomu potencialni neboli opor-
tunni patogeny se chovaji dvojace. Za normalnich okolnosti kolonizuji povrchy hostitele jako
komenzalové, mezi nimi a makroorganismem vsak panuje pouh¢ ,,pfiméfi a probiha neustala
dynamicka komunikace. Bakterialni kolonizatofi nevahaji vyuzit ptilezitosti, kdy je linie hos-
titelské obrany prolomena ¢i dozor imunitniho systému ochabne, k priniku do mist, kde se pfi-
rozen¢ nevyskytuji, nebo k namnozeni v mife, kterd hostitelsky organismus poskozuje. Zména
motility stfeva nebo dietni zména, ale i stres jakéhokoli typu mize vést k mnozZeni urcitych
toxinogennich bakterii (napf. klostridii) nebo piestupu bakterii ptes sttevni sténu do krevniho
ob¢hu. Poskozeni epitelu dychacich cest virovou infekei vede mnozeni bakterii zptisobujicich
hnisavy zanét. Pokud je zdrojem infekce vlastni mikroflora, hovotime o endogenni infekci.
Typickym piikladem endogenni infekce je aktinobaciloza skotu, kdy dochézi k priniku bakte-
rie Actinobacillus lignieresii do podslizni¢ni po mechanickém poskozeni, napf. ostrou pici.
Zdanlivé je toto rozdé€leni jednoduché, pti bliz§im pohledu se vSak hranice mezi oportunnimi
a obligatnimi patogeny i1 mezi patogeny a komenzaly rozmazava. Kazda infekce je vlastné je-
dine¢ny proces, zavisly jak na vlastnostech patogenu, tak na momentalnim stavu hostitelského
organismu a vngjSich okolnostech.

Vlastnosti, které zvysuji schopnost patogenu poskozovat hostitele, nazyvame faktory
virulence. Definice tohoto pojmu je mimofadné obtizna. V uzsim slova smyslu je 1ze chapat
jako znaky, které maji pfimou ucast v patogenezi a klinickém projevu onemocnéni, napiiklad
kdyZ enterotoxiny stievnich patogenti vyvolavaji prijem. Pravé faktory virulence tedy slouzi
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k ptimému poskozeni hostitele a vyskytuji se pouze u patogenti. Pfevlada vSak tendence chapat
tento pojem v SirSim smyslu jako jakékoli znaky, jez zvyhodnuji patogen v infekénim procesu,
byt se na patogenezi podili nepfimo. Takové znaky se mohou vyskytovat a byt vyuzivany
i u nepatogennich bakterii. Nékdy je presn€jsi mluvit o faktorech asociovanych s virulenci
nebo dokonce jen faktorech asociovanych s fitness. Zahrnuji rizné koloniza¢ni faktory, me-
chanismy, jimiz bakterie konkuruji ostatni mikrofléie a jez jim zajistuji vyzivu v prostiedi
chudém na né¢které ziviny, strategie, jimiz se vyhybaji likvidaci imunitnim systémem, trans-
portni systémy, secernujici jiné faktory virulence (pfedevsim adhesiny nebo toxiny) a v nepo-
sledni fad¢ regula¢ni mechanismy, nezbytné pro adekvatni adaptaci ménicim se podminkam
prostiedi. Tyto faktory virulence v Sir§im slova smyslu piedstavuji nezbytnou podminku pro
vznik infekce, ale samy se pfimo na poskozeni makroorganismu nepodileji.

Slavny némecky mikrobiolog a objevitel ptivodce tuberkulézy Robert Koch popsal
v druhé poloviné devatenactého stoleti kritéria pro uznani mikroorganismu jakozto ptivodce
konkrétniho onemocnéni, tzv. Kochovy postulaty. Podle nich se musi dany mikroorganismus
1) vyskytovat u vS§ech nemocnych jedinct a zadného zdravého, 2) musi byt izolovan a vypés-
tovan v Cisté kultufe, 3) musi pfi experimentalni infekci vyvolat ptiznaky shodné s danym one-
mocnénim a 4) musi byt z experimentalné infikovanych jedincti opé€t izolovan a shodovat se
s mikroorganismem z ptivodniho nemocného jedince. Kochovy postulaty plati dodnes, tiebaze
s jistymi vyhradami. Nékteré mikroorganismy se napiiklad nedafi péstovat in vitro, jiné vyvo-
lavaji typické ptiznaky teprve v souc¢innosti s jinym mikroorganismem. Postulaty také opomiji
stav hostitelského organismu, ktery ma zejména u oportunnich infekci zasadni vyznam.

Jelikoz virulence mikroorganismu je geneticky determinovana vlastnost a pti charakte-
rizaci patogenu je v soucasnosti velmi dulezité definovat geny kodujici faktory virulence, defi-
noval v roce 1988 americky mikrobiolog Stanley Falkow tzv. molekularni Kochovy postu-
laty: 1) gen se musi vyskytovat u vSech patogennich kmenti a zddného nepatogenniho, 2) inak-
tivace genu musi vyustit ve snizeni virulence nebo ztratu patogenity v experimentalnim modelu
a 3) opctovné ,,zapnuti“ genu musi vést k ndvratu patogenity. V fad¢ piipadii neni ani tento
postup aplikovatelny, at’ uz je problém v absenci vhodného modelu nebo nemoznosti s mikro-
organismem geneticky manipulovat. Nékteré geny navic mohou zvySovat virulenci patogenu
a vyskytovat se zaroven i u nepatogennich kmenti. Geny virulence ¢asto funguji ve vzajemné
soucinnosti. Nékdy ,,vypnuti geny nevyusti ve snizeni virulence, protoze je funkce daného
systému nahrazena jinym systémem, jindy zase pfeneseni dané¢ho genu do apatogenniho orga-
nismu nevyusti ve zvySeni virulence, protoze zde chybi potfebné regulacni mechanismy.

Ctvrty molekuldrni Kochtiv postulat se tyka vakcinace: proti patogenni determinanté
musi byt produkovany specifické protilatky a poskytovat aspon ¢aste¢nou ochranu. Ne vSechny
faktory virulence jsou vSak stejné imunogenni, a proto nejsou vSechny pouzitelné pro vyrobu
vakcin.

Doporucena Cetba: Wassenaar T.M., Gaastra W. Bacterial virulence: can we draw
a line? FEMS Microbiology Letters 201 (2001): 1 —7.
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3.2 Cesty vstupu bakterii do organismu

Infekéni proces zahrnuje prinik patogenniho mikroorganismu do hostitele a pomnozeni
V jeho tkénich s naslednym vylu¢ovanim a pfenosem patogenu na dalsiho hostitele. Mikroor-
ganismus se Vv prvni fazi infekce obvykle pfichycuje na vnéjsi struktury hostitele, pfekonava
obranné bariéry a pronikéd do mist, kterd nabizeji nejvhodné&jsi podminky pro jeho mnozeni. To
Casto predpoklada penetraci vnitiniho prostfedi, pokud pomnoZzeni neprobiha piimo na epiteli-
alnim povrchu. Zde i tam se musi vyrovnavat s mechanismy vrozené a ziskané imunitni odpo-
veédi; posSkozeni hostitele nastava bud’ pfimo ¢innosti patogenu, nebo v disledku sebedestruk-
tivni obranné reakce.

Makroorganismus komunikuje s vnéjsim prosttedim péti systémy, osazenymi vétSinou
vlastni pfirozenou mikroflorou a vybavenymi rozlicnymi obrannymi mechanismy. Je to kiize
a sliznice traviciho a dychaciho traktu, konjunktivy a urogenitalniho aparatu.

K infekcei ptes kizi, perkutanni infekei, dochdzi pfedev§im v misté, kde je kozni bari-
éra poSkozena. Bakterie jsou tak pifimo inokulovany do odhalenych hlubsich tkani ¢i dokonce
do krevniho/lymfatického obéhu. Poskozeni muze zprostiedkovat bodavy hmyz, ktery je bud’
pouze ndhodnym, mechanickym pfenaseCem infekce, nebo je na néj patogen ptimo biologicky
vazan, jako je tomu napiiklad u lymeské boreliozy. Zivotni cyklus Borrelia spp. je odvisly od
pienosu Krev sajicimi ¢lenovci (klistata, klist'’aci, ale 1 v§i) a jiny zpusob neni prakticky mozny.
Naopak mouchy figuruji jako mechaniéti pfenaseci Trueperella pyogenes v piipadé tzv. letni
mastitidy, velice nebezpetné infekce, ke které dochazi zejména v letnich mésicich u skotu na
pastvé. Mouchy zanaseji infekci do mist drobnych traumat. Infekce ran jsou velmi rozdilné
Z hlediska rozsahu, hloubky a kontaminace. Zvlastni misto zde zaujimaji rany po kousnuti, které
byvaji kontaminovany ustni mikrofloérou zviiete. Hluboké rany, nevystavené vzduchu, predsta-
vuji riziko infekce anaerobnimi histotoxickymi klostridii, pavodci plynovych flegmon, ale také
Clostridium tetani. Inokulace samoziejmé muze probéhnout stejnym zptsobem i pies sliznice.
Priiniku bakterii pfes na prvni pohled neporusenou kiizi napoméhaji zménéné podminky, pod-
porujici rast bakterii a oslabujci piirozené obranné mechanismy. Ve vlhkém prosttedi dochazi
k maceraci kize, coz je dilezitym predispozi¢nim faktorem pro vznik fady koznich infekei,
napiiklad dermatofilézy nebo interdigitalni dermatitidy ptezvykavcl. Macerace na mikrosko-
pické Grovni narusuje integritu epidermis a navic poskytuje ptiznivéjsi prostredi vétsing mikro-
organismu, pro néz je kiize za normalnich okolnosti pfili§ sucha a slana.

Infekce pres travici trakt neboli alimentarni infekce zacind ingesci patogenu, piede-
v§im v kontaminované vod¢ nebo krmivu. Patogen musi byt schopen projit v dostate¢ném po-
¢tu az do mista svého pfipojeni a pfipadné penetrace. Musi proto vykazovat urcitou rezistenci
ke kyselému pH zaludku nebo ke Zlu¢ovym solim. Po adhezi na sliznici se miZe patogen po-
mnoZit a zpisobovat poskozeni (naptiklad produkci toxint ovliviiyjicich sekreci iontt do lu-
mina stfeva), anebo je vybaven invazivnimi faktory, umoZziujici internalizaci do buné€k a priinik
do systému. Po t¢Zkém poskozeni stfevni sliznice naptiklad virovou infekci nebo mechanicky
zpiisobenou inchémii se travici aparat mize stat vstupni branou bakterialni septikémie, jejimz
zdrojem je vlastni mikroflora. K priniku patogent pies neposkozenou sliznici mize také dojit
v riznych Castech traviciho traktu, ptedevsim v oblastech s hojnou lymfatickou tkani; ma se za
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to, ze invazivni E. coli jakoZto pivodce neonatalnich sepsi pronika v oblasti hltanu, naproti
tomu fada patogennich bakterii — napt. Salmonella spp. nebo Shigella spp. — vyuzivaji tzv. M
buiiky stievni sliznice a dalsi antigen-prezentujici bunky, které vychytavaji ,,vzorky* obsahu
stfevniho lumina a nabizeji je k rozpoznani hloubéji loZzené lymfatické tkéani.

Infekce pres dychaci systém se nazyvaji respiratorni infekce. Pojem aerogenni in-
fekce vyjadiuje, ze k infekci dochazi inhalaci patogenu, nejcastéji piichyceného na drobnych
kapénkach nebo pevnych ¢asteckach poletujicich ve vzduchu. Inhalace infekéniho aerosolu je
obzvlasté efektivni zptisob infekce a ¢asto staci velmi nizka infekéni davka, aby zptsobila ne-
bezpecné onemocnéni, jako je tomu naptiklad u tularémie, moru ¢i antraxu. Oportunni bakteri-
alni patogeny osazuji ptirozené kolonizovanou ¢ast dychaciho traktu a k masivnimu pomnozeni
nebo priniku do plic vyuZivaji poskozeni sliznice a funkce mukocilidrniho aparatu, zprostied-
kovaného naptiklad virovou nebo mykoplasmovou infekci nebo chemickym podrazdénim sta-
jovymi plyny.

Infekce pres spojivku je usnadnéna mechanickym drazdénim, cizim télesem nebo hmy-
zem, svou roli hraje i UV zareni. VSem témto faktorim je vystaven kuptikladu skot na pastve;
je jimi predisponovan k infekéni keratokonjunktivitidé skotu zptisobované Moraxella bovis.
Nekteré bakterie — napiiklad Leptospira spp. a jiné spirochety svym vyvrtkovitym pohybem —
jsou schopny penetrovat i neporusené sliznice.

I vagindlni a prepucidlni sliznice ma svou vlastni mikrofloru. Zdrojem potencialnich
patogenti, které mohou za ptiznivych okolnosti postupovat hloubé&ji do mocovych cest nebo
reprodukéniho traktu, byva perinealni mikroflora a fekalni kontaminace. Rizikovym faktorem
zde mtZe byt katetrizace nebo jiny zakrok a mocové infekce uporné rezistentnimi bakterialnimi
kmeny patii k ¢astym typiim tzv. nosokomialnich infekei. Jinym pfipadem jsou tzv. venerické
infekce, vazané na pienos pohlavnim stykem. Jedno pohlavi mtize byt asymptomatickym nosi-
¢em a zdrojem onemocnéni pro pohlavi druhé, jako je tomu naptiklad u nakazlivé metritidy
klisen, zpusobované Taylorella equigenitalis nebo infekce Campylobacter foetus ssp. venerea-
lis skotu.
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3.3 Infekce jednotlivych organovych systémi

Vétsinu mikroorganismi charakterizuje schopnost vyvolat onemocnéni konkrétnich or-
ganovych systému, n¢které se staly specialisty na poskozovani urcitych tkani ¢i dokonce bunék.
Jsou k tomu obdareny celou Skalou strategii, jak rozpoznat v organismu mista, ktera at’ uz diky
svym jedine¢nym vlastnostem, expozici specifickym podminkam, nebo v disledku oslabeni 1o0-
kalni obranyschopnosti hlife odolavaji koloniza¢nimu tlaku patogent.

3.3.1 Respiracni systém

Respiracni systém je jednim z bariérovych aparatii, ktery je neptetrzité vystaven enorm-
nimu antigennimu tlaku, jenZ v tomto ptipad€ ptichazi s inhalovanym vzduchem. Fyzikalni,
chemické a biologické vlastnosti vdechovaného vzduchu rozhoduji o tom, zda dychaci systém
tomuto tlaku odold, ¢i nikoliv. Rizné druhy zvifat jsou ze zcela zfejmych divodi chovany
odli$n¢; kocour, mezindrodni Sampion svého plemene, zajisté dychd jiny vzduch, nez ktery ob-
klopuje prasata ve vykrmovych halach ¢&i telata v teletnicich. Céast vdechovanych bakterii tvoii
druhové specificka mikrofléra kolonizujici horni cesty dychaci, ale 1 zde o jeji skladbé z velké
c¢asti rozhoduje mikroklima (stdjového) prostiedi. Jsou-li zoohygienické parametry optimalni,
disponuje dychaci systém takovymi obrannymi mechanismy (mukociliarni clearance, lysozym
a laktoferin v respiracnich sekretech, sekre¢ni IgA, alveolarni makrofagy), které udrzi jeho
distalni useky mikrobi prosté. Pokud je vSak respiracni trakt dlouhodobé exponovan stdjovému
vzduchu nevyhovujiciho slozeni (tedy s vysokymi koncentracemi mikroskopickych pracho-
vych partikuli a drazdivych plynit), mize byt tato imunitni bariéra pfekonana. Nékteré poten-
cidln€ patogenni bakterie, jejichz lokalizace v dutin€ nosni nezptsobuje hostiteli zddné obtize,
u n¢j mohou za téchto neptiznivych okolnosti a zejména pokud se navic piipoji i dalsi nezadouci
vlivy vedouci k imunosupresi, zpiisobit zdvaznou respiratorni infekci. Takovym piikladem
miuize byt bronchopneumonie vyvolana Mannheimia haemolytica u telat, ktera jsou vystavena
stresorim v podobé¢ transportu a suboptimalnich zoohygienickych podminek. Na rozvoji one-
mocnéni respiraéniho systému se velmi €asto podili vice patogent soucasné, modelova situace
zahrnuje virové agens jako primarniho pivodce s naslednym uplatnénim sekundarnich bakteri-
alnich nox. Tento scénaf vSak nemusi platit bezvyhradné, 1 nékteré bakteridlni druhy disponuji
schopnosti poskodit dychaci aparat jako prvni (Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma hyo-
pneumoniae).

Mezi nejvyznamnégjsi pivodce bakteridlnich infekci hornich a dolnich cest dychacich
hospodaiskych i zajmoveé chovanych zvirat patii Bordetella bronchiseptica, Bordetella avium,
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae, Histophilus somni, Haemophilus paragallinarum,
Chlamydophilla felis, Chlamydia psittaci, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
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Enterobacter spp., Salmonella Dublin, Pseudomonas aeruginosa, Actinobacillus pleuropneu-
moniae, Actinobacillus equuli, Mycobacterium spp., Rhodococcus equi, Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, Staphylococcus spp., obligatni anaeroby.

Aby byl terapeuticky zasah Gspésny, vyzaduje piedevsim piesnou mikrobiologickou di-
agnozu, ta se vSak neobejde bez spravné odebrané¢ho vzorku z vhodné zvoleného mista. Vyka-
zuje-li pacient ptiznaky postizeni dolnich cest dychacich, neni mozné dospét ke spravnému
vysledku na zaklad¢ vysetifeni materialu z dutiny nosni! Ta totiz mize byt kolonizovana celou
fadou mikrobi, véetné téch potencialné patogennich, jez vSak do distalnich tsekl systému ne-
pronikly a na rozvoji onemocnéni se tedy nepodileji. Neni neobvykla ani situace, kdy se sice
V hornich i dolnich cest dychacich kultiva¢né prokaze stejny bakterialni druh, ve skute¢nosti se
ale jedna o dva rtizné kmeny s odliSnou citlivostni k antimikrobialnim latkdm. Nasazeni antibi-
otik na zaklad¢ vysetfeni kmene z dutiny nosni pak zakonité vede k selhani 1écby. Prestoze je
tedy odbér vzorku z dolnich cest dychacich bronchoalveolarni lavazi ¢i transtracheélni aspiraci

vvvvvv

3.3.2 Gastrointestinalni systém

Také gastrointestindlni systém je neustale konfrontovan s mikroorganismy, které do n¢j
alimentarni cestou pronikaji z vnéjsiho prosttedi. Bezprostiedné po narozeni je travici trakt ste-
rilni, ihned po kontaktu s okolim je vSak zah4jena jeho kolonizace mikroorganismy. Po urcité
dobé¢, zavislé na druhu zvitete, se mikroflora stieva ustali do podoby dynamického mikrobial-
niho spolecenstva, jehoz slozeni zasadné ovlivituje zdravi i1 kvalitu zivota svého hostitele. Tato
mikroflora sestava pievazné z druhii bakterii nalezicich do kmend Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria a Actinobacteria, viz kapitolu 2.6. Diky pfirozenym obrannym mechanismiim
V podobé vrstevnatého dlazdicového epitelu sliznice jicnu, kyselych sekretii Zalude¢nich 714z a
hlenu pokryvajiciho sliznice jicnu a Zaludku je prevaha mikroorganismt lokalizovana az v ter-
minalnich usecich tenkého stieva a ve strevé tlustém. U piezvykavci se ke strevnim bakteriim
pridavaji kvasinky a prvoci tvorici soucast rezidentniho mikrobiomu bachoru, slepého a tlus-
tého stfeva, kde slouzi k degradaci jinak nestravitelnych rostlinnych polysacharidii celulozy,
hemicelul6zy, ligninu a pektini a uplatiiuji se 1 pii dalSich metabolickych procesech §tépeni
mnoha dalSich uhlikatych a dusikatych slou¢enin.

Pfirozena stfevni mikroflora dale zdsadn€ napomahd pii rozvoji imunitniho systému
sliznice gastrointestinalniho traktu (Gut-associated lymphoid tissue, GALT), ktery tvoii imu-
nokompetentni buniky organizované v kompaktni lymfatickou tkan (Peyerovy plaky), bunky
difizné rozptylené v lamina propria stfevni sliznice a intraepitelidlni lymfocyty. Peyerovy
plaky zaujimaji postaveni Ustfedniho orgdnu GALT, zodpovédného za piimy kontakt lymfa-
tickeé tkané s antigeny ve stfevnim lumen a zahajujiciho specifickou slizni¢ni imunitni odpovéd’.
Bunky diftizné rozptylené v lamina propria mucosae piedstavuji hlavni vykonny aparat GALT,
rekrutujici se z pomocnych T- lymfocytli, B-lymfocytii a plazmatickych bunék. Posledni jme-
nované vylucuji pfevaznou ¢ast molekul IgA, které vyznamné pfispivaji k prevenci kolonizace
stfeva patogennimi mikroby. Intraepitelidlni lymfocyty se ucastni butikami zprostfedkovanych
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cytotoxickych reakci, vykazuji totiz charakter cytotoxickych lymfocytt. Pfirozend stfevni mi-
kroflora také napomaha prevenci infekce traviciho traktu produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem, jez inhibuji riist potencidlné patogennich bakterii, soutézi s nimi o ziviny a v nepo-
sledni fad¢ o vazebna mista na enterocytech, podili se tedy na jevu, ktery oznacujeme jako
kolonizac¢ni rezistence.

Nezadouci zmény ve sloZeni pfirozené stfevni mikrofléry mohou usnadnit vazbu pato-
gennich mikroorganismti na povrchové receptory enterocytii a prispét tim k rozvoji stievni
infekce. K naruseni rovnovahy stievniho mikrobiomu dochazi zejména vlivem antimikrobialni
terapie, radikalnich dietnich zasahii a nevyhovujicich environmentalnich podminek. Obzvlast
citlivé je vSak stfevo v neonatalnim obdobi, neZ dojde k jeho Uplné kolonizaci rezidentni mi-
kroflérou. Patogenni mikroorganismy vyuzivaji celou fadu mechanismi, jimiz narusuji funkci
a integritu stfevni sliznice, coZ je podstatou klinického obrazu stfevni infekce zahrnujiciho pri-
jem, zvraceni a abdominalni bolestivost. Mezi nejvyznamnéjsi bakteridlni patogeny traviciho
traktu malych i hospodatskych zvitat fadime E. coli, zastupce mnoha sérotypu druhu Sal-
monella enterica, Clostridium perfringens typu A, B, C, Clostridium difficile, Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli, Yersinia enterocolitica, Brachyspira hyodysenteriae, Brachyspira
pilosicoli, Lawsonia intracellularis a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Pro laboratorni diagnostiku etiologického agens onemocnéni traviciho systému odebi-
rame bud’ klinicky material, tedy vzorky trusu zvifat, rektalni vytéry, zvratky, nebo sekéni, zis-
kany béhem patoanatomického vysetieni v podob¢ obsahu stiev. Pfi podezieni na alimentarni
infekci hledame ptivodce také v krmivu ¢i vode.

3.3.3 Vylucovaci systém

Vylucovaci systém, s vyjimkou distalnich ¢asti mocové trubice, neni osidlen mikroor-
ganismy. K sifeni mikrobui v moc¢ovych cestach muze dojit dvéma zptisoby, hematogenné, nebo
mnohem castéji cestou ascendentni infekce. Vzhledem k anatomickym pomértim v podobé
krat$i uretry a lokalizace jejiho vyusténi v blizkosti rekta, se infekce mocovych cest vyskytuji
Castéji u samic, neZ u samctll. Samice jsou také vice ohroZeny zavle¢enim cizorodych organismi
pii pfirozené ¢i umélé inseminaci. Predispozi¢ni faktory pro vznik infekce potom pro obé€ po-
hlavi pfedstavuji zejména rizné formy obstrukce mocovych cest (urolitidza u sterilizovanych
kocourt, hypertrofie prostaty u psii), ale také diagnostické ¢i terapeutické ukony zalozené na
mechanické manipulaci v urogenitalnim aparatu (katetrizace, cystoskopie).

Podstatna ¢ast ascendentnich infekei vylucovaciho systému je vyvolana zastupci
rezidentni mikroflory gastrointestinalniho aparatu, nejvice se uplatiuji zastupci celedi Entero-
bacteriaceae v cele s E. coli. Nejvétsi sanci vyvolat mocovou infekei maji pfedev§im bakterie
vybavené takovymi faktory asociovanymi s virulenci, které napomahaji kolonizaci mocovych
cest a pfezivani v prostiedi se specifickymi podminkami vytvofenymi moci. Pravée t€mito vlast-
nostmi jsou charakterizovany tzv. uropatogenni E. coli (UPEC), které jsou etiologickym agens
extraintestindlnich koliinfekci nejen u zvifat, ale také u cloveka. Mezi nejvyznamnéjsi faktory
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asociované S virulenci uropatogennich escherichii patfi adheziny (bakterialni proteiny integro-
vané do bunééné membrany ¢i fimbrii a pilh), toxiny (alfa hemolyzin, cytotoxicky nekrotizujici
faktor 1), lipopolysacharid a systémy vazajici zelezo. Oportunni patogeny invadujici vyluco-
vaci systém, jako jsou klebsiely, pseudomonady, proteové a dalsi, jsou vybaveny obdobnymi
faktory virulence jako UPEC, na rozdil od escherichii v§ak navic dokézou prosttednictvim en-
zymu uredzy rozkladat mocCovinu na amoniak. Tim zvySuji pH moci, coz ji predisponuje
k tvorbé¢ urolitt a mikroorganismim usnadiiuje mnozeni.

Kromé mikrobi traviciho aparatu vzestupnou cestou pronikaji do mocové trubice takeé
kolonizatoti klize ¢i bakterie z prostfedi. Ascendentni infekce potom postihuji pfedevsim mo-
c¢ovy méchyft, nebo zdvaznéji ledvinnou panvicku. Mezi nejCastéjsi bakteridlni patogeny izolo-
vané z klinickych ptipadi infekci vylu¢ovaciho systému hospodatskych 1 zajmovych zvitat
patii E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis a vulgaris, Enterobacter spp., Pseudo-
monas aeruginosa, Pasteurella multocida, Staphylococcus pseudintermedius, Enterococcus
faecalis a faecium, Streptococcus equi subsp. zooepidemicus, Ureaplasma spp., Leptospira ic-
terohaemorrhagiae a canicola, Corynebacterium renale, pilosum a cystitidis, Actinobaculum
suis a Actinobacillus equuli.

Pro identifikaci ptivodce mocové infekce kultivujeme moc, pokud je vSak odebrana pii
spontanni mikci, tfebaze ze stiedniho proudu moci, miize obsahovat bakterie distalni uretry a
perinea. Vhodngéjsi jsou tedy diagnostické postupy, kterymi ziskame vzorek z moc¢ového meé-
chyfte, tedy katetrizace Ci cystocentéza. Samotna druhové identifikace piivodce vSak pro stano-
veni definitivni diagndzy nestaci, je nutné ptihlédnout i na Cistotu kultury (mnoho rtiznych
druhti, zejména téch environmentalnich, svéd¢i o kontaminaci vzorku pii jeho odbéru) a jeji

kvantitu (CFU/ml).

3.3.4 Reprodukéni systém

Infekce reprodukéniho aparatu jsou vyznamné predev§im proto, Ze mohou negativné
ovlivnit plodnost u obou pohlavi hospodaisky i zdjmoveé chovanych zvitat. K jejich $iteni mize
dojit bud’ sexudlnim ptenosem, nebo ascendentné fekalni mikroflorou, kolonizatory kiize ¢i
mikroby z prostiedi. Za jistych okolnosti doputuje infekt i hematogenni cestou. Sam¢i prepu-
cium je bézné€ osidleno smiSenou populaci sestdvajici z mnoha druht bakterii, hub a protozoi,
n¢které z nich jsou potencialné patogenni a za urCitych pro né vhodnych environmentalnich
podminek vyvolaji klinické onemocnéni jak vlastni ptedkozky, tak i dalsich tisekti pohlavniho
systému (Actinobaculum suis, Trueperella pyogenes, Corynebacterium renale).

K infekcei varlat vétSinou dochazi hematogenni cestou, v pfipad€ nadvarlat také ascen-
dentné jako disledek onemocnéni mocovych cest. Infekce skrotdlniho vaku miize potom rezul-
tovat v postizeni varlat i nadvarlat. Vyznamnym patogenem s afinitou k pohlavnimu aparatu je
rod Brucella, u bykt zptsobuje testikularni nekrozu B. abortus, u berant se lokalizace zmén
lisi v pfipad¢ onemocnéni vyvolaného B. melitensis (orchitida) a B. ovis (epididymitida, nebo
orchoepididymitida). Supurativni orchitidu kanct vyvolava B. suis, zanéty varlat, nebo nadva-
rlat potom B. canis. Mezi dalsi vyznamné patogeny zpuisobujici zanéty varlat a nadvarlat fadime
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bakterie E. coli, n¢které sérotypy salmonel (S. Abortusequi), Streptococcus equi subsp. zooepi-
demicus, Trueperella pyogenes ¢i Leptospira interrogans serovar Hardjo. Na zanétu piedstojné
zlazy se Casto podili ascendentné postupujici enterobakterie E. coli a Proteus spp. V neposledni
rad¢ je tfeba zminit také bakterie zpiisobujici pohlavné pirenosné nakazy, kde mtize samec fi-
gurovat jen jako asymptomaticky nosi¢ (Taylorella equigenitalis, chlamydie).

U nebiezi délohy je rozvoj infekce uzce spjat s fazi fijového cyklu, pohlavni cesty jsou
z fyziologického diivodu vice prostupné u samic v fiji a také délozni sliznice, ptipravujici se na
vyzivu embrya, je mnohem nachylnéjsi k infekci béhem estru. V tomto obdobi se na vzniku
infekce délozniho kré¢ku a endometria podili pravé ascendentné postupujici bakterie stievniho
puvodu, kolonizatofi kuize, bakterie z prostiedi, ale také mikroby ptivodem od samce, zanesené
do pohlavnich cest samice pfirozenou ¢i umélou inseminaci. Jde zejména o tyto rody a druhy:
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Salmonella enterica, Pseudomo-
nas aeruginosa, Pasteurella multocida, Staphylococcus pseudintermedius, S. aureus, Strepto-
coccus equi subsp. zooepidemicus, Entrococcus spp., obligatni anaeroby, Chlamydophila spp.,
Rhodococcus equi, Actinobacillus equuli.

Dé¢loha a vejcovody jsou obzvlasté nachylné k infekci v souvislosti s biezosti. Cela fada
mikrobtu vykazuje afinitu k biezi déloze a ohrozuje plod (Brucella abortus, Listeria monocyto-
genes., Salmonella Abortusequi, S. Abortusovis, Leptospira interrogans, Chlamydophila abor-
tus, Histophilus somni, Haemophilus parasuis). Také poporodni obdobi, zejména pokud byl
prubéh porodu komplikovany, predisponuje délohu k zanétu Casto doprovéazeného retenci
sekundin a secernaci zadnétlivého exudatu rizného charakteru do délozni dutiny. Poporodni in-
fekce byvaji neziidka smiSené za iCasti gramnegativnich a grampozitivnich aerobnich, fakul-
tativné anaerobnich, ale také anaerobnich bakterii jako jsou jiz vySe uvedené enterobakterie,
kampylobaktery, streptokoky, stafylokoky, enterokoky, pasteurely, peudomonady ¢i anaeroby
z rodu Fusobacterium a Bacteroides.

Podminkou pro pfesnou mikrobiologickou diagnézu a doporuceni G¢innych antimikro-
bidlnich preparati je spravny odbér vzorki, 1 u pohlavniho systému plati, ze pokud chceme
ziskat material z hloubé&ji uloZenych ¢asti aparatu, zejména z délohy, musime se vyvarovat kon-
taminace mikroflorou vyvodnych pohlavnich cest napt. za pouZiti vaginalniho spekula a kry-
tych odbérovych souprav s moznosti vysunuti tamponu az v déloznim krcku.

3.3.5 Kiize

Kize predstavuje efektivni mechanickou a chemickou bariéru zabraniujici prostupu en-
vironmentalnich mikrobli do vnitinich struktur organismu. Pfirozen4d mikrofléra kolonizujici
kazi, pH, vyssi koncentrace soli, absence vlhkosti a keratinizujici vrstva epidermis piedstavuji
hlavni ptekazky pro pfemnoZeni patogent na jejim povrchu. Pro infekci kiiZe a jeji roz$iteni do
hloubéji ulozenych tkani je naruseni integrity stratum corneum podminkou. Pokozka dlouho-
dobé& vystavena vlhkosti je obzvlasté predisponovana pro vznik infekce, na které se rady podi-
leji rozliéné plisné a kvasinky.
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Mikrobiologickou diagnostiku vyzaduji zejména infikované rany, at’' uz vznikl¢ urazem
¢i chirurgickym zasahem. Komplikované hojeni 1ze o¢ekéavat u ran kousnych, kdy kromé naru-
Seni celistvosti pokozky je tkan kontaminovana mikroorganismy dutiny tstni tito¢nika (z téchto
poranéni Casto izolujeme bakterii Pasteurella multocida). Terapeutickym ofiskem byvaji pora-
néni s cizim télesem penetrujicim podkozi. V letnim obdobi se u psi Castéji objevuji poranéni
zpuisobené osinami trav, které diky svému pichlavému konci proniknou kizi a podkozim pak
putuji i nékolik decimetrii. Nalezeni penetrujicich osin byva neziidka velmi komplikované
a jejich vybaveni z rany miize vyzadovat i opakované chirurgické zasahy. Usp&$né zhojeni in-
fikovanych ran je podminéno odstranénim veskeré nekrotické tkané€, hnisu a cizich téles, jsou-
li pfitomna a nasazeni cilené antibiotické terapie po piredchozi bakteriologicke kultivaci.

Z lozisek infikované kiize a podkozi nejcastéji izolujeme bakterie osidlujici kuzi,
ubikvitarné rozSifené potencialné patogenni environmentalni mikroorganismy, 1 zastupce
sttevni mikroflory adaptované na zivot mimo stfevo. Jsou to zejména koagulaza pozitivni sta-
fylokoky S. pseudintermedius, S. aureus, S. hyicus, dale Bacillus cereus, E. coli, P. mirabilis,
Enterobacter spp., Enterococcus spp., Pseudomonas spp., P. multocida, Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus, Actinobacillus equuli, Actinobacillus lignieresii, Trueperella pyogenes,
Dermatophyllus congolensis, Erysipelothrix rhusiopathiae. Velmi obtizn¢ se hoji hluboka po-
ranéni tkani infikovana potencialné a obligatné anaerobnimi mikroorganismy (Clostridium per-
fringens, C. novyi, C. chauvoei, Fusobacterium necrophorum, Bacteroides fragilis, B. melani-
nogenium, Dichelobacer nodosus).

V souvislosti s kizi je potfeba zminit také ptivodce dermatomykodz, k jejichz vzniku pre-
disponuje pravé dlouhotrvajici ¢i opakované vystaveni pokozky vlhkému prostiedi, ale také
oslabeni systémové €i lokalni imunity (diabetes mellitus), nebo terapie antibiotiky. Protoze jde
o onemocnéni vyvolané plisnémi ¢i kvasinkami, je K jejich 1é¢bé nutné podavat antimykotika,
nikoliv antibiotika a v nékterych ptipadech lze terapeuticky vyuzit i vakcinaci. Mezi pivodce
nakazlivych dermatomykéz se zoonotickym potencialem fadime dermatofyta zroda Tri-
chophyton (T. mentagrophytes, verrucosum, equinum) a Microsporum (M. canis, equinum),
kvasinkové infekce potom vyvolavaji zastupci rodu Candida a druh Malassezia pachydermatis
(kandidy a M. pachydermatis frekventné izolujeme z klinickych piipadt otitid).

Material pro diagnostiku koznich onemocnéni predstavuji zanétlivé exudaty, kozni se-
Skraby, vytéry z ran, nebo i vzorky srsti z okraje loziska infekce. Bakteriologicka kultivace
bude v piipadé¢ identifikace plisni a kvasinek vyzadovat selektivni média, stejné tak pro kulti-
vaci obligdtnich anaerobtl, které navic vyZzaduji specifické podminky atmosféry, jichZ Ize v n¢-
kterych ptipadech dosdhnout pouze v anaerobnich boxech.

3.3.6 Centralni nervovy systém

Centralni nervovy systém (CNS) je pro zivot jedince nenahraditelny, sebemensi morfo-
logicka ¢i funkéni alterace miize mit zdvazné celozivotni néasledky, nebo, v hor§im ptipadé,
kon¢i fatalné. S infekcemi CNS se sice nesetkdvame tak casto jako s jinymi onemocnénimi,
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jejich vyskyt je vSak doprovazen vysokou mortalitou ¢asto navzdory v€asnému a cilenému te-
rapeutickému zasahu. Mikroorganismy mohou poskodit CNS rGznymi mechanismy, proniknu-
tim a replikaci v jeho tkéni, stimulaci autoimunitni reakce, ¢i tvorbou neurotoxint. Na vysledny
klinicky obraz onemocnéni mé zasadni vliv také cesta Sifeni etiologického agens, kterd mutze
byt hematogenni, podél nervovych vldken anebo ze sousedicich orgéant ¢i tkani. Environmen-
talni bakterie ¢i kolonizatofi kiize mohou mozek kontaminovat pfi frakturach lebky. Lebecni
kosti, hematoencefalicka bariéra a redukovand imunitni odpovéd’ v nervové tkani sice poskytuji
CNS vynikajici ochranu pted vnéjsimi vlivy, pokud jsou vsak pfesto prekonany, jsou pro hos-
titele naopak spiSe pritézi. Rigidni kosténd schrana lebky predstavuje smrtelnou past pro otéka-
jici mozek, hematoencefalicka bariéra zadrzi zdchrannou misi v podob¢ imunoglobulinti a imu-

nitnich bunék.

K rozsiteni bakterii do CNS krevni cestou mize dojit pii tézkych systémovych infek-
cich, jako je napf. hiibéci vyvolané S. equi subsp. equi, Glasserova choroba prasat (Haemo-
philus parasuis), salmoneldza prasat vyvolana Salmonella Choleraesuis, streptokokova menin-
gitida prasat (Streptococcus suis), lymska boreliéza psu (Borrelia burgdorferi sensu lato), spo-
radicka bovinni encefalomyelitida skotu (Chlamydophila pecorum) a dalsi. Ke klinickému ob-
razu zadkladniho onemocnéni se po rozsifeni patogenu do nervového systému piidavaji 1 pfi-
znaky neurologické. Ke generalizovanému poskozeni endotelialnich bunék, které miize postih-
nout i cévy zasobujici mozek, dochazi pti infekcich ehrlichiemi (Ehrlichia canis, ruminantium,
ovina). Sifeni podél nervovych vlaken je doménou piedevsim virovych agens, z bakterii tuto
taktiku ovlada Listeria monocytogenes, ktera je u prezvykavcu schopna doputovat z mista in-
fekce v dutin€ Gstni az do mozku za vzniku charakteristickych mikroabscesti v mozkovém
kmeni. Obzvlasté vysokou mortalitou jsou doprovazeny infekce bakteriemi produkujicimi to-
xiny s neurotoxickym ucinkem. Asi nejobavanéjSimi zastupci této skupiny mikroorganismu
jsou bakterie rodu Clostridium. Extrémné nizka letalni davka, kterou se vyznacuje botulotoxin
tvofeny Clostridium botulinum, jej dokonce dostala do hledacku legalné i ilegalné operujicich
organizaci (armada versus teroristé¢), pro jeho potencidlni vyuziti jako biologické zbrang.
Kromé armadnich specialistu se ale botulotoxinu obavaji také feznici, ne nadarmo se botuloto-
xin pysni piizviskem ,,klobasovy jed®, které¢ odkazuje na pripady otrav ¢lovéka po konzumaci
Spatné tepelné opracovanych masovych konzerv. K intoxikaci tedy dojde ptedevsim alimen-
tarni cestou, nasledné je botulotoxin vstieban sliznici traviciho traktu do krve a roznesen k cho-
linergnim zakoncenim motorickych nervii. Tam zabraiiuje uvolnéni neurotransmiteru acetyl-
cholinu do synaptické §térbiny, coz rezultuje v generalizované ochrnuti kosterni svaloviny s fa-
talnimi nasledky. Naopak tetanicky toxin Clostridium tetani tetanolyzin snizuje prah drazdi-
vosti motorickych neuronti pod obrazem tonicko-klonickych kieci. Také vstupem do organismu
se toto klostridium od svého ,,klobasového* piibuzného 1isi, k infekci dochazi poranénim kon-
taminovanym piedmétem, nicméné osud pacienta mize byt pres adekvatni lécbu také fatalni
v disledku asfyxie ¢i srdecniho selhani. Fokalni symetrickou encefalomalacii a edém zplisobuji
toxiny Clostridium perfringens typu D a n€které sérotypy E. coli (edémova choroba prasat).

Vzhledem k obtizné dostupnosti klinickych vzorkti z CNS jsou pro diagnostiku nékte-
rych infekénich onemocnéni vyuzivany sérologické metody, zde nam jako vzorek poslouzi
krevni sérum. Sofistikovanéjsim piistupem je potom mikrobiologické vysetfeni cerebrospinal-
niho moku kladouci vy$8i naroky na veterinarni pracovisté. V piipad€ thynu odebereme vzorek
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mozkové tkané vykazujici patoanatomické zmény a ptivodce identifikujeme po bakteriologické
kultivaci.

Doporucena ¢etba: Quinn, P.J., Markey, B.K., Leonard, F.C., FitzPatrick, E.S., Fanning,
S., Hartigan, P.J. Veterinary microbiology and microbial disease. 2th ed., Chichester, UK:
Wiley-Blackwell, 2011. 912 pp. ISBN 978-1-4051-5823-7.
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3.4 Faktory asociované s virulenci

Pro sviij zivotni styl byvaji patogenni bakterie vyzbrojeny celym arzenalem rozli¢nych
zbrani. Jiz sama definice tohoto pojmu je vSak obtizna a byva ¢asto pfehodnocovana. Faktor
virulence sensu stricto se definuje jako takova souc¢ast patogenu, ktera poskozuje hostitele; pak
bychom mohli poéitat, obrazné feceno, mezi zbrané rytite pouze mec a kopi, nikoli vSak stit a
brnéni. V §ir§im slova smyslu je faktor virulence produkt, ktery umoznuje patogenu zptisobovat
onemocnéni. Pak by tam ale spadalo i mnoho systémt, jezZ sice experimentalné zvysuji virulenci
a zvyhodiuji patogen béhem infekce ¢i dokonce jsou nezbytné pro preziti v hostiteli, ale zaro-
ven nachazeji uplatnéni i pfi nepatogennim zivotnim stylu zcela neskodnych kmenti dané¢ho
bakteridlniho druhu. Piikladem takovych ,pravych* faktori virulence jsou toxiny, pfimocare
poskozujici buniky hostitele, nebo invazivni faktory, umoziujici aktivni penetraci vnitiniho pro-
stiedi. Naopak pifikladem ambivalentnich faktorii virulence jsou nejriiznéjsi adhezivni faktory,
které mohou byt vyuzity pfi piirozené kolonizaci nebo i mimo hostitele, naptiklad pii formaci
biofilmu (i tato schopnost vSak miize byt klicovym momentem nékterych infekci). Nckteré fak-
tory virulence — toxiny nebo adheziny — musi byt transportovany z bakterialni butniky riznymi
typy sekre¢nich systém, a jejich exprese podléha specifickym regula¢nim systémim. Proto
1 sekrecni a regulacni systémy dluzno povazovat =za faktory souvisejici
s virulenci. Situaci dale komplikuje fakt, ze n¢které faktory zastavaji vice funkci, naptiklad jsou
zaroven adhezinem a toxinem (tzv. pertusis toxin bakterie Bordetella pertussis, pivodce Cer-
né¢ho kasle). Virulence je tedy vysledkem slozité¢ interakce rtznych ,,geni asociovanych
s virulenci‘ a jejich produktii a nelze ji redukovat na prosté schéma gen — produkt — poskozeni
— specificky symptom. Presto se pokusme podat zékladni ptehled faktori virulence
a faktort s virulenci asociovanych, rozdélenych podle jejich specifikované role v patogenezi
onemocnéni — pokud je zndma. Toto rozdé€leni je pouze akademické a v literatufe se miizeme
setkat s riznymi variacemi. Vzhledem ke vSem vySe uvedenym obtizim se budeme o n€kterych
znamych faktorech virulence zminovat vicekrat v riznych kapitolach.

3.4.1 Adheziny

Makroorganismus je pied infekci chranén mechanickymi barierami. Nejedna se jen
o vlastni hmotu epitelialnich ,,hradeb®, ale i1 aktivni CiSténi téchto povrchl sekreci hlenu, slz
nebo potu, antimikrobidlnich latek v nich obsaZenych, stfevni peristaltikou, pohybem fasinek
v dychacim traktu, proudem moc¢i nebo krve a podobné. Tyto mechanismy brani uchyceni bak-
terii, které se potiebuji nejprve pevné usadit, nez se pusti do dalsi ,,prace®, jiz miZze byt napii-
klad invaze vnitiniho prostfedi nebo produkce toxint. Adheze neboli uchyceni na povrchu ur-
Cité tkang je proto inicialnim krokem vétSiny infekci.

Adheze mize byt nespecifickd, s vyuzitim elektrostatickych sil a hydrofobnich inter-
akci. Uplatnit se zde mohou i komponenty s primarn¢ strukturalni ¢i jinou funkci — naptiklad
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kapsularni polysacharidy nebo souc¢asti bunécné stény gramnegativnich i grampozitivnich bak-
terii, lipopolysacharid nebo teichoova kyselina, mykobakteridlni mannany a podobnég. VétSinou
se vSak na bakterialnim povrchu setkdvame se specializovanymi strukturami slouzicimi ke spe-
cifické vazb¢ na urcity receptor hostitelské buniky — adheziny. Rozezndvame obecné dva hlavni
typy adhezint, fimbridlni a afimbridlni.

Fimbrie jsou tuhé vlaknité struktury, slozené z riznych proteinovych podjednotek a
rozmisténé po celém povrchu bakterie. Zakladni stavebni slozkou byva tzv. zakladni fimbrialni
podjednotka, zatimco vazbu na receptor zajistuje vlastni adhezin na Spic¢ce fimbrie. Fimbrie
nachazime ptedevSim u gramnegativnich bakterii, kde byvaji ukotveny ve vnéj$i membrang.
Podobné struktury byly vsak identifikovany i u nékterych grampozitivi. Fimbrie se také nékdy
nazyvaji pili (sg. pilus), pfestoze vétsina autorti vyhrazuje tento pojem pro struktury slouzici ke
konjugaci (tzv. sex pilus).

Prikladt fimbrii je mnoho, uved’'me si aspon nékteré z téch znaméjsich. E. coli expri-
muje velké mnozstvi rozlicnych fimbrialnich i afimbridlnich adhezint, které byvaji Casto ty-
pické pro jednotlivé patotypy. U vétsiny kment (véetné komenzalnich) se nachazeji tzv. fim-
brie typu 1 — F1, jejichZ adhezin FimH vaze mandzové zbytky. Pomahaji E. coli kolonizovat
napiiklad mocovy trakt nebo dychaci aparat. Dalsi fimbridlni varianty E. coli se ozna¢uji vétsi-
nou ¢islem a nékdy 1 pismenem podle subtypu (napt F18ab), ale mizeme se setkat i se star§im
znacenim (napt. K88 = F4; K99 = F5) nebo odlisnym znacenim u lidskych kmenii (CFA), coz
muze byt ponékud matouci. Enterotoxinogenni kmeny (ETEC) se od sebe lisi expresi rtiznych
variant fimbrii a tim také schopnosti kolonizovat stfevo riiznych druhti a rtiznych vékovych
kategorii. Naptiklad receptory pro F5 a F6 se nachéazeji u selat (a telat v piipad¢ F5) pouze
V prvnim tydnu Zivota, pak se mlad’ata stdvaji rezistentnimi k infekci témito kmeny; naopak F4
pozitivni kmeny zpilisobuji zdvazné prijmy selat az asi do dvou mésictu véku a F18 pozitivni
kmeny napadaji selata po odstavu a ve spojeni s tvorbou shigatoxinu vyvolavaji tzv. edémovou
chorobu. P fimbrie (F7-16) se naopak uplatiiuji u kmend zpusobujicich extraintestinalni in-
fekce zvitat i lidi (nazev pochazi od pyelonefritidy) a jsou kodovany tzv. ostrovem patogenity
spolu s dalsimi faktory virulence, uplatitujicich se v tomto typu infekce.

Zajimavym typem fimbrialnich struktur jsou také , kudrlinky* — curli — zprosttedkova-
vajici vazbu k molekuldm extracelularni matrix, lamininu a fibronektinu. Svou roli hraji také
pti formaci biofilmu.

Stavbou a funkci podobné fimbrie se uplatituji samoziejmé i u dalSich enterobakterii
i ostatnich gramnegativi.. Tzv. fimbrie typu 1V piedstavuji zcela specifickou strukturu (od
typickych fimbrii v uz§im slova smyslu se 1i8i zptisobem transportu na bakterialni povrch, po-
larnim umisténim 1 funkci; s vySe zminénymi antigennimi variantami fimbrii ETEC nemaji nic
spole¢ného) a nachazeji se u mnoha rozli¢nych gramnegativnich druhi, napf#. Neisseria spp.,
Pseudomonas spp. nebo Pasteurella multocida. Moraxella bovis jimi adheruje ke kornealnimu
epitelu, Dichelobacter nodosus, ptivodce hniloby paznehtt, k interdigitalni epidermis. Jsou fle-
xibilni a jak jiz bylo fe¢eno, umisténé na polu bakterie. Tyto fimbrie kromé toho umoziuji
zvlastni, na biciku nezavisly, tzv. Skubavy pohyb (,,twitching motility*), protoZe maji schopnost
zatdhnout se pres bunécnou sténu. I ony se uplatiiuji v inicialni fazi formace biofilmu. Bakterie
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schopné trhavého pohybu Casto vytvaieji v kultufe velké ploché kolonie; pseudomonady jsou
typickym ptikladem.

Fimbrie jsou imunogenni, coZ je ¢ini vhodnym ter¢em pfi tvorbé€ vakcin. Pro invazivni
bakterie maji vyznam pouze v pocatecni fazi infekce, pozdéji je naopak jejich pritomnost ne-
vyhodna. Patogenni bakterie proto mohou mit schopnost jejich expresi potladit, jakmile se ocit-
nou Vv prostiedi, kde jiz nenachazeji uplatnéni a naopak ptredstavuji rizikovy faktor.

Afimbrialni adheziny jsou hojné u gramnegativnich i grampozitivnich bakterii. Na roz-
dil od fimbrii se skladaji zpravidla z jedné proteinové podjednotky a netvoti filamentdzni struk-
tury, proto také jimi zprosttedkovany kontakt je intimnéj$i. Tato vlastnost se ozyva
I Vv nazvu intiminu, velmi znamého adhezinu enteropatogennich kment E. coli (EPEC). Mi-
motadnym ho ¢ini zejména jeho spojeni se sekrecnim systémem typu 3, strukturou pfipomina-
jici injeket, ktera slouZi k transportu efektorovych molekul do bunék hostitele. V tomto ptipadé
se kromé dalSich psobki indukujicich prestavbu cytoskeletu transportuje tzv. Tir (,,transported
intimin receptor®), jenZ je nasledné exprimovan na povrchu burniky. EPEC tak ,,vstiikuje” do
hostitelské buiiky receptor pro sviij vlastni adhezin.

Bordetella spp., patogen dychacich cest, tvofi fadu adhezinti umozujicich ji uspésné
kolonizovat fasinkovy epitel, napt. tzv. filamentézni hemaglutinin (FHA), autotransportéry Tcf
(trachedlni koloniza¢ni faktor) a pertaktin a dale Ptx, pertusis toxin, jenz funguje zaroven jako
adhezin i jako ADP-ribosylujici toxin.

MSCRAMM (,,microbial surface components recognizing adhesive matrix mo-
lecules®) je velka skupina adhezinli grampozitivnich bakterii, predevs§im streptokokt a stafylo-
kokt, které zprosttedkuji vazbu k molekulam extracelularni matrix a jsou dilezitymi faktory
virulence ¢asto s dal§imi funkcemi. Naptiklad protein A S. aureus vaze Fc fragment protilatek,
¢imz inhibuje opsonizaci (viz kapitola o interakci s imunitnim systémem), protein M
S. equi muze vyvolavat patologické imunitni reakce s dlouhodobymi nasledky po pfekonani
infekce.

Doporucena ¢etba: Finlay, B. B., and S Falkow. “Common themes in microbial patho-
genicity revisited.” Microbiology and molecular biology reviews : MMBR vol. 61,2 (1997):
136-69.

Stones, D. H., and Krachler, A. M.. “Against the tide: the role of bacterial adhesion in
host colonization.” Biochemical Society transactions vol. 44,6 (2016): 1571-1580.

Ribet, D., Cossart, P.. How bacterial pathogens colonize their hosts and invade deeper
tissues. Microbes and Infection 17, (2015): 173-183.
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3.4.2 Invaziny

Bakterie, které nezlistavaji na vnéjsich povrsich hostitele, ptekonavaji epitelidlni bariéry
a pronikaji do vnitiniho prostfedi za pomoci faktord virulence, jez souhrnné nazyvame inva-
ziny. Ve vnitinim prostfedi se mohou bakterie vyskytovat v riznych kompartmentech, prede-
v§im bud’ extracelularng, nebo intracelularné. Kromé obligatné intracelularnich bakteriich, jako
jsou Rickettsiaceae a Chlamydiaceae, které jiz nejsou schopné mnozit se mimo hostitelskou
bunku, vyuzivé fada patogent velice vyhodny fakultativné intracelularni zivotni styl (o intra-
celularnim pfeZivani bakterii je fe€ v jiné kapitole). Typickymi ptiklady fakultativné intracelu-
larnich bakterii jsou Salmonella spp., Shigella spp., nékteré patotypy E. coli, Yersinia spp., Lis-
teria spp., Mycobacterium spp. aj., nicméné ani zde hranice neni pevna a postupné se zjistuje,
ze 1 bakterie povaZované tradicné za extraceluldrni travi urcitou fazi infekce intraceluldrné nebo
se tam dokonce mnoZi.

Jak se bakterie dostane do buiiky? Nejjednodussi zpiisob je ovSem nechat se pohltit pfi-
rozen¢ fagocytujici buiikou. Profesionalni fagocyty maji ovSem velky arzenal mechanismii, jak
pohlcené bakterie zlikvidovat, takze bakterie, které¢ v nich chtéji prezit, potazmo mnozit se, se
musi naucit jim odolavat ¢i je zablokovat. Zajimavé je, Ze zatimco neutrofilni granulocyty s na-
prostymi vyjimkami (napi. Anaplasma phagocytophilum) nejsou timto zptisobem vyuzivany,
ziejme proto, Ze jsou v niceni bakterii velice efektivni, a také snad pro svou kratkou Zivotnost,
fada bakterii je adaptovana na ptfezivani a mnoZeni v makrofazich ptes mnozstvi jejich antimi-
krobidlnich mechanismi, jako jsou degradativni enzymy, okyseleni fagolysozomti, oxidativni
vzplanuti a tvorba NO aj. Moznym vysvétlenim tohoto tzv. makrofagového paradoxu je adap-
tace nékterych bakterii na predatorské améby, bézné se vyskytujici v prostfedi. Dobry piiklad
poskytuje Legionella pneumophila, v podstaté nahodny patogen ¢lovéka, jez ptirozené napada
améby, ale zptsobi tézkou pneumonii, protoze se dokaze mnozit v plicnich makrofazich.

Jinou moznosti je invaze primarné nefagocytujici burky. Jsou v zasadé dva zpusoby,
jak indukovat vlastni pohlceni cilovou buitkou. Prvnim z nich je interakce s ur¢itym bunéénym
receptorem a vyslani signalu, jez spusti kaskadu reakci vedoucich k endocytoze bakterie tzv.
zipovym mechanismem. Receptorem byvaji molekuly zajistujici vzajemnou adhezi hostitel-
skych bun¢k — cadheriny a integriny a signal vede ke strukturnim ptestavbam, které by za nor-
malnich okolnosti vedly k tésnéjsimu pfipojeni bun€k k sob¢. Zipovy mechanismus je typicky
pro Listeria spp., jejiz povrchové proteiny internaliny interaguji s E-cadheriny na bazolateral-
nich stranach epitelialnich bunék. Podobné protein Yersinia spp., zvany ptimo invazin, reaguje
S bunéénymi integriny.

Druhou moznosti, jak indukovat pohlceni bakterie nefagocytujici buiikou, je vyuziti
ucinku efektord, jeZ bakterie pfimo injektuje cilové bunice sekrecnim systémem typu III. Efek-
tory v cytoplasmé bunky indukuji strukturni zmény, jeZ vedou k tvorbé& vyraznych fas, ,,pano-
zek“ na membrang, jez obklopi a pohlti bakterii jako pii normalni fagocytdze. Tento zplsob se
také nazyva ,,mechanismus spoustéce”. Nejtypictéjsim piikladem je internalizace Salmonella
spp. s vyuzitim produkti ostrova patogenity SPI-1 SipB-D. Podobn¢ funguji invaziny IpaB-D
Shigella spp.
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Aby bakterie dosahly vnitiniho prostiedi, at’ uz je jejich cilem intracelularni nebo extra-
celularni kompartment, musi nejprve prekonat pfirozené bariéry, jakou je naptiklad stfevni sliz-

nice nebo mozkova bariéra. Neposkozenou slizni¢ni bariéru ptedstavuje fada epitelidlnich bu-
nék tésné k sobé& piipojenych tzv. tight junctions. Pfechod v misté téchto spojeni, ¢asto za jejich
dezintegrace, se nazyva paracelularni. Piechod ptes cytoplasmu epitelialni buiiky (jednim ze
zpusobu popsanych vyse) se nazyva transcelularni. Pojem mechanismus Trojského koné
trefné vyjadiuje, ze bakterie se nechaji zanést do vnitiniho prostiedi profesionalnimi fagocyty.
Na sliznicich se vyskytuji rizné typy antigen-prezentujicich bunék, které ,,vzorkuji prostiedi
a predavaji antigeny ke zpracovani nize lozené slizni¢ni imunitni tkani (MALT) nebo je zana-
Seji do lokalnich miznich uzlin (pfedevS§im dendritické bunky). Typickym piikladem prvniho

typu jsou M-bunky nad Peyerovymi plaky stfeva, jeZ jsou cilem jiz zminénych salmonel,

Obrazek 5 Internalizace bakterii do
bunék mechanismem zipu a mechanismem
spoustéce (upraveno dle Ribet et Cossart,
2015).

yersinii, ale i napt. Campylobacter jejuni. Jakkoli jsou
tyto mechanismy sofistikované, zmény doprovazejici
bakteridlni invazi byvaji ¢asto mén¢ subtilni. Paracelu-
larni pfechod se obvykle poji s destabilizaci tight
junctions, k ¢emuz muze slouzit nejen pfimo cilena
piestavba cytoskeletu, ale také prosta indukce zanétlivé
odpovédi. Nekteré proinflamatorni cytokiny (napf.
TNF-0) zptsobuji disrupci tight junctions a zvySuji
permeabilitu kapilar. Kuptikladu Neisseria meningiti-
dis (tzv. meningokok) destabilizuje endotelialni junkce
a zvysuje permeabilitu cév, coz ji umoznuje proniknout
do cerebrospinalni tekutiny. Naopak jiny ptivodce me-
ningitidy, E. coli (NMEC, neonatal-meningitis E. coli),
vyuziva nejspi§ transcelularni prechod ptes vakuolu
poté, co indukuje svou endocytézu interakei s buné¢-
nym receptorem.
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SEYA

Obrazek 6 Prestup bakterii pies bariéry transcelularné, paracelularné a mechanismem Trojského koné.

Do skupiny invazini mizeme zatadit 1 faktory umoziujici tzv. extracelularni invazi.
Mnoho riznych enzyml napomaha bakteriim rozrusovat extracelularni matrix a Sifit se tkani.
Jedna se o rizné proteadzy, lipazy i nukleazy. Streptokinaza a stafylokinaza piislusnych roda
aktivuji plasminogen na plasmin, ktery pak zplsobuje degradaci fibrinu. Hyaluronidaza, jiz
nachazime u S. aureus nebo Erysipelothrix rhusiopathiae, stépi hyaluronovou kyselinu obsa-
zenou v pojivovych tkanich. Taktéz proteazy (napi. V8 proteaza S. aureus nebo elastaza
P. aeruginosa) $tépi proteiny pojivové tkan¢ jako elastin, laminin ¢i fibronektin, ¢imZ napoma-
haji jejimu rozvolnéni.

Doporucena ¢etba: Ribet, D., Cossart, P. How bacterial pathogens colonize their hosts
and invade deeper tissues. Microbes and Infection 17 (2015): 173-183.

Price, J.V., Vance, R.E. The Macrophage Paradox. Immunity 41 (2014): 685-693.

3.4.3 Toxiny

Podstatou vlastniho poskozeni organismu pifi mnohych bakteridlnich onemocnénich je
produkce toxickych substanci, zpravidla enzymi, jejichZ u¢inkem dochazi k naruSeni bunéc-
nych funkci. Souc¢asti bunécné stény gramnegativnich bakterii je tzv. endotoxin, ktery ma cha-
rakter lipopolysacharidu. O ném se zminime zvlast’. V této kapitole pojedname o bakterialnich
proteinovych exotoxinech, jez jsou rliznym zplsobem secernovany do okoli (viz kapitola o se-
kre¢nich systémech) a jsou viibec nejsilngj$imi zndmymi toxiny, plisobicimi jiz v extrémné niz-
kych koncentracich. Naptiklad LD50 botulotoxinu pro ¢lovéka je 1 — 3 ng/kg. Srovnejme to
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s prudkym jedem strychninem (LD50 = 0,5 — 1 mg/kg) ¢i MarySinym otrusikem (LD50 = 20
mg/kg)!

Mechanismy uc¢inku bakterialnich exotoxind jsou ruzné, pravé tak jako misto jejich
ucinku, cilové struktury a vysledky jejich ptisobeni. Lze je klasifikovat z riznych hledisek, ale
zadny ze zpusobu klasifikace neni dokonaly a vSeobsahly. Nékteré toxiny mizeme zaroven
povazovat za adheziny a koloniza¢ni faktory nebo invaziny, umoznujici $ifeni extracelularni
tkani, jindy hraji zasadni roli v supresi imunitni odpovédi, napt. leukotoxin M. haemolytica
nebo F. necrophorum lyzujici bilé krvinky. Nékdy také neni snadné odlisit pojem toxin
od pojmu efektor, ktery se pouziva pro proteiny transportované ur¢itymi typy sekrecnich sys-
témi do cytoplasmy hostitelské buiiky s cilem modifikovat jeji funkce. Ze tato modifikace
se d&je ve prospech bakterie a na Gymu hostitele, je samoziejmé. Toxiny lyzujici buitky mohou
slouzit k uvolnéni Zivin — napt. hemolyziny uvoliuji Zelezo, jehoz je v extracelularnim prostoru
nedostatek. Produkce toxinl lyZujicich krevni bunky je vyznamna i z diagnostického hlediska,
nebot’ tak 1ze tyto bakterie detekovat pii kultivaci na krevnim agaru.

Razné deskriptivni terminy vyjadiuji, na jaky organovy systém toxin ucinkuje, aniz
by cokoli fikaly o mechanismu u¢inku na trovni molekularni. Tak enterotoxiny vyvolavaji
primarné gastrointestinalni pfiznaky, neurotoxiny pasobi na nervovy systém. Pro nékteré
se pouziva pojem letalni toxin zkratka proto, ze zptisobuje smrt pokusného zvifete (znamym
piikladem je letalni toxin B. anthracis).

Vétsina toxind je uvoliiovana do okoli v uréité fazi bakterialniho ristu. Uginkuji pak na
bunky v bezprostiedni blizkosti, ¢imz dochazi k lokalnimu poskozeni tkané, anebo je naopak
jejich ucinek systémovy, pticemz cilové struktury mohou byt mistu sekrece velice vzdaleny.
Tetanovy toxin, vytvofeny v infikované rané€, pasobi v CNS, jiny Kklostridiovy toxin —
€ toxin — se tvoii ve stifeve, ale poskozuje ledviny a jiné organy.

Toxiny uvoliiované do okoli mohou ucinkovat na povrchové struktury bun¢k. Pfima
interakce toxind s bunéénymi receptory je ale pomérné vzacna. Piikladem mohou byt superan-
tigeny produkované nékterymi streptokoky a stafylokoky, které reaguji s receptory
T-lymfocytl a vyvolavaji jejich hyperstimulaci spojenou s excesivnim uvoliiovanim cytokint,
jez vede k ptiznakim toxického Soku.

Cilovou strukturou jinych toxind je bunéénd membrana, at’ uz zpisobuji enzymaticky
rozklad jejich slozek (fosfolipazy mnoha grampozitivnch bakterii, cytolyziny typu listerioly-
zinu O, streptolyzinu, perfringolyzinu aj.) nebo v ni zvlastnim mechanismem vytvaieji pory
(RTX toxiny gramnegativnich bakterii).

Vétsina exotoxinll vSak cili na struktury uvnitt buitky. Musi byt proto néjakym zpiiso-
bem nejprve transportovany pres membranu. Pii tzv. kontakt-dependentni sekreci se nechaji
jednoduse ,,vstiiknout” jednim z typd bakteridlnich ,,injekci (sekrecni systémy typu III, IV
a VI). To se tykd zejména efektorti modifikujicich bunéény cytoskeleton — vysledkem je pak
tieba internalizace bakterii do butiky nebo jiné strukturalni a funk¢éni zména membrany.

Existuje vSak velka skupina toxind, ktera je schopna indukovat vlastni transport
do buiiky interakci s bunéénym receptorem. Jsou to tzv. A-B toxiny. Skladaji se z jedné nebo
vice B-podjednotek (binding chain), které zprostiedkuji vazbu na receptor a transport,
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a A-podjednotky (active chain), jez je nositelkou vlastni enzymatické aktivity. NejCastéjsi
struktura je A-B nebo A-5B, kdy jsou B-podjednotky usporadané kolem dokola. Vazba
B-podjednotky na receptor vyvola tvorbu péru v membrané, jimz pak toxin pronikd dovnitf,
nebo vchlipeni membrany — toxin je pak internalizovan endocytdzou v uzavieném vezikulu.

Dalsi klasifikace, jez se mtize uplatnit, je rozdéleni toxind podle jejich enzymatické ak-
tivity. Nékteré bakterialni produkty pfimo enzymaticky $tépi povrchové struktury cilovych bu-
nék. Napiiklad membranu poskozuji enzymy charakteru lipaz; v ptipad¢, ze bakterie bojuji
mezi sebou, mize byt cilem i bunécna sténa (muramidazy aj.). Toxiny také casto funguji jako
proteazy. Tam spadaji nejen rizné invazivni faktory §té€pici proteinové slozky extracelularni
matrix a bunéné spoje, ale i vysoce specifické zinkové metaloproteazy C. tetani
a
C. botulinum. Ty proteolyticky §tépi tzv. synaptobreviny, komponenty nervovych synapsi, di-
sledkem ¢ehoz je blokada uvoliiovani neurotransmitert a ur€ity typ nervové paralyzy. Exfoli-
atin B S. aureus stépi desmoglein 1 v desmozomech stratum granulosum epidermis a vysled-
kem je exfoliativni dermatitida. Dalsi ptiklady protedz uvadime v kapitole o invazinech.

Castym zptsobem modifikace cilové struktury je ADP-ribosylace. ADP-ribosylujici
toxiny katalyzuji ptenos ADP z koenzymu NAD na cilové proteiny. Vysledkem je zména ak-
tivity tohoto proteinu. Do této skupiny patii mnoho nejznaméjsich bakteridlnich toxinti — napf.
cholerovy toxin, termolabilni enterotoxin E. coli, ale i rizné toxiny/efektory modifikujici
aktinovy cytoskeleton. Dal$im moznym zptisobem modifikace cilovych proteint je UDP-glu-
kosylace, deamidace aj.

3.4.3.1 Toxiny poSkozujici cytoplasmatickou membranu

Velka skupina bakterialnich toxini rozrusuje membrany hostitelskych bun¢k, coz vede
obvykle K jejich lyze. Uéelem jejich produkce miize byt uvolnéni Zivin z cytoplasmy, ale také
likvidace bun€k imunitniho systému. Nejspis vSak existuji 1 dalsi, nami dosud nerozpoznané
davody. NaruSeni tkané a vyliti bunééného obsahu (proteinti, nukleovych kyselin apod.) miize
napiiklad napoméhat formaci biofilmu a tim usnadiiovat kolonizaci sliznic. Tak se tyto zdanliveé
agresivni faktory mohou mozné uplatnit nejen pfi invazivnich infekcich, ale i pfi bézné koloni-
ZacCl.

S. aureus produkuje fadu toxinti s hemolytickou aktivitou (a, B, v, 8, leukocidin). a toxin
je nejsilné€jsi, vyvolava tplnou hemolyzu na krevnim agaru a je typickym zastupcem tzv. -
PFTs (toxinu tvoficich pory s B strukturou). Tyto toxiny jsou uvoliiovany v rozpustné mono-
merni formé&, aby se pii kontaktu s hostitelskou buikou slozily v oligomer a vytvorily tak
vV membrané por hiibovitého tvaru. Dochazi k tiniku iontd z buniky, naruseni signalnich drah a
bunécné smrti. Do této skupiny patii dale i stafylokokovy y hemolyzin, leukocidin, enterotoxin
a € toxin C. perfringens.

Stafylokokovy B toxin jakozto sfingomyelinaza je ptikladem toxinu pfimo enzymaticky
Stépiciho komponenty cytoplasmatické membrany. Na krevnim agaru se jeho produkce proje-
vuje neuplnou hemolyzou. Produkce podobnych enzymi typu fosfolipaz (lecitindza, sfin-
gomyelindza) je pomérné Casta u grampozitivnich bakterii. Dal§im ptikladem je napiiklad a
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toxin C. perfringens (fosfolipaza C), fosfolipaza D Corynebacterium pseudotuberculosis nebo
equifaktor Rhodococcus equi.

Fakultativné intracelularni Listeria monocytogenes produkuje fosfolipazu C a listeri-
olysin O (LLO) ze skupiny hemolyzini aktivovanych sulthydrylovou (thiolovou) skupinou.
LLO se aktivuje pfi snizeném pH a lyzuje membranu fagozomu. Umoziuje tak listerii uniknout
z fagozomu do cytoplasmy a vyhnout se tak likvidaci lysozomalnimi enzymy. Pfibuznymi to-
xiny jsou streptolyzin O streptokoku, pyolyzin O (Trueperella pyogenes) a perfringolyzin O
(6 toxin Clostridium perfringens).

Velice specifickou skupinou toxint s hemolytickou aktivitou jsou tzv. RTX toxiny (re-
peats-in toxins), pojmenované podle opakujicich se sekvenci bohatych na glycin a aspartat. Jsou
produkovany mnoha gramnegativnimi bakteriemi a secernovany typicky sekrecnim systémem
typu L. Patii sem hemolyziny E. coli (HIyA), Bordetella spp., Moraxella spp., Vibrio spp. Nej-
typictéjsimi producenty RTX toxind je ¢eled’ Pasteurellaceae. Leukotoxin Mannheimia hae-
molytica, jak nazev napovida, poskozuje piedevs§im bilé krvinky ptezvykavcu. Actinobacillus
pleuropneumoniae produkuje v riiznych kombinacich 4 Apx toxiny (v zavislosti na sérovaru)
S rtizné silnou hemolytickou aktivitou (sestupné Apx I az IV), namifenou predevsim proti plic-
nim makrofagiim a polymorfonukleariim. Toxiny Apx hraji hlavni roli v poSkozeni plic infi-
kovanych prasat.

3.4.3.2 Toxiny modifikujici bunéény cytoskeleton

Aktinovy cytoskeleton se podili na mnoha dilezitych bunéénych procesech jako je po-
hyb, zaujeti urc¢itého tvaru, nitrobunécny transport a endocytoéza. Jeho organizace proto vyza-
duje sofistikovanou regulaci. Kli¢ovou roli zde hraji tzv. GTP-vazajici Rho proteiny, jez se
proto stavaji cilem fady bakterialnich toxinl. Destabilizace cytoskeletu vede ke zméné bunéc-
nych funkci s rozlicnym vysledkem — napt. narusenim integrity epitelialnich bariér, umoziujici
penetraci hlubsich tkani, nebo blokadou aktivace, migrace, fagocytozy ¢i degranulace imunit-
nich bunék. Na aktinovy cytoskeleton ptisobi také efektory nékterych fakultativné intracelular-
nich bakterii, které tak indukuji vlastni pohlceni pfirozené¢ nefagocytujicimi buitkami. Efektory
T3SS kodovaného SPI-1 Salmonella spp. aktivuji Rho-GTPazy, coz vede k prestavbé aktino-
vych  vldken a tvorbé membranovych  vybézkl  (filopodii), jez  obklopi
a pohlti bakterii. Naopak enteropatogenni E. coli podobnym zptisobem indukuje strukturalni
zménu povrchu enterocytll, na néz pak adheruje.

Bez ohledu na pfesny mechanismus na molekularni urovni, klinické disledky aktivity
této skupiny toxinu jsou velice pestré. Pmt (Pasteurella multocida toxin) a dermonekrotoxin
Bordetella bronchiseptica poskozuji sliznice hornich cest dychacich a inhibuji zrani osteob-
lastli. Spolecné se podileji na obrazu tzv. atrofické rhinitidy prasat, s charakteristickou atrofii a
deformaci nosnich konch, coz se ve vaznych ptipadech projevuje az deviaci celého rypaku do
strany. Zavaznou formu onemocnéni zplsobuje koinfekce obéma bakteridlnimi druhy s pro-
dukci obou zminénych toxind, pfi¢emz v patogenezi hraji dileZitou roli i dalsi faktory virulence
charakteru koloniza¢nich faktori. Cytotoxické nekrotizujici faktory (CNF) kmenut E. coli
S extraintestindlni patogenitou (ptivodcll infekci mocovych cest a novorozeneckych meningitid)
deaminuji a tim aktivuji Rho proteiny, ¢imZ napomahaji invazi CNS a ptechodného epitelu
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mocovych cest. Toxiny A a B stievniho patogenu Clostridioides difficile naopak inaktivuji Rho
GTPazy glukosylaci. Dusledkem je v tomto ptipadé naruseni bunécné signalizace, disrupce
tight junctions mezi enterocyty a dezintegrace stievni sliznice.

3.4.3.3 Toxiny ovliviiujici signdlni drahy

Jednou z kli¢ovych molekul v bunééné signalizace je CAMP (cyklicky adenosinmono-
fosfat) v uloze tzv. druhého posla, vznikajici u¢inkem enzymu adenylatcyklazy. Adenylat-
cyklaza je aktivovana G proteinem (typem GTPaz), ktery zprostfedkuje spojeni mezi ni (€1 ji-
nym enzymem zapojenym v signalizacnich drahach) a membranovym receptorem. G protein se
aktivuje vazbou GTP na jeho a podjednotku; odtud také pochazi jeho nazev. Naopak hydrolyza
GTP na GDP jej €ini inaktivnim. Vysledkem celé této signaliza¢ni kaskady je zména bun&cného
metabolismu, genové exprese nebo piestavba cytoskeletu (tim tato skupina toxini v nékterych
ptipadech splyva s pfedchozi). Bakterialni toxiny alterujici vSemoZzné bunécné procesy mohou
zasahnout na riiznych trovnich této kaskady. Nejcastéji je cilem G protein. Nékteré bakterie
vSak tvori vlastni adenylatcyklazu nebo dokonce cAMP. Bez ohledu na to je konecnym disled-
kem zvySeni koncentrace cAMP v bunice a alterace jeji funkce.

Asi nejznaméjsim piikladem takto fungujiciho toxinu je cholerovy toxin Vibrio cho-
lerae, prakticky stejné vSak pusobi také termolabilni enterotoxin ETEC (enterotoxinogenni
E. coli). Jejich t¢inkem dochazi k ADP-ribosylaci o podjednotky G proteinu, ktery je tak ,,uza-
mcen‘ v poloze trvale stimulujici adenylatcyklazu. Dochazi tak ke konstitutivni tvorbé cAMP
a aktivaci proteinkinazy A, coz vede k otevieni iontovych kanalti a masivnimu piestupu Cl a
HCO:> do stievniho lumina. Ionty za sebou tahnou vodu, disledkem ¢ehoz je vodnaty sekrecni
prujem a tézkd dehydratace organismu.

Pertusis toxin ptvodce ¢erného kasle Bordetella pertussis pusobi podobné, a¢ v dycha-
cich cestach. Jeho souvislost s hlavnim klinickym piiznakem — tedy kaslem — nicméné neni
zcela jasna, zda se, Ze piredevsim interferuje s funkci fagocytujicich bun€k imunitniho systému.
Bordetella spp. dale produkuje i vlastni adenylatcyklazu s podobnym t¢inkem.

Termostabilni enterotoxiny ETEC ovliviiuji jiné kroky bunééné signalizace. STa kon-
vertuje GMP na cGMP, ¢imz aktivuje cGMP-dependentni proteinkinadzu. STb aktivuje kalmo-
dulin-dependentni proteinkinazu; vysledek je vSak tyz — otevieni iontovych kanall, sekrece
iontll do stfevniho lumina a prijem.

Bacillus anthracis produkuje dva toxiny, které vznikaji vzdy ptipojenim protektivniho
antigenu k edematoznimu (EF), respektive letdlnimu (LF) faktoru. Zatimco LF je Zn?* depen-
dentni metaloproteaza, EF je kalmodulin-dependentni adenylatcyklaza. LF §tépi urCité enzymy
zapojené v alternativnich signalnich drahach (tzv. MAPKK — mitogen-activated protein kinase
kinase). Oba toxiny narusuji fadu bunéénych funkci v souvislosti s imunitni odpovédi vcetné
produkce cytokint, nakonec dochazi k bunétné smrti. Ptiznaky antraxu souvisi pfedevsim s je-
jich pfimym uc¢inkem na myokard a cévni endotel. Letalni toxin je asi desetkrat siln¢j$i nez
edematozni toxin, Cinky jsou ale v zasad¢ stejné — poskozeni tkani, zvysena permeabilita cév,
extravazace, kardiovaskularni Sok a smrt.
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3.4.3.4 Toxiny inhibujici proteosyntézu

Nekteré bakterialni toxiny zasahuji syntézu bilkovin na Grovni translace. Cilem diftera
toxinu Corynebacterium diphtheriae, piivodce zaskrtu, stejné jako exotoxinu A Pseudomonas
aeruginosa je elongac¢ni faktor 2 (EF2), jejz ADP-ribosyluji a tim inhibuji jeho funkci. Jejich
ucinkem dochazi k lokalnimu poskozeni tkané, tj. vzniku typickych pseudomembran v dycha-
cich cestach v pripadé zaskrtu a naptiklad kornealnim ulceracim v ptipadé pseudomonadovych
oc¢nich infekci (pozn. pseudomonady produkuji jest¢ mnoho dalSich toxint, napiiklad exoto-
xiny S a T, poskozujici cytoskeleton, exotoxin Y, ktery je adenylatcyklazou, fosfolipazu, bak-
teriociny a toxické pigmenty, takze jejich vyzbroj je opravdu velice pestra).

Notoricky znamymi toxiny inhibujicimi proteosyntézu jsou shigatoxiny Shigella dysen-
teriae a EHEC/STEC (enterohemoragickych a shigatoxinogennich E. coli). Stx inaktivuji ribo-
somy podobné¢ jako napf. ricin a jejich u€inkem dochazi predevsim k poSkozeni cév. Disled-
kem jejich lokalniho pisobeni je hemoragickd kolitida, ale maji 1 systémovy ucinek.
U lidi, ale i pst zpusobuji tzv. hemolyticko-uremicky syndrom (HUS), u prasat edémovou cho-
robu. HUS je Zivot ohrozujici stav, ktery byva nejcastéji spojovan s infekci EHEC sérotypu
O157:H7. Podstatou je tzv. tromboticka mikroangiopatie, v jejimz dusledku dochazi k hemo-
lyze a rendlnimu selhani. Naproti tomu pii edémové chorobé¢, jak nazev napovida, vede posko-
zeni cév k extravazaci s typickymi edémy o¢nich vicek a ¢ela a edému mozku s nervovymi
piiznaky.

Zvlastnosti diftera toxinu a vétSiny typi shigatoxini je, ze jsou kdédovany lysogennim
bakteriofagem. S jistou nadsazkou lze fici, Ze je to vlastné primarné bakterie, kdo je ,,infiko-

(13

van“.

3.4.3.5 Toxiny aktivujici imunitni systém (superantigeny)

Pfemira dobrého skodi, jak ilustruje ptiklad tzv. superantigenii. Tak nazyvame bakteri-
alni toxiny, jez vyvolavaji drastickou imunitni odpoveéd’, ktera mize byt az smrtelna pro vlastni
organismus. Jakéd vyhoda z toho vlastné€ plyne pro bakterii, zatim neni zcela jasné. Superanti-
geny jsou znamy zejména u rodd Staphylococcus a Streptococcus. Vazou se na MHC-II anti-
gen-prezentujicich bun¢k (APC) a receptory T-lymfocyti — piesnéji feeno zajist'uji piimé pro-
pojeni variabilni B domény receptorti T-bunék s MHC-II APC, coz vede k nespecifické stimu-
laci a extrémni proliferaci T-lymfocytl s masivni tvorbou cytokint (napt. IL-2, TNFp, IFNy,
dale IL-1, 11-6 a TNFa, jez produkuji monocyty). Cytokinova bouie zptsobi ptiznaky toxického
Soku (horecka, vyrazka, hypotenze).

Tak funguje stafylokokovy TSST-1 (toxin syndromu toxického Soku), toxicky Sok vsak
muze zpisobit i stafylokokovy enterotoxin, pokud se dostane do cirkulace, pfestoZze mnohem
Cast&ji je spojovan s intoxikacemi z potravin.

Nejvice streptokokovych pyrogennich toxini (SPE) je zndmo u streptokokti ze sku-
piny A, pfedevsim S. pyogenes, piivodce spaly a anginy. Z nich nejznaméjsi je tzv. M protein.
Byly vsak nalezeny i u zastupci jinych skupin, napt. S. equi ssp. equi. Se syndromem toxického
Soku a nekrotizujici fasciitidou byly asociovany i infekce $ténat S. canis.
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3.4.3.6 Klostridiové neurotoxiny

Toxiny neurotoxickych klostridii C. botulinum a C. tetani tvofi zcela specifickou sku-
pinu. Botulotoxiny (A-G) a tetanovy toxin (tetanospasmin) jsou Zn?*dependentni proteazy,
které stépi tzv. SNARE proteiny neboli synaptobreviny. Ty zajist'uji fuzi synaptickych vezikul
S presynaptickou membréanou. Jsou-li rozs§tépeny, uvoliiovani neurotransmiterti je blokovano.
Mechanismus u obou ptivodct je tedy stejny, ptivod infekce i jeji disledky jsou vSak odlisné.
Botulotoxiny se az na vyjimecné ptipady tvofi pfi pomnoZzeni bakterii v substratech mimo hos-
titele. S timto substratem jsou posléze pozieny a vstiebavaji se ve stieve. Jedna se tedy spis o
intoxikaci nez infekci. Naproti tomu tetanovy toxin se vytvari pii infekci hlubokych ran (ne-
zbytné je anaerobni mikroprostiedi, nebot’ klostridia jsou striktni anaeroby), odkud se vstfebava
do systému. Zatimco botulotoxiny zasahuji periferni nervovy systém, blokuji uvolfiovani ace-
tylcholinu na nervosvalovych ploténkéch a vyvolavaji tak chabou parézu, tetanospasmin ptisobi
v CNS. Disledkem blokady uvoliovani inhibi¢nich neurotransmiterti, jako jsou GABA a gly-
cin, je spastickd paréza.

3.4.3.7 Endotoxin

Pojem endotoxin, tedy toxin, ktery neni secernovan vn¢ buiiky, se obvykle ztotozituje
S lipopolysacharidem (LPS), typickou sloZkou bunécné stény gramnegativnich bakterii. Plni
predev§im strukturalni a ochrannou funkci, pfispiva k bariérové funkci vnéjSi membrany
(ochrana proti riznym antibakterialnim molekuldm), ptisobi jako nespecificky adhesin a hraje
vyznamnou roli v interakci s imunitnim systémem. Je imunogenni — soucasti jeho polysachari-
dové c¢asti je somaticky O antigen gramnegativnich bakterii. Naopak jeho lipidova cast je nosi-
telkou toxickych uc€inkt. Na rozdil od exotoxinti ptisobi v podstatné vyssSich koncentracich a do
okoli je uvoliiovan az po lyze bakterialni bunky.

Lipopolysacharid je v membrané ukotven lipidem A, jenz se sklada z dimeru
N-acetylglukosaminu s nékolika (obvykle Sesti) pfipojenymi mastnymi kyselinami. Na NAD
navazuje tzv. zakladni polysacharid neboli R antigen. Tato struktura se ptilis neméni, ackoli se
nalézaji drobné odlisSnosti mezi jednotlivymi bakterialnimi druhy; je tedy uzitecna pii urCovani
fylogenetické ptibuznosti. Somaticky O antigen je oproti tomu vysoce variabilni struktura a
urcuje antigenni variantu (sérovar nebo séroskupinu) v ramci bakteridlniho druhu. Sklada se
z ruzné dlouhého fetézce sacharidi (az nékolik desitek). Délka fetézce je dulezita z hlediska
virulence. Dlouhé sacharidové fetézce pisobi protektivné, brani naptiklad ptisednuti MAC
(membrane attacking complex) komplementu nebo protilatek. V kultute se produkce dlouhych
O polysacharidt projevuje hladkou strukturou (S fazi) bakterialnich kolonii. Mutanty, vyzna-
Cujici hrubymi koloniemi (R fazi), jsou mnohem citlivejsi k baktericidnim u¢inktim séra a k fa-
gocytdze. LPS pisobi zejména proti prvotni, nespecifické imunitni odpovédi. JelikozZ je vSak
siln¢ imunogenni, jeho exprese je po nastupu specifické imunitni odpovédi spiSe nevyhodna.
Nekteré bakterie se tomu do jisté miry brani tvorbou rtizné velkého mnoZzstvi antigennich vari-
ant (vzpomenme na vice nez dva a pul tisice sérovarti salmonel).

Lipid A funguje jako silny stimulant imunitniho systému. Za normalnich okolnosti je
skryt ve vn&jsi membrané a uvoliiuje se az po lyze bakterie. Spousti bouflivou nespecifickou
imunitni reakci znamou jako endotoxinovy Sok. Lipid A je rozpozndvan receptory TLR4
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a CD14 na buiikéch pfirozené imunity. Spusténi bouilivé produkce cytokind, komplementové
a koagulacni kaskady vede k diseminované intravaskularni koagulopatii, hypotenzi a cirkulac-
nimu kolapsu.
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3.4.4 Sekreéni systémy

Néktere bakterialni produkty, mezi nimi i fada faktorii virulence, musi byt nejprve trans-
portovany vné bakteridlni buriky, aby mohly byt vyuzity. O zpiisobu transportu rozhoduje misto
jejich urceni. Nékteré molekuly, kuptikladu adheziny, zistavaji pfipojeny na povrchu bakterie,
jiné se uvolnuji do extracelularniho prostoru. Pro transport ptisobkti vné bakterialni buniky se
uziva obecné pojem sekrece. Jiné produkty vSak mohou byt transportovany specializovanymi
molekuldrnimi komplexy ptfimo do cytoplasmy eukaryotické buiiky, ptipadné sousednich bak-
terialnich buné€k. Pro tento typ transportu, v némz se uplatiuji sekrecni systémy typu III, IV a
VI, uzivame pojem translokace a takto pfenasené molekuly se nazyvaji efektory.

Situace je pomérn¢ jednoducha u grampozitivnich bakterii, kde v cesté stoji pouze jedna
membrana. Naproti tomu gramnegativni bakterie musi pii sekreci svych produktt navic pieko-
navat periplasmaticky prostor a druhou vnéj$i membranu, a proto si vytvorily fadu zna¢né so-
fistikovanych struktur, jez maji ¢asto pfimy vztah k virulenci a zasluhuji, abychom jim vénovali
vice pozornosti. VéEtSina grampozitivi si vystaci s jednoduchymi univerzalnimi systémy. Vy-
jimku tvoti mykobakteria, jejichZ silna voskovita bunécna sténa predstavuje obtiznou piekazku.
Mykobakteria si vytvofila zvlastni, dosud nepfesné charakterizovany sekrecni systém typu VII.

Gramnegativni 1 grampozitivni bakterie, ale 1 archea a eukaryota sdileji dva univerzalni
systémy sekrece: tzv. sec (general secretion) a tat (two-arginine). Zatimco u grampozitivi
slouzi k sekreci pies jejich jedinou membranu, u gramnegativii kon¢i takto transportované mo-
lekuly v periplasmatickém prostoru. Rozdily mezi témito systémy jsou pro nas zde celkem po-
druzné; sec systém transportuje proteiny v rozvonéném stavu za soucasné hydrolyzy ATP
a protonového gradientu, tat systémem se pfendsi proteiny prostoroveé uspotradané s vyuZzitim
pouze protonového gradientu. Lisi se také specifickou N-termindlni signalni peptidovou sek-
venci. Dulezité vsak je, ze u gramnegativnich bakterii, ma-li se protein dostat ven z buiky, musi
V této fazi navazovat jiny systém (tzv. sec-dependentni), nebo musi byt primarné vyuzit jiny
systém, piekonavajici vnitini i vn&j$i membranu a periplasmaticky prostor.
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Sekreé¢ni systém typu I (T1SS) je pomérné jednoducha struktura, tvofena tfemi sloz-
kami: tzv. ABC transportérem (ATP-binding casette), zajistujicim hydrolyzu ATP a umisténym
ve vnitini membrang, kanalem penetrujicim vnéjsi membranu (OMP — outer membrane pro-
tein) a krékem spojujici tyto dvé slozky pies periplasmaticky prostor (MFP — membrane fusion
protein). Nejznaméjsim piikladem T1SS je transportni komplex TolC-HlyD-HIlyB uropatogen-
nich E. coli (piivodc mocovych infekci), jenz slouzi k sekreci hemolyzinu HIyA (TolC je
OMP, HlyD je MFP, HlyB je ABC transportér).

Naproti tomu sekreéni systém typu II je sec-dependentni a sam se tyka v zasadé pouze
transportu ptres vnéj$i membranu. Sklada se z prstencového komplexu proteinovych podjedno-
tek vnotfeného ve vnéj$i membrané a dalSich podjednotek, slouzicich k hydrolyze ATP. Je spo-
jen se sekreci fady vyznamnych toxind, napiiklad cholerového toxinu V. cholerae, exotoxinu
A P. aeruginosa nebo termolabilniho enterotoxinu E. coli.

Sekre¢nimu systému typu III piislusi v tomto vyctu zvlast’ vyznamné misto, nebot’ jej
Ize v fad¢ piipadi oznacit za faktor virulence v pravém slova smyslu. Byva kddovan ¢asto mo-
bilnimi genetickymi elementy v blocich vzajemné souvisejicich gent virulence (tzv. ostrovy
patogenity). T3SS slouzi k translokaci puisobki — efektord — pifimo do cytosolu eukaryotické
buniky hostitele. Cilem efektorti — coz se povazuje za rozdil oproti toxintim — neni ani tak prosté
poskozeni bunky, jako spi$ modifikace urcitych jejich funkci, rozumi se, Ze ku prospéchu bak-
terie. Ty vyuzivaji tento systém Casto v riznych fazich invaze hostitelskych bunék.

Zékladni struktura T3SS se nazyva injektizom a skute¢né pfipomina injek¢ni stiikacku,
JiZ jsou bunce vstiiknuty substance ménici jeji chovani. T3SS je velice sofistikovana struktura,
ktera se pravdépodobné vyvinula z bakteridlniho bi¢iku. Sklada se z jehly pfipojené ke kruho-
vym proteinovym komplexiim ve vnéjsi a vnitini membrané spojenych krékem. Jehla je tvofena
helikaln¢ usporadanymi proteinovymi podjednotkami a zakoncena Spickou, kterd je vysoce va-
riabilni mezi riznymi typy T3SS a pravdépodobné slouzi k signalizaci pfi kontaktu s eukaryo-
tickou bunkou, aby systém nepracoval ,,naprazdno®.

Zasadni vyznam ma T3SS enteropatogennich E. coli. Tento patotyp jim transportuje
receptor pro vlastni adhezin, intimin, do enterocytu, jenz je donucen jej vystavit na svém po-
vrchu. Zaroven dal$imi efektory indukuje piestavbu aktinového cytoskeletu, coz Gsti v tvorbu
zvlastnich piedestalovitych utvarti, na néz bakterie adheruje. Dochazi tak doslova k ,,oholeni*
stievni sliznice od mikroklkl a vzniku zvlastnich 1ézi, v anglické literatute nazyvanych A/E —
attaching and effacing lesions. Také Salmonella spp. indukuje svymi efektory ptestavbu cy-
toskeletu, v jejim pifipadé je vSak cilem internalizace do primarné nefagocytujici buriky, napf.
enterocytu. Prvni T3SS (kédovany ostrovem patogenity SPI-1) slouzi k indukei vlastniho po-
hlceni. Naproti tomu jiny salmonelovy T3SS, kédovany SPI-2, slouZi k pteziti v makrofazich
a je exprimovan po fuzi fagozomu s lysozomem. Efektory jsou translokovany pies sténu fa-
gozomu do cytoplasmy. Podobny systém ma i Yersinia spp., jejiz efektory — Yop proteiny —
blokuji fagocytdzu a inhibuji oxidativni vzplanuti makrofagi.

Sekrecni systém typu IV tizce souvisi s mechanismem bakterialni konjugace. Mezi se-
kre¢nimi systémy je unikatni schopnosti transportovat také DNA, a to jak do eukaryotickych
bunék, tak i jinych bakterii. Vyskytuje se u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii. Ty-
picky pilus pravdépodobné slouzi k ptfipojeni akceptorové bunky. Systémy tohoto typu
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se nejCasteji uplatiuji praveé pii transportu konjugativnich plazmidl, coz ma nepiimy vztah
k virulenci, nebot’ timto zpisobem se mohou riizné determinanty virulence $ifit horizontalné
Vv bakterialni populaci (o genech rezistence viibec nemluve). Nékteré patogeny jej vyuzivaji
k transportu efektorovych proteind a toxint. Napiiklad CagA H. pylori indukuje zanétlivou od-
povéd’ v zaludec¢ni sliznici a ma vztah ke karcinogenezi. Sekrece pertussis toxinu Bordetella
pertussis je také spojena s T4SS, nicméné je uvoliiovan pouze do blizkosti bunék, nikoli translo-
kovan ptres membranu. Podobné jako T3SS, také T4SS ma zasadni vyznam u nékterych intra-
celularnich bakterii. Efektory Brucella spp., Coxiella burnetti nebo Legionella pneumophila
modifikuji fagozom a umoziuji preziti v makrofazich.

Proteiny transportované sekreénim systémem typu V se nazyvaji také autotranspor-
téry, nebot’ — jak ndzev napovida — vlastné transportuji samy sebe. Jsou sec-dependentni, proto
obsahuji zvlastni N-termindlni sekvenci, a pfes vnitini membranu jsou transportovany jednou
Z cest zminénych na zacatku. Vlastni autotransportér ma dvé domény: f doména se vnoiuje
do vnéj$i membrany a pienasi druhou, tzv. ,,pasazérovou doménu, vné burky, kde se od ni
odstépuje nebo s ni zlstava spojena. Genialni prostota tohoto systému je predpokladem jeho
Sirokého vyuZiti. Jako autotransportéry funguje fada afimbrialnich adhezini, toxind a proteini
s kombinovanou funkci, zejména zvlastni skupina proteind, tzv. SPATE (serine protease auto-
transporters of Enterobacteriaceae). Tam patii naptiklad termosenzitivni hemaglutinin Tsh pta-
¢ich E. coli, ktery $tépi hlen i hemoglobin a vaze hem. Jako dalsi ptiklady autotransportért
si uvedme tieba adhezin AIDA-1 difazné adherentni E. coli, pertaktin Bordetella spp.
a dalsi jeji adheziny dulezité pro vazbu k fasinkovému epitelu, vakuolizujici cytotoxin VacA
a adheziny BabA a SabA H. pylori, které hraji dulezitou roli v kolonizaci a poSkozeni Zalude¢ni
sliznice. Navic jsou timto mechanismem secernovany také IgAl proteazy (Neisseria spp.,
Haemophilus spp.), degradujici lidské slizni¢ni protilatky.

Pomérné nedavno bylo zjisténo, Ze mnoho gramnegativnich bakterii (véetné patogenti
jako V. cholerae, P. aeruginosa, E. coli ¢i S. marcescens) koduje sekreéni systém typu VI,
slozity proteinovy komplex, ktery strukturou piipomind bi¢ik bakteriofaga T4. Systém
se sklada z kanalu spojujiciho vnitini a vnéjs$i membranu, bazélni desticky, ptfipojené z vnitini
cytosolové strany, a kontraktilniho aparatu, jejz tvoii vnéjsi stazitelna pochva a vnitini trubice
Z hexamer proteinu Hep. Pii kontrakei pochvy pronika trubice kandlem ptes obé membrany
a penetruje membranu cilové bunky (eukaryotické nebo prokaryotické). Penetraci umoziuje
Spicka trubice z tzv. PAAR (Prolin, Alanin, Alanin, Arginin) proteint. Konkrétni mechanismus,
jakym jsou transportovany jednotlivé efektory, neni jest¢ docela objasnén, nicméné
se zd4, ze kontrakce ptredstavuje klidovy stav aparatu. Nejprve tedy dochazi k ,,nabiti* a nata-
zeni pochvy, v druhé fazi pak k vystieleni trubice, penetraci membrany cilové bunky a uvolnéni
efektorové ,,naloze*. Cely systém tedy pon€kud pfipomina balistu. Jeho ter¢em mohou byt jak
eukaryotické buniky hostitelského organismu, tak i sousedni bakterie. Systém se spousti v bliz-
kosti cilové buiky, piesny signal k ,vystfelu“ vSak neni znam. Vyzkum ukazuje,
ze T6SS je v pravém slova smyslu vale¢na zbran, kterou bakterie mohou namifit proti buikam
hostitelského organismu, ale také bojovat mezi sebou. Efektory byvaji rizné cytotoxické en-
zymy, jako muramiddzy, lipdzy a nukledzy. Bakterie obvykle zaroven exprimuje i ptisluSné
antiefektory, zajiStujici odolnost vi¢i vlastnim efektorim. Ptikladem efektori spojenych
s T6SS mohou byt pyociny P. aeruginosa, poskozujici cytoplasmatickou membranu.
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3.4.5 Mechanismy pro vazbu Zeleza

Vsechny bakterie, patogenni ¢i nikoliv, musi byt schopny efektivné vyuZivat Ziviny
ze svého okoli. Bakterie kolonizujici sliznice musi tispé$né konkurovat ostatni mikroflotre v boji
o omezené zdroje. Naopak bakterie, které invaduji vnitini prostfedi a pfirozen¢ sterilni tkan¢,
se sice zbavuji konkurence, ale musi se potykat se znaéné nehostinnymi podminkami. Zelezo
je prvkem nezbytnym pro riist vétSiny bakterii. Vyjimku tvoii snad jedin€ nékteré laktobacily.
Pfestoze je zelezo nejhojnéji zastoupenym kovem v organismu, za aerobnich podminek pfi ne-
utradlnim pH se nachazi pfevazné v nerozpustné, pro bakterie nedostupné form¢. Koncentrace
vyuzitelného Zeleza v organismu je pro rust Dbakterii nedostateCnd. Jedna
se 0 jeden z obrannych mechanismu hostitele — Zelezo je vazano na transportnich proteinech,
jako je napftiklad sérovy transferrin nebo laktoferrin v slizni¢nich sekretech. Také uvolnény
hem nebo hemoglobin se rychle vaze na haptoglobin, hemopexin, albumin apod.

Jelikoz se sotva najde ptekazka, se kterou by si bakterie nedovedly poradit, najdeme
1 zde fadu mechanismd, jeZ zajiSt'uji bakteriim dostatek Zeleza potiebného pro riist. Systémy
transportujici Zelezo vyhlizeji ve srovnani s jinymi faktory virulence celkem nevinné, predsta-
vuji vSak nezbytnou podminku Gspé&sné infekce a neni jist€¢ nahodou, Ze mnohé patogeny byvaji
vybaveny az nadbytkem rtiznych takovych systému, které mohou byt vyuzity za riznych pod-
minek. Navic si mohou poméhat i ponékud agresivnéjSim zpisobem — produkci toxint, které
lyzuji buiiky a zptisobuji uvolnéni zivin véetné zeleza do okoli.

Jednim zplisobem, jak ziskat Zelezo, je redukce nerozpustné Fe** formy na rozpustnou
Fe?* formu. Tak ptisobi napiiklad barvivo pyocyanin Pseudomonas aeruginosa, kromé toho,
ze dodava kultufe krasnou modrozelenou barvu. Nékteré bakterie jsou zase schopny vazat
ptimo vazebné glykoproteiny hostitele a ziskavat zelezo ptimo z nich. Tato vazba je obvykle
specificka; Neisseria meningitidis vaze pouze lidsky transferrin a jedna se proto o specificky
lidsky patogen.
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Jiné systémy jsou schopny vazat a transportovat celou hemovou skupinu nebo cely he-
moglobin, uvolnény po lyze erytrocyti. Napiiklad klicovy periodontalni patogen clovéka,
Porphyromonas gingivalis, je vybaven dvouslozkovym systémem: HmuY vaze hem, HmuR
jej transportuje pres vnéjsi membranu. K uvolnéni hemu z hemoglobinu ¢i methemoglobinu
slouzi proteazy, tzv. gingipainy. Schopnosti vazat hem se vyznacuji i nékteti zastupci ¢eledi
Enterobacteriaceae, napt. Yersinia spp.

Asi nejCastéjsi strategii je vSak produkce tzv. sideroforti — molekul, které vazou zelezo
s vétsi afinitou nez vazebné proteiny hostitele. Z chemického hlediska se rozd€luji na tfi za-
kladni skupiny: katecholaty, hydroxamaty a karboxylaty, vyskytuji se 1 smiSené typy. Pii-
kladem katecholatovych siderofori mohou byt enterobactin mnohych enterobakterii, salmo-
chelin, corynebactin, vibriobactin ¢i amonobactin (Aeromonas hydrophila). Do skupiny
hydroxamatovych siderofori patii alcaligin (Alcaligenes spp. ¢i Bordetella spp.), aerobactin
(E. coli) a cepabactin (Burkholderia cepacia). Staphyloferrin je zastupcem karboxylatovych
siderofort. K jinym typum dale patii pyoverdin a pseudobactiny Pseudomonas aeruginosa.
Néktere bakterialni druhy tvofi jeden specificky siderofor, jiné jich koduji celou fadu. Prakticky
vSechny kmeny E. coli tvofi chromozomalné kédovany enterobactin, produkce aerobactinu je
vSak asociovana se zvySenou virulenci. Tento siderofor byva navic kédovan plazmidem a Ize
ho opravnéné povazovat za faktor virulence. Kromé toho lze u E. coli najit
i salmochelin ¢i yersiniabactin. Yersinia spp. zase krom¢ proteint vazajicich hemin (Hms) pro-
dukuje i zminény siderofor yersiniabactin, pficemz oboji je kddovano tzv. HPI (,,high patho-
genicity island*), tedy genomickym ostrovem spojenym s Vysokou patogenitou.
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3.5 Interakce bakterii s imunitnim systémem

Dlouhodobym souzitim za neustalé interakce s mikroby si hostitelsky organismus vyvi-
nul velké mnozstvi obrannych mechanismti. Na druhé stran¢ i mikroorganismy si vytvorily fadu
strategii, jak tyto mechanismy obchazet, utlumit ¢i je dokonce vyuzivat ku svému prospéchu.
Zatimco o jednotlivych slozkach imunitniho systému a jejich rolich v obran¢ proti riznym sku-
pinam mikroorganismi se muze ¢tenar podrobnéji poucit v ucebnici veterinarni imunologie,
zde se pokusime nastinit danou problematiku z hlediska bakterii samotnych.

Imunitni systém ma dvé zékladni slozky — vrozenou a adaptivni imunitu. ProtoZe me-
chanismy pfirozené imunity jsou zna¢né evoluéné konzervované, nachazime u bakterii sku-
te¢n¢ bohatou Skalu nejrizngjsich strategii, jak se jim vyhnout. Jednotlivé komponenty piiro-
zené a adaptivni imunity jsou vSak velmi Uzce provazany, vzajemné se aktivuji ¢i jinak ovliv-
nluji, a proto 1 bakteridlni obranné mechanismy uc¢inkuji ¢asto na vice urovnich. Jedna se jak
0 strukturalni komponenty poskytujici bakteriim pasivni ochranu pted ,,atoky* imunitniho sys-
tému, tak 1 produkty aktivné ovliviiyjici jeho funkce. Pro prvni skupinu se nékdy pouZziva pojem
»protektiny*.

V sirSim slova smyslu tvofi zakladni slozku ptfirozené obranyschopnosti bariérova
funkce sliznic a ktize, v¢etné neporuseného epitelialniho povrchu, produkce hlenu a mechanic-
kého ocistovani (stfevni peristaltikou, ftasinkovym epitelem, kychani, kaSel apod.).
Ke kolonizaci a penetraci bariér bakterie pouzivaji rtizné adheziny a invazivni mechanismy,
jimz se vénujeme V jinych kapitolach. Také nékteré toxiny slouzi k tomuto tcelu — ptikladem
mohou byt toxiny Bordetella spp., paralyzujici fasinkovy aparat.

Dvé hlavni slozky piirozené antibakteridlni odpovédi jsou piedevsim fagocytdza
a komplement. Obé maji vztah k adaptivni imunité: protilatky funguji jako opsoniny pii fago-
cytoze, komplexy protilatky a antigenu aktivuji tzv. klasickou drahu komplementu, T-lymfo-
cyty produkuji IFN-y, ktery aktivuje makrofagy a zvysuje jejich schopnost likvidovat intrace-

vvvvvv

Komplement je komplex sérovych a membranovych proteint, které se za normalnich
okolnosti vyskytuji v neaktivnim stavu. Teprve urcity impuls spousti slozitou komplementovou
kaskéadu, pfi niz jedna slozka aktivuje druhou, jednotlivé meziprodukty plni riizné imunitni
funkce a kone¢nym vysledkem je formace tzv. komplexu atakujiciho membrany (MAC), ktery
se vnofuje do vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii a je schopen je lyzovat. Vlastni buiiky
organismu jsou pied jeho Uc€inky chranény molekulami inhibujicimi komplement. Jednotlivé
dil¢i slozky komplementu funguji ¢asto jako opsoniny (C3b, C4b) nebo chemotaktiny (C3a,
C5a aj.), usnadnujici fagocytozu a lakajici buniky imunitniho systému do mista zasahu. Nejhoj-
néji zastoupenou slozkou komplementu v séru je C3 slozka a klicovym momentem komple-
mentoveé kaskady je jeji Stépeni tzv. C3 konvertazou. C3 konvertaza se lisi podle zpiisobu akti-
vace komplementu: pfi tzv. alternativni draze aktivace je tvofena jinymi slozkami nez pfi tzv.
klasické a lektinové draze. Zatimco spusténi klasické drahy je zavislé na rozpoznani komplexu
imunoglobulinu s mikrobialnim povrchem rozpoznavaci slozkou C1 (je tedy fylogeneticky
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mladsi, protoze zavisi na adaptivni imunité), alternativni drahu aktivuje prakticky samotny po-
vrch  mikroba, prfesnéji feCeno absence zbytki  sialovych  kyselin,  které
se prirozen¢ vyskytuji jako ochranné signaly na membranach buné¢k vlastniho organismu. Lek-
tinovou drahu iniciuje rozpoznani velkého mnozstvi mandzovych zbytkli na mikrobialnim po-
vrchu spoustécim proteinem, tzv. MBL (mannan-binding lectin), jeji dalsi prib¢h je ovsem
shodny s klasickou drahou.

Hlavni bunécnou slozkou vrozené antibakterialni imunitni odpovédi je fagocytéza.
Spociva v aktivnim pohlceni bakterie profesionalnim fagocytem a jeji likvidaci ucinkem niz-
kého pH, hydrolytickych enzymi a produktii tzv. metabolického vzplanuti. Fagocytujici buiiky
jsou bud’ rezidentni (napf. alveolarni makrofagy, Kupferovy bunky v jatrech aj.), nebo migruji
do mista zasahu na zékladé chemotaktickych signalli, coz jsou rtizné cytokiny produkované
poskozenymi bunikami, ale i1 nékteré slozky komplementu. Prvni linii antibakteridlni obrany
tvoti vysoce efektivni neutrofily. Jejich hlavnimi zbranémi jsou hydrolytické enzymy, defenzin
a lysozym a produkty metabolického vzplanuti (reaktivni kyslikové a dusikové intermediaty).
Na rozdil od makrofagii maji myeloperoxidazu, umoziujici produkci vysoce toxické kyseliny
chlorné. Makrofagy zasahuji zpravidla v pozd&Sich fazich imunitni odpovédi
a jsou uc¢inné zejména po aktivaci IFN-y T-lymfocyti. Hlavni zbrani makrofagi je NO syntaza,
tvotici radikal oxidu dusnatého (se superoxidem se slucuje v peroxynitritovy anion).

Fagocyty rozpoznavaji typické struktury na bakteridlnim povrchu, tzv. PAMPs (patho-
gen-associated molecular patterns), jako naptiklad LPS, peptidoglykan nebo flagelin,
za pomoci receptort ptirozené imunity (TLR, CD14 aj.), nebo rozpoznavaji opsonizujici slozky
komplementu a Fc fragmenty protilatek. Po ingesci bakterie se vznikly fagozom okyseluje
a dochazi k jeho fizi s lysozomem. Bakterie jsou pak vystaveny ucinkiim lysozomalnich en-
zymu a produktiim oxidativniho vzplanuti a likvidovany. Dulezitou funkci nékterych fagocytt
(zejm. makrofagi a dendritickych bunék) je prezentace antigenti pohlcenych mikrobti na mole-
kulach MHC-II pomocnym T-lymfocyttm.

3.5.1 Maskovani bakterii a ochrana bakterialniho povrchu.

Nejptirozenéjsi strategii bakteridlniho vetielce je na sebe pokud mozno viibec ,,neupo-
zornovat™ vSudypfitomny imunitni dozor. Jak jiZ bylo feceno, pied aktivaci komplementové
kaskad chrani bunky vlastniho organismu zbytky sialovych kyselin — vaZzou totiz faktor H, re-
gula¢ni molekulu, ktera inaktivuje C3 konvertazu. Haemophilus influenzae dokaze vychytavat
zbytky sialovych kyselin uvolnéné z hostitelskych buné€k a obalovat se jimi. Jiné bakterie pfimo
vazou inhibitory komplementu, k nimZ kromé& faktoru H patii C4BP (protein vazajici C4
slozku) a tzv. protektin. Povrchové proteiny OmpA E. coli, YadA Yersinia enterocolitica, fim-
brie typu IV Neisseria gonorrhoeae a ruzné proteiny streptokokd vazou C4BP, ¢imz
se brani pred depozici C3b, opsonizujici slozky komplementu. Leptospira spp. vaze faktor H.
Borrelia burgdorferi produkuje protein velice podobny protektinu, ktery brani zformovani
MAC. Helicobacter pylori vychytava protektin uvolnény z bun¢k zaludec¢ni sliznice, poskozené
zanétem.
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Inhibice komplementu sialovymi kyselinami je zalozena na faktu, ze mikrobialni povrch
byva obvykle na zbytky této kyseliny chudy. Nekteré bakterie se vSak chrani syntézou kapsuly
s obsahem sialovych kyselin (E. coli K1, Neisseria spp.). Takova kapsula ma nejen regulacni
ucinek na komplement, ale plni fadu dalSich funkci jako jiné typy kapsul. Kapsulou neboli
pouzdrem oznacujeme obvykle polysacharidovy obal tésné pripojeny k bakteridlnimu povrchu.
Volngji asociovanou polysacharidovou matérii produkovanou bakteriemi do okoli nazyvame
sliz nebo biofilm. Prvotadou funkci kapsul je funkce maskovaci a ochranna. Maskuji povrchové
struktury rozpoznavané imunitnim systémem a poskytuji ,,molekuldrni mimikry*, nebot’ kryji
bakterialni povrch ,,nevinné* vyhlizejicimi substancemi, jako jsou jiz zminéné sialové zbytky
nebo kyselina hyaluronova (hlavni slozka kapsul S. pyogenes
a
S. equi ssp. equi nebo Pasteurella multocida typ A), ktera je béZnou slozkou pojivové tkang.
Kapsuly brani nasednuti protilatek a tim aktivaci klasické¢ drahy komplementu a fagocytoze,
stejné tak brani nasednuti MAC a fagocytt ptimo (fagocyt doslova nema bakterii za¢ ,,popad-
nout®). Dtlezitou roli zde hraje také hydrofobicita a negativni naboj kapsuly. Enkapsulované
bakterie zpravidla vykazuji zvySenou virulenci. V kultufe se produkce polysacharidového obalu
projevuje mukozni rastovou fazi. Produkce pouzdra je typickd pro nékteré kmeny
E. coli, Klebsiella spp., Neisseria spp., Pasteurella spp., Bordetella spp., S. pyogenes, S. equi
ssp. equi.

Urc¢itou vyjimku tvoii kapsula Bacillus anthracis, ktera je tvofena polypeptidem (poly-
v-D-glutamat). Pouzdro produkuje také kvasinka Cryptococcus neoformans, ptvodce oportun-
nich infekci CNS. Jeho kapsula z glukuronoxylomananu ma kromé vyse zminénych funkci
1 imunomodulac¢ni efekt, mimo jiné ovliviiuje tvorbu cytokinii, omezuje leukocytarni migraci
a aktivuje supresorové T-lymfocyty.

Pouzdro sice také mutze hrat roli v nespecifické adhezi na povrchy, nicméné sama za-
kryva specializované adhezivni molekuly, takze v urcité fazi infekce mize spise prekazet. Proto
jeji produkce muze byt podle potieby regulovéna.

Podobnou mechanickou ochranu poskytuji také dlouhé fetézce O-polysacharidu
(viz endotoxin). I jim si gramnegativni bakterie mohou drzet MAC ,,dale od téla“.

Nékteré bakterie tvoii na vnéjSim povrchu dalsi monomolekularni vrstvu miiZzovité
usporadaného proteinu (tzv. S layer, surface layer, doslova povrchova vrstva), ktera ma také
vSeobecnou ochrannou funkei, napt. pres nizkym pH, bakteriofagy, ale i riiznymi antibakteri-
alnimi enzymy.

Ke své ochrané mohou bakterie vyuZivat také proteiny extraceluldrni matrix, jimiZ
se doslova zabarikaduji pred molekulami a buitkami imunitniho systému. Stafylokoky kupfi-
kladu produkuji volnou a vazanou koagulazu (tzv. clumping factor), jejichz u¢inkem dochazi
ke srazeni fibrinu kolem bakterie. Fagocyty a dalsi sloZky imunitniho systému se k ni pak prosté
nedostanou. Fibronektinovym ,,plastém* se kryje i pivodce ptvodce syfilidy, Treponema palli-
dum.
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3.5.2 Interference s molekulami imunitniho systému

Mnoho bakteridlnich produktti vaze, pfipadné $t€pi imunoglobuliny, ¢imz interferuji jak
s fagocytdzou, tak s aktivaci klasické drahy komplementu. Protein A S. aureus je vyznamnym
zastupcem skupiny proteintl, kterd vaze Fc fragment IgG. Tim, ze chyta protilatku za ,,Spatny
konec®, blokuje fagocytozu zprostfedkovanou Fc receptorem. Bakterie se tak navic obali pro-
tilitkami jako ochrannym plastém, nebot' jejich Fc fragmenty jsou zablokovany
a nemohou tak plnit svou funkci. Podobné proteiny produkuji i streptokoky.

Jinou moznosti je protilatky nastépit. Streptokoky, stafylokoky, Neisseria spp. nebo
H. influenzae produkuji IgA proteazy nebo jiné typy proteaz, jejichz ucinkem také mlze dojit
k odstépeni nebezpeéného Fc fragmentu, pti¢emz Fab fragment ztistava navazan a kryje epitopy
na povrchu bakterie. Pro takovou maskovaci strategii se v literatufe mizeme setkat s pojmem
,,fabulace®.

Takeé jednotlivé slozky a meziprodukty komplementu mohou byt enzymaticky Stépeny
nebo vazany tak, aby byla blokovana jejich funkce — at’ uz hraji roli chemokinti, opsoninti nebo
jinou. Velice komplexnim uc¢inkem se vyznacuje naptiklad tzv. SCIN — stafylokokovy inhibitor
komplementu. Vaze se ke konvertazam klasické 1 alternativni drahy, blokuje je
a zaroven stabilizuje, ¢imz brani vzniku novych konvertaz. Streptokokovy inhibitor komple-
mentu, SIC, vaze komplementovy komplex v jednom z poslednich kroki kaskady a brani vno-
feni tohoto komplexu do membrany. Paradoxni je, ze streptokoky jsou grampozitivy, takze
vnéjs$i membranu viibec nemaji; da se predpokladat, ze SIC plni jesté dalsi funkce. Zda se,
ze zéarovein inhibuje ucinek lysozymu a B-defenzinu neutrofilli. Formaci finalniho komplexu
brani i protein TraT E. coli — zde je jeho funkce ovSem jasnéjsi. Interferovat s funkci komple-
mentu lze také Géinkem na komplementové receptory. CHIPS (chemotaxis inhibitory protein
of S. aureus) se napiiklad vaze na receptory pro C5a, ¢imz u¢inné omezuje chemotaxi.

Pseudomonady a nékteré streptokoky skupiny A a B produkuji C5a peptidazu, Stépici
— jak nazev napovida — C5a slozku komplementu, tedy vyznamny chemotaktin.

Zvlastni skupinu faktort virulence tvoti protedzy, jeZ mohou $tépit rizné molekuly imu-
nitniho systému a zaroven 1 slozky extraceluldrni matrix — hraji tedy i roli invazint, usnadnuji-
cich Sifeni tkani (tzv. ,,spreading” faktort1). Stafylokinaza a streptokinaza jsou enzymy, které
konvertuji plasminogen na plasmin. Plasmin je protedza i¢inna nejen proti slozkdm pojivové
tkané, ale i komplementu a IgG. Pravé tak funguje i protein Pla Yersinia pestis. Nejen aktivuje
plasmin a koaguldzu thrombin, ale sam také Stépi C3 sloZzku komplementu. Dale do této skupiny
muzeme zatadit PgtE Salmonella Enterica, §tépici C3b, C4b i C5 slozky a aktivujici plasmin,
SpeB Streptococcus pyogenes (Stépi proteiny extracelularni matrix, C3, C3b, 1gG a properdin,
coz je aktivacni protein alternativni drahy) a protedzy (elastaza a alkalicka proteaza) Pseudo-
monas aeruginosa.

Aktivace komplementu ma kaskddovy charakter. Teoreticky by tedy stacilo zasahnout
jediny krok, aby byla zablokovana cela kaskada. Naproti tomu ale vidime, Ze mnohé bakterie
(jmenovité streptokoky a stafylokoky) produkuji celou skalu riznych produkti, které zasahuji
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na vSech moznych urovnich. Vzhledem k slozitosti a provazanosti jednotlivych slozek imunit-
niho systému je takova strategie ziejmé mnohem U¢inné&jsi. Neni vyjimkou, ze jsou tyto faktory
virulence kddovany spole¢né na ostrovech patogenity nebo mobilnich genetickych elementech.

3.5.3 Interference s fagocytézou

Podobné jako komplement i proces fagocytézy miize byt zasazen ve vsech jednotlivych
fazich. Vétsina bakterii se primarné snazi vyhnout se rozpoznéani a pohlceni fagocytem. Inter-
ference s chemotaxi nebo opsonizaci ¢asto souvisi se §t€penim nebo vazanim slozek komple-
mentu nebo protilatek a rizné piiklady uz byly zminény vysSe, podobn¢ jako ochranna funkce
kapsuly a n¢kterych typ LPS.

Jsou 1 bakterie, které se zvoli agresivnéjsi strategii a produkuji toxiny, aktivné poSkozu-
jici bunky imunitniho systému, jako je leukotoxin Mannheimia haemolytica, leukocidin
S. aureus a dalsi typy hemolyzint, exotoxin A P. aeruginosa a Apx toxiny Actinobacillus
pleuropneumoniae. N¢které toxiny maji méné piimocary supresivni efekt — naptiklad pertusis
toxin néjakym zptsobem snizuje produkci chemokint. Také antraxové toxiny, mimo jiné
ucinky, narusuji signalni drahy a inhibuji chemotaxi.

Efektory modifikujici aktinovy cytoskeleton hostitelské buiiky maji vliv na membra-
nové procesy, k nimz patii fagocytdza. Zatimco fakultativné intracelularni bakterie vyuzivaji
tento mechanismus k indukci vlastni internalizace do buriky primarné nefagocytujici (stale zmi-
novana Salmonella spp.), jiné mohou podobnym zpusobem fagocytézu blokovat. Typickym
piikladem jsou proteiny Yop proteiny Yersinia spp., kddované na plasmidu spoleéné s T3SS,
kterym jsou transportovany do bunky. Zptisobuji depolymerizaci aktinu a blokadu fagocytozy.
Zaroven inhibuji NFkB (nuklearni faktor kappa B, diilezity transkrip¢ni faktor), ¢imz zastavuji
dalsi prozanétlivé procesy, a blokuji téz oxidativni vzplanuti.

Kdyz uz je bakterie ,,proti své vuli“ pohlcena, musi se pokusit pfezit ve skute¢né nehos-
tinnych podminkach fagocytu. Nékteré bakterie se vSak adaptovaly natolik, Ze jsou schopny
1 ty nejucinng$i likvidacni prostfedky fagocyti uclinné blokovat nebo modifikovat
a v profesionalnich fagocytech se dokonce i mnozit. K tomuto ucelu jsou s uspéchem vyuzi-
vany zejména makrofagy; neutrofily produkuji vice reaktivnich forem kysliku, kyselinu chlor-
nou a dalsi vysoce toxické formy chléru. Navic je jejich Zivotnost velice kratka.

Je ne€kolik zékladnich strategii, jakymi se bakterie mohou vyhnout likvidaci ve fagocy-
tech. Jednou z nich je inhibice fagolysozomalni fuze. Urcita slozka nebo produkt bakterie mo-
difikuje membranu fagozomu, takZe nemuze dojit ke splynuti s lysozomem a uvolnéni lysozo-
malnich enzymi. Napfiiklad Brucella spp. v odpovéd’ na okyseleni fagozomu spousti expresi
T4SS, transportuje efektory pres sténu fagozomu, blokuje fiizi a maturaci fagozomu, ¢imz brani
dal$imu okyseleni. Vznikd modifikovany fagozom neboli brucelozom. Pfed oxidativnim vzpla-
nutim ji potom chrani fada detoxika¢nich mechanismi. Podobné brani fuzi lipoarabinomanan
a dalsi slozky bunéénych stén mykobakterii, VapA lipoprotein bunécné stény Rhodococcus
equi a komponenty elementarnich télisek chlamydii. Stejnou strategii vyuziva
i Legionella pneumophila.
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Salmonella spp. vyuziva modifikaci fagolysozomu. Exprese T3SS a efektorti na SPI-2
a jimi indukované zmény cytoskeletu vedou ke smrsténi vakuoly a jejimu pfemisténi
do blizkosti Golgiho aparatu.

Radg¢ bakterii, jako je Rickettsia spp., Listeria spp., Francisella tularensis, Clostridium
piliforme, Lawsonia intracellularia a Shigella spp., umoznuje $t€peni membrany fagosomu
jesté pred fuzi unik do cytoplasmy. Tyto bakterie produkuji enzymy a toxiny rtizného charak-
teru, jako je fosfolipaza D a hemolyzin C u Rickettsia spp., listeriolyzin O a fosfolipaza C

u Listeria spp.

I kdyz dojde k fagolysozomalni fazi, okyseleni a respiratornimu vzplanuti, neznamena
to jesté definitivni vitézstvi fagocytu — bakterie mohou byt vybaveny faktory zajiStujicimi
do jisté miry odolnost viic¢i témto mechanismim. Napiiklad extrémné silna, voskovita bunééna
sténa mykobakterii je znacné rezistentni viici nizkému pH a lysozomalnim enzymm. Obligatné
intracelularni bakterie Coxiella burnetti nejen Ze odolava velmi nizkému pH, ale dokonce
si v ném — jak se zda — docela libuje. Riizné enzymy a antioxida¢ni mechanismy mohou snizo-
vat u¢innost produkti metabolického vzplanuti. Mykobakteria produku;ji katalazu, superoxid-
dissmutazu a arylhydroxyperoxidazu, kter¢  pasobi  protektivné dokonce
I v aktivovanych makrofazich. Také S. aureus produkuje dva typy superoxiddismutizy —
SodA a SodM, a krom¢ toho také pigmenty, jez plisobi jako antioxidanty.

3.5.4 Interference s adaptivni imunitni odpovédi

Adaptivni imunitni odpoveéd’ predstavuje zpiisob, jakym se hostitelsky organismus vy-
rovnava s obrovskou genetickou variabilitou mikroorganismd, je cilena a velmi uc€inna. Jednim
zpusobem, jak se mohou mikroorganismy branit adaptivni odpovédi, je tzv. antigenni variace.
Antigenni variace v pravém slova smyslu, totiz Ze se hlavni antigenni determinanty na povrchu
periodicky méni, jako je to zndmo napt. u Trypanosoma spp., u bakterii neni bézna. Urcitou
vyjimku  pfedstavuji  pavodci  navratnych  horecek a tyfa  Borrelia  spp.
(B. recurrentis, B. crocidurae, B. hermsii). Mnohocetné kopie hlavniho variabilniho proteinu
(Vmp) jsou kddovany linedrnim plazmidem. Pfeskupovani DNA vede k periodickému stiidani
exprese ruznych variant hlavniho proteinu. KdyZ se objevi nova antigenni varianta, bakterie
se znovu vyplavi do krve a zptisobi relaps klinickych ptiznakli — hore¢naty zachvat, dokud ji
nov¢ vytvorené protilatky nedonuti opét se schovat. Také Neisseria gonorrhoeae koduje fadu
typt pilinu, pti¢emz vzdy jen jeden je aktivné exprimovan. Koduje jeden pilE lokus, ktery je
exprimovan, a mnoho tichych variant pilS, které jsou roztrouseny v genomu. Rekombinaza
RecA zajistuje pfemisténi tiché kopie do exprimovaného lokusu. Exprimovana varianta pilinu
ovliviiuje jak imunoreaktivitu, tak i adhezivni vlastnosti.

Mnohem c¢astéji se u bakterii setkdvame mnohocetnymi antigennimi variantami — séro-
typy — v ramci druhu. Je to strategie vyhodna z hlediska celé populace, protoZe imunita proti
jednomu sérotypu stale umoznuje uplatnéni sérotypt jinych. Velkym mnoZstvim sérotypu se
vyznacuje nekteré druhy gramnegativnich (Salmonella spp., E. coli, Neisseria spp. aj.)
i grampozitivnich bakterii (napf. streptokoky). Variabilitu bakteridlni populace zvysuje také
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schopnost tzv. fazové variace, znama u salmonel, které jsou obvykle schopné ,,pfepnout™ mezi
dvéma variantami bi¢ikového proteinu (H antigenu).

V souvislosti s adaptivni imunitou je na misté¢ zminit také superantigeny (podrobné&ji
Vv kapitole o toxinech), které vyvolavaji masivni nespecifickou stimulaci T-lymfocytt a boufli-
vou imunitni reakci. Smysl této bakteridlni strategie, zndmé napt. u pyrogennich streptokokt
nebo S. aureus, neni zcela jasny. Jednim z moznych vysvétleni je, Ze se takovou stimulaci imu-
nitni systém zcela neefektivné vycerpa, aniz by mohl specificky zasahnout proti danému pato-
genu.

Imunomodulace. Adaptivni imunitni odpovéd’ proti extracelularnim a intracelularnim
bakteriim vykazuje zasadni odliSnosti; zatimco protilatky jsou u¢inné piedevsim proti extrace-
lularnim patogentim, v obrané proti intracelularnim patogentim ma hlavni slovo buné¢na odpo-
véd’. Rozhodujicim momentem ve smérovani imunitni odpovédi je prezentace antigenu. Mak-
rofagy a dendritické buiiky vystavuji antigeny tzv. exogenni cestou na molekule MHC-II po-
mocnym CD4 T-lymfocytiim. Podle okolnosti (vlivem odlisnych cytokini) dochazi k jejich di-
ferenciaci na Th1 nebo Th2 populaci, které se také 1isi predevsim produkci odlisnych cytokinii.
Zatimco Thl vznikaji pod vlivem IL-12 z makrofagti a NK-bun¢k a produkuji opét IL12 a IFN-
v, které aktivuji celularni odpovéd’, Th2 s rozhodujicim vlivem IL-4 sméruji odpovéd’ k preva-
zujici produkei protilatek. IFN-y indukuje v makrofazich aktivitu NO-syntdzy, zvySuje jejich
schopnost okyselovat fagozom. Pro intracelularni bakterie je tedy zcela zasadni rozdil, zda se
budou potykat s aktivovanymi makrofagy, jez zvysuji svou likvidacni efektivitu na maximum,
nebo s makrofagy pod tlumivym vlivem IL-4, které mohou poskytovat docela ptijemny ukryt.
Pro bakterie piezivajici dlouhodob¢ v makrofazich, jako jsou mykobakteria, brucely nebo napft.
Rhodococcus equi, by proto bylo maximalné vyhodné ovlivnit smérovani imunitni odpovédi
ve prospéch Th2. V piipadé Mycobacterium leprae, ptivodce malomocenstvi znamého uz
Z Bible, je zavazna, tzv. lepromatézni forma onemocnéni s difiznimi 1ézemi spojena s pieva-
zujici neefektivni Th2 odpoveédi. Naopak tuberkul6zni forma, pti niz vznikaji ohrani¢ené uzlo-
vité 1éze, je vyrazem schopnosti organismu reagovat u¢innou bunéénou odpovédi. Neni vsak
jasné, zda je to prosté diisledek chybné reakce imunitniho systému nebo zda jsou piivodci samy
schopni do urcité miry ovliviiovat cytokinovou produkci. Je v§ak zndmo, Ze lipoarabinomanan
a dal$i komponenty bunécné stény mykobakterii snizuji exprest MHC-II, antigenni prezentaci
a tim 1 produkci IFN-y.
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3.6 Interakce bakterii s hostitelskou burikou

3.6.1 Intracelularni zpisob Zivota

Patogenni bakterie mtizeme podle jejich schopnosti vzajemné interakce s eukaryotic-
kymi buitkami hostitele rozdélit do tfi kategorii.

1. Extracelularni
2. Fakultativné intracelularni
3. Obligatn¢ intracelularni

Extracelularné patogenni bakterie po vstupu do organismu hostitele nepronikaji do
jeho bunék a misto toho se uchyti v mezibunééném prostoru tkani (streptokoky, stafylokoky)
nebo se vazi (adheruji) na slizni¢ni povrchy, jako napf. enterotoxinogenni kmeny E. coli. One-
mocnéni tedy vyvolaji mnoZenim na sliznicich, v té€lnich tekutinach nebo v pojivové tkani. Ta-
kové bakterie miiZeme nazvat neinvezivni, ptesto se pifilezitostné zjiStuji v profesionélnich fa-
gocytujicich bunikach, které jsou soucasti ptirozenych obrannych mechanismu hostitele. Ex-
tracelularné patogenni bakterie poSkozuji hostitele produkci u€innych toxini nebo enzymu a
vyuzivaji rizné faktory virulence, kterymi se snazi vyhnout obrannym mechanismtim hostitele.
Typickym piikladem infekci vyvolanych témito bakteriemi jsou infekce ran, mocové infekce,
zanéty okostice (osteomyelitidy), zanéty zevniho zvukovodu, nékteré formy pneumonii a dalsi.
Z veterinarn¢ vyznamnych druht do této skupiny patii nap¥. Bacillus anthracis, enterotoxino-
genni kmeny Escherichia coli, hemofily, patogenni mykoplazmata, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus egiu subsp. equi, Bordetella bronchiseptica aj.

Intracelularné patogenni bakterie se rozdéluji na obligatné a fakultativné intrace-
lularni bakterie podle schopnosti (fakultativné i. b.) nebo neschopnosti (obligatn¢ i. b.) mnozit
se mimo eukaryotické bunky. Fakultativné intracelularné bakterie prinikem do bunék hos-
titele ziskavaji selektivni vyhodu uniku pied jeho humoralnimi protilatkami. Uvnitt eukaryo-
tickych bunék jsou chranény zvlastnimi mechanismy pted ptisobenim lysozomalnich enzym.
Jako fakultativné intracelularni bakterie maji schopnost mnozit se jak uvnitf bunck, tak i mimo
né. Naptiklad salmonely, po inicialni invazi enterocyt, mohou pronikat zpét ze sliznice do
lumina stfeva nebo do Zlu€ového méchyie, coz je zasadni pfedpoklad pro jejich vylu€ovani
Z hostitele a tim docileni nasledného §iteni infekce na dalsi hostitele. Extracelularni faze infekci
vyvolanych fakultativné intracelularnimi bakteriemi miiZze byt u oslabenych hostiteld kritickym
zlomem v prubéhu téchto infekei a mize vést az k sepsi a nasledné smrti hostitele.

Mezi fakultativné intracelularni patogeny patii vedle salmonel také Listeria monocyto-
genes, Fracisella tularensis, Brucella spp., Legionella pneumophila, patogenni mykobakteria,
nokardie, Rhodococcus equi, patogenni yersinie.

Obligatné intracelularni bakterie jsou neschopné, podobné jako Zivo€isné viry, mno-
zit se mimo bunky hostitele. Zvlastni podskupinou téchto bakterii jsou chlamydie, které nemaji
vlastni energeticky metabolismus a vyuzivaji ATP a dals$i meziprodukty z buné€k hostitele pro
svij rast a déleni. Chlamydie vstupuji do buiiky mechanismem oznac¢enym ,,zipper* jako ele-
mentarni téliska a v lysozomu dochézi k jejich déleni a vyzravani v retikularni téliska. To vse
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se d¢je za spoluucasti efektorovych molekul chlamydii a hostitelské bunky v tésném kontaktu
S bunénymi organelami (Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, mitochondrie). V ko-
necné fazi vyvojového cyklu jsou elementarni téliska z buiiky uvolnéna a mohou vstoupit do
dalsich bunék hostitele nebo byt vyloucena z organismu a infikovat tak dalsi hostitele. Podobny
cyklus prodélava paivodce Q horedky Coxiella burnetii. Radime sem i dalsi patogeny z rodd
Rickettsia, Anaplasma a Ehrlichia. S vyjimkou chlamydii jsou tyto bakterie pfenaSeny krev sa-
jicimi €lenoveci.

Na obrazku ¢. 7 jsou schematicky znazornény mechanismy endocytozy a zptsob pie-
zivani riznych druhii intracelularnich bakterii ve vakuolach a cytosolu buné€k hostitele. Je tfeba
rozlisit vstup bakterii do profesionalnich fagocytujicich bun¢k (makrofagy) a bunék vystelky
sliznic, které plni tlohu ptirozené obrany pied vstupem bakterii do hostitele. Do makrofagt
se bakterie, a to nejen ty intracelularné patogenni, dostavaji fagocytézou. V makrofazich mohou
nékteré druhy intracelularnich bakterii prezivat ve vakuolach (Mycobacterium spp.), piipadné
se tam i mnozit (Legionella pneumophila). Obligatné intracelularni bakterie, jako jsou
chlamydie a Coxiella burnetii, pfezivaji a mnozi se v epitelialnich buiikach, a to ve vakuolach,
které se vyvinuly z ptivodniho lysozomu. Jak je ze schématického obrazku ziejmé, tak samotny
vstup do epitelidlnich bunék ma nékolik odlisnych mechanismt (zipper, trigger, invasom
a jiné), kdy jsou do internalizace bakterialni bunky zapojeny povrchové proteiny bakterie spo-
le¢né s proteiny hostitelské bunky. Pfitom jsou vyuzity signalni drahy v obou zucastnénych
bunkach, v¢etné sekre¢nich systémi bakterii podrobné popsanych v kapitole 3.4.4. Cely proces
vstupu je provazen piestavbou cytoplazmatické membrany a kostry (cytoskeletu) burky. V ta-
bulce ¢. 3 je uveden pichled fakultativné a obligatné intracelularnich bakterii s jejich specific-
kymi znaky s uvedenim onemocnéni, cilovych buné¢k, lokalizace bakterii v hostitelské bunce
a klicovych faktori zapojenych do signalnich drah celého procesu endocytozy.

Mechanismus ,trigger”

Mechanismus ,zipper” Neznamy mechanismus

X Salmonella
‘ @ enterica

® ..
o Ve &= r 4
%y, ° '
%jmgeﬂa spp. & © ¢
‘ @ Invasom
Listeria monocytogenes @ Brucella
Fagocytéza \ ~a ‘8 abortus© @
- ~ Coxiella burnetii

\ Mycobacterium bovis @ @
s — > @ Endoplazmatické retikulum

Bartonella hensellae
Legionella pneumophila

Profesionalni fagocytujici burika Epitelialni burika
(makrofag)

Obrazek 7 Zakladni mechanismy vstupu intracelularné patogennich bakterii do bunék hostitele a jejich in-
tracelularni prezivani
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Tabulka 3 Prehled fakultativné a obligatné intracelularnich bakterii s jejich specifickymi znaky. Upraveno

dle Price et Vance, 2014.

Salmonella spp.

Gastroenteritida,

M buiiky, makro-

fagolysozom

Bakterie Onemocnéni Buiiky Kompartment | Kli¢ové faktory
I . Infekce moco- Prechodny epitel,
Escherichiacoli | o} est, menin- | endotel mozko- | Endozom CNF 1, CNF 2 aj.
(EXPEC) 7. h O
gitidy, sepse vych cév aj.
Enterocyty, Modifikovany

T3SS,

fagy

septikémie fagy (SCV) proteiny Sip, Sop
Gastroenteritida, , Fagozom (in-
Yersinia spp. stievni lymfade- ﬁaéigliagy’ dukce apoptozy Tr?’O?Si,n Yo
nitida, septikémie Y a unik z bunky) P y Yop
. . Enterocyty, T3SS,
Shigella spp. Kolitida M buiiky Cytoplazma proteiny Ipa
, Modifikovany
Brucella spp. Bruceloza Makrofagy, pla- fagozom (bru- | T4SS
centarni bunky
celozom)
Burkholderia o , .
mallei, Vozhtivka, ]\./[,ak,mfavgy’ epite- Cytoplazma T3SS, T4SS?
. melioidoza lialni bunky
B. pseudomallei
Francesella tu- e Makrofagy, epite- "
larensis Tularémie lilni bufiky Cytoplazma ? produkty FPI
Kasedzni lym-
Corynebacterium fadenitida, ulce- , e
pseudotuberculosis | rativni lymfangi- Makrofagy Fagozom Povrchové lipidy
tida
Enterocyty, . .,
Listeria spp. Listerioza M buriky, dendri- | Cytoplazma Icteﬁ?;lé%’l fcz)isnfo(l)l paza
tické buiiky : y
.| Pyogranuloma- . Povrchové lipidy,
Rhodococcus equi tozni pneumonie Makrofagy Fagozom LAM., protein VapA
. Pyogranuloma- , Mykolové kyseliny a
Nocardia spp. tbzni 16ze Makrofagy Fagozom iiné lipidy BS
. , T7SS, mykolové ky-
Mycobacterium | Tuberkuléza, my- | \p. 1 eio Fagozom seliny, LAM a jiné
spp. kobakteridzy soudasti BS
.. lleitida (prolife- o
Lawsonia intra rativni enteropa- | Enterocyty Apikélni cyto- | pqq
cellularis tie) plazma
Infekce riznych
Chlamydia spp.* organovych sou- | Epitelialni buitkky | ,,Inkluze* T3SS
stav
Coxiella burnetti* | Q horecka Makrofagy Fagolysozom T4SS
Rickettsia spp.* Horecky a tyfy Endotel, makro- Cytoplazma T4SS aj.

Vysvétlivky: * obligatné intracelularni bakterie, EXPEC — extraintestinalni patogenni E. coli; CNF — cytotoxicky
nekrotizujici faktor; T3SS — sekrecni systém typu III; T4SS — sekrecni systém typu IV; T7SS — sekre¢ni systém
typu VII; FPI — Francisella pathogenicity island; LAM — lipoarabinomanan; BS — bunééna sténa
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3.6.2 Perzistentni infekce

Zakladni schéma pribéhu infekce — od priniku patogenu do organismu pies jeho po-
mnozeni na predilekénich mistech a vylu¢ovani — konc¢i eliminaci patogenu, v hor§im ptipadé
smrti makroorganismu. Akutni stadium infekce odrazi prvotni stiet infek¢éniho agens s obran-
nymi mechanismy hostitele, kdy se rozhoduje, ,.kdo s koho*. Nékdy vsak po tomto stadiu k roz-
hodnuti nedojde a nastava jakysi rovnovazny stav, kdy je imunitni systém stimulovan jen ome-
zen¢ a patogen neni eliminovan — perzistuje v organismu, aniz by zptsoboval vyrazné&jsi kli-
nické projevy. Klid zbrani je jen zdanlivy; pod povrchem zuii tichd valka mezi imunitnim sys-
témem a mikroorganismy. Jejim projevem muze byt nendpadné postupujici chronicky zanét
nebo obc¢asné vzplanuti akutnich klinickych ptiznakid. Makroorganismus byva v defenzivni po-
zici; snazi se udrzet infekéni agens v urcitych mezich. Dojde-li v disledku oslabeni imunitniho
systému nebo jinych okolnosti k rozhoteni konfliktu, tedy reaktivaci infekce, vysledek miize
byt fatalni; bakterie tak zaroven piijdou o hostitele. Zda se, Ze perzistentni infekce neni jen
nahodnym zjevem, danym momentalni rovnovahou sil, ale je soucasti specifické strategie urci-
tého patogenu.

Bakterie mohou pro pfezivani v organismu vyuzivat riizné niky. V zdsad¢ je mizeme
rozdélit na tfi skupiny: a) bakterie perzistujici na sliznicich, b) bakterie perzistujici v tkanich
extracelularné a c) bakterie perzistujici v tkénich intracelularné, predevsim v makrofazich.

3.6.2.1 Perzistence na sliznicich

Kiize a sliznice komunikujici s vnéj$im prostiedim jsou ptirozené kolonizovany bakte-
riemi, které také neustale interaguji s imunitnim systémem a nejruznéjSim zptsobem ovliviiuji
funkce hostitelského organismu. O perzistentni infekci vSak mluvime, teprve pokud bakterie
osidluji mista pfirozené sterilni nebo pokud v dusledku jejich ptisobeni dochazi k dlouhodo-
bému poskozovani organismu. Piikladem bakterie, kterd perzistuje na sliznici, a to dokonce
ve velmi drsném prostiedi zaludku, je Helicobacter pylori. Nejen Ze se nenechava odradit ky-
selym pH, ale zptisobuje Casto celozivotni infekci, projevujici se chronickou gastritidou se zvy-
Senym rizikem vzniku zaludec¢nich viedl a malignit, jako je gastricky adenokarcinom nebo
lymfom. Helicobacter je vybaven specifickymi adheziny (BabA, SabA), uredazou, ktera pomaha
udrzet priznivé pH uvniti bakterie, a dale produkuje dva toxiny — VacA (vakuolizujici auto-
transportér) a CagA (spolu s T4SS). CagA vyvolava zanét, ktery nevede k eliminaci mikroba;
naopak bakterie vaze protektin, uvoliiovany z poSkozenych bunék, a jsou dikazy, ze také inva-
duje buiiky gastrické sliznice a travi aspon urcitou fazi zZivota intracelularné, skryta pted imu-
nitnim systémem. Usp&sna kolonizace zavisi na schopnosti vazat Zelezo, které je v daném pro-
stfedi té¢Zko dostupné. Jak je vidét, k usp&$né infekci je nutna souhra velkého mnoZstvi faktort
virulence ze vSech moznych skupin.

Uropatogenni kmeny E. coli maji schopnost perzistovat na sliznici, pfesnéji feceno
ve sliznici mocovych cest. Invaduji buniky v hlubSich vrstvach pfechodného epitelu, v nichz
vytvareji komunity podobné biofilmu, které mohou perzistovat po mésice a byt zdrojem reku-
rentnich infekci. I zde hraji zasadni role specifické adheziny, toxiny, hrajici roli v internalizaci
do bungk, a velké mnozstvi molekul vazajicich Zelezo. Je mozné, Ze bakterie také né¢jakym
zpiisobem ovlivituji pfirozené dozravani a odlupovani epitelidlnich bunék.
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3.6.2.2 Extracelularni perzistence

Nekteré notoricky znamé druhy spirochet jako Treponema spp. nebo Borellia spp. per-
zistuji ziejmé extracelularné, ale ve vnitinim prostiedi. Musi tedy Celit intenzivnimu tlaku imu-
nitnich mechanismi. Tento typ perzistence je proto zalozen piedevsim na riiznych strategiich
uniku pfed imunitnim systémem. Bakterie tvoii ,,molekularni mimikry*, naptiklad povrchové
proteiny, které vazou fibronektin. Ten pak vytvari kolem bakterie plast’ ze zdanlivé nevinné
bilkoviny. Také mohou vazat faktor H a jiné inhibitory komplementu. Borrelie, které jsou pti-
vodci navratnych horecek a tyfu (napt. B. hermsii, B. crocidurae, B. recurrentis), jsou schopny
antigenni variace. To jim umoziuje periodické vyplavovani do krve, na némz zavisi jejich pie-
nos krev sajicim hmyzem. Tzv. Vmp (variable major protein) je kddovan mnohocetnymi geny
na linearnim plazmidu, jejichZ exprese se periodicky méni diky translokaci téchto sekvenci
stfidavé na misto, kde dochazi k expresi. Také T. pallidum, piivodce syfilidy, vyuziva antigenni
variace a perzistuje v celé fadé tkani. Spirochety se s oblibou usazuji na imunologicky privile-
govanych mistech, kam imunitni systém tolik nezasahuje — napf. v Kkloubech
a CNS (B. burgdorferi, pavodce lymeské borelidzy) nebo v ledvinach (leptospiry). Poskozeni
tkani vznika, jak se zda, spiSe disledkem imunitni odpovédi nez piimym plisobenim bakterii.
Shriime si tedy, ze zédkladnimi mechanismy tohoto typu perzistence je tedy predevsim nizka
imunogenita mikrobialniho povrchu a molekularni mimikry, rizna schopnost antigenni variace
a skryvani se na imunologicky privilegovanych mistech.

3.6.2.3 Intraceluldarni perzistence

Rada , tradi¢nich® ptivodcti perzistentnich infekei, jako je napiiklad tuberkuldza, bru-
celoza, salmonelové infekce s dlouhodobym nosic¢stvim a piirozené také infekce obligatné in-
tracelularnimi bakteriemi (chlamydie, rickettsie aj.), vyuzivaji intracelularni prostiedi. Oblibe-
nym cilem jsou zejména makrofagy. Perzistence v téchto ptipadech zavisi na schopnosti inva-
dovat makrofagy a modifikovat jejich prostfedi, aby poskytovalo ptiznivy ukryt pred imunitnim
systémem a zaroven 1 vyhodny dopravni prostiedek. Bakterie zpravidla brani maturaci fago-
somu a indukuji jeho pfeménu na specifickou vakuolu, v niz ptezivaji (napf. tzv. brucelozom
nebo SCV, salmonela containing vacuole). V jinych pfipadech unikaji do cytosolu (Rickettsia

spp.).

Perzistentni salmonelova infekce zpravidla nehrozi pfi gastroenteritid¢; byva nasledkem
systémové infekce (u Clovéka zpisobovana zejména S. Typhi, S. Typhimurium pak casto
u ptaka ¢i hlodavcel). Salmonela invaduje M buiiky nad Peyerovymi plaky stfeva a hloubé&ji
dendritické bunky a makrofagy, které ji transportuji do mezenterialnich miznich uzlin a jinych
organt (slezina, jatra, kostni dfenl). Infikované makrofagy ziistavaji v dané tkani a salmonely
se z tohoto rezervoaru piilezitostné uvoliiuji a vylucuji se z organismu. Infikovany jedinec tak
predstavuje dlouhodoby zdroj infekce. Nepiijemné se o tom piesvédcily rodiny, které zameést-
naly ,,Tyfovou Mary* ve své kuchyni.
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Jiny patogen mimotfadného vyznamu ve veterinarni, ale i humanni medicing, ktery la-
tentné infikuje makrofagy, je Brucella spp. V prvnim stadiu dochazi k invazi makrofagt v re-
gionalnich miznich uzlinach. Brucelova infekce je dlouhodoba a charakterizuje ji stfidani ak-
tivni a latentni faze. Aktivni infekei stimuluji fyziologické zmény (gravidita). V této fazi do-
chézi k bakteriémii a mnozeni v predilek¢nich organech. Tim je pfedevsim gravidni uterus, coz
souvisi s Koncentraci ristového faktoru erythritolu, ktery brucely prednostné metabolizuji. Te-
prve tehdy je stimulovan imunitni systém a tvofi se protilatky. Jakmile se objevi, brucely
se opét ukryvaji, a tentokrat jsou jejich oblibenou destinaci supramamarni mizni uzliny — tak
totiz mohou byt vyluCovany mlékem, coZz predstavuje znacné riziko 1 pro clovéka. Zda se,
ze v obou fazich ma jako faktor virulence velky vyznam O polysacharid. V dobg, kdy jsou bak-
terie extracelularng, brani opsonizaci a komplementové lyze. Pouze neopsonizované bakterie
se uspésné internalizuji do makrofagi a indukuji vznik brucelozomu tc¢inkem efektorti T4SS.

Pfimo prototypickym piikladem pomalu postupujicich perzistentnich infekci s dlouhou
asymptomatickou fazi jsou mykobakteridlni infekce. Extrémné silna voskovita sténa chrani my-
kobakteria pted neptiznivymi vlivy prostredi véetné nizkého pH, zaroven vsak ztéZuje prostup

vvvvv

fagozomu a ovliviiuji jeho funkce.

Pfi primarni infekci M. tuberculosis (poslouzi za modelovy piiklad, protoze je zdaleka
nejprostudovanéjsi) dochazi u drtivé vétSiny jedinct k ispéSnému ohraniceni infekce imunit-
nim systémem. Jen u imunokompromitovanych jedincti, napf. novorozencu, hrozi disemino-
vana, tzv. milidrni tuberkuldza, rychla a fatdlni. Imunitni systém zpravidla omezi infekci
V misté primarné infikovaného organti (v ptipad¢ lidské, ale 1 bovinni tuberkul6zy nejcastéji
plice; u prasat a ptaki spise sttevo), nedosahne vSak eliminace pivodce a nasleduje faze latence,
charakteristickd neptitomnosti klinickych ptiznaki, ale detekovatelnou imunitni reakci (pozi-
tivni tuberkulinovy test). Po rizné dlouhé dob¢ (mésice az roky) dochazi — zpravidla disledkem
oslabeni imunitniho systému — K reaktivaci infekce. Bakterie se mnozZi a §ifi do dal$ich tkani.

V misté primarniho ,,stietu, tedy interakce mykobakterii s makrofagy, jsou produko-
vany cytokinové signaly, lakajici a stimulujici imunitni i jiné bunky — T a B-lymfocyty, poji-
vové bunky aj. Mykobakteria jsou pohlcovana makrofagy (fagocytoza zprostiedkovana recep-
torem), brani maturaci fagozomu a fagolysozomadlni fizi a indukuji vznik vakuol s pfiznivym
pH. Th-lymfocyty v§ak produkuji IFNy, ktery vyrazné stimuluje schopnost makrofagu likvido-
vat mykobakteria. Obnovuje schopnost okyseleni a aktivuji inducibilni NO syntazu, produku-
jici reaktivni dusikové intermediaty. Ani mykobakteria nejsou schopna ptezivat v takto aktivo-
vanych makrofazich. Zda se, Ze aktivné snizuji expresi MHC-II a ovliviiuji prezentaci antigenti
tak, aby na infikované bunky co nejméné upozoriovaly T-lymfocyty. Zaroven je produkce riz-
nych enzymil (methioninsulfoxidreduktaza, alkylhydroperoxidreduktaza, superoxiddismutéza,
kataldza) chrani pfed toxickymi u€inky produkti metabolického vzplanuti. Ne vSechny bakterie
jsou stejné€ uspeésné, a tak v granulomu nachazime jak neaktivované makrofagy s Zivymi my-
kobakterii, mykobakteria uvolnéna extracelularn¢ i aktivované makrofagy s bakteriemi jiz us-
mrcenymi. Ty se organizuji zejména na periferii granulomu spolu s velkymi mnohojadernymi
bunikami. Neustavajici cytokinové signaly pfitahuji do mista infekce nové imunitni a pojivové
bunky, dochézi k jeho opouzdieni a formaci typického granulomu. Takto mize byt infekce dr-
zena ,,na uzd¢* po velmi dlouhou dobu. O tom, jak se vlastné chovaji mykobakteria uvnitf
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makrofagli béhem latentni faze — o jejich metabolické a replikacni aktivité — se vi velmi malo.
Jakékoli naruseni funkce imunitniho systému, napi. deplece CD4-T-lymfocyti disledkem re-
trovirové infekce, vede ke snizeni aktivace makrofagii, mnozeni mykobakterii a prolomeni ba-
riéry granulomu. Zajimavé je, ze v udrzeni integrity granulomu se zd4 hrat klicovou roli proza-
nétlivy cytokin TNF. SniZeni jeho koncentrace je nasledovano rozvolnénim bunék tvoticich
sténu granulomu a reaktivaci infekce.

Miuzeme tedy shrnout, ze podstatou mykobakteridlni perzistence je 1) invaze makro-
fagt, 2) inhibice maturace fagozomu a fagolysozomalni fuze, 3) rezistence k produktim meta-
bolického vzplanuti a 4) interference s prezentaci antigentl, coz vede k omezeni aktivace mak-
rofagt.
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3.7 DalSi faktory souvisejici s virulenci

3.7.1 Regulace exprese faktori virulence

Tvorba riiznych faktord virulence, kterymi je bakteridlni patogen vybaven, je energe-
ticky naro¢ny proces. Bakterie si nemohou dovolit produkovat naraz vS§echny mozné proteiny,
které koduji, jen tak ,,pro vSechny ptipady*. Urcité faktory nachazeji uplatnéni jen v uritém
prostiedi nebo v urcité fazi infekce, jindy mohou byt dokonce na obtiz. Proto musi jejich ex-
prese podléhat regula¢nim systémtm, které zajisti, Ze se zddouci geny zapnou praveé ve spravny
okamzik. Bakterie se nepohybuji v prostiedi jen tak naslepo. Naopak musi velice citlivé moni-
torovat okolni podminky a reagovat na kazdou zménu. Regulacni systémy jsou jakousi nervo-
vou soustavou bakterii, kterd na zaklad¢ vnéjSich impulsi chemické a fyzikalni povahy (pH,
teplota, dostupnost Zivin, koncentrace ionti ¢i kysliku) méni genovou expresi a tim
i chovani bakterie. Tak napiiklad Yersinia spp. vykazuje pohyblivost pouze pii teploté kolem
22°C; naopak pii teploté téla tvoti T3SS a dalsi faktory virulence. Také pii tvorbé biofilmu
Vv urcité fazi bakterie prestavaji tvofit nepotiebné bic¢iky a produkuji exopolysacharid. Rtzné
regulacni systémy vytvareji slozité provazanou sit’, takze jeden operon podléha Casto vlivu vice
systému a naopak jeden systém ovliviiuje fadu riznych gent.

Regulaéni systémy muzeme cClenit do nékolika zakladnich skupin. Jednu z nejzndm¢;j-
Sich predstavuji tzv. dvoukomponentové systémy. Sestavaji ze dvou slozek: senzoru a regula-
toru. Senzor mé extracelularni doménu, ktera urcitym zptisobem vnima podminky vnéjsiho pro-
stiedi, a intracelularni doménu, kterd funguje jako histidinkinaza, tedy enzym, ktery v odpoveéd’
na dany signal fosforyluje a tim aktivuje regulator. Ten potom ovliviiuje — inhibuje nebo akti-
vuje — transkripci ur¢itého genu. Dvoukomponentové systémy se Casto uplatiuji v regulaci vi-
rulence u znamych patogenti. Tak napfiklad systém PhoP/PhoQ blokuje tvorbu fady faktora
virulence (mimo  jiné produkty) u pfibuznych  bakterii ~ Salmonella  spp.
a E. coli, nachazi-li se bakterie ve vné&jsim prostiedi. Pfi vstupu do buriky aktivuje produkty
potfebné pro intraceluldrni pfezivani a naopak potlaci ty, které se uplatiiuji v inicidlnim stadiu
invaze. GacS/GacA Pseudomonas aeruginosa spousti geny zajist'ujici prechod z plaktonni
formy ve formu sesilni pfi tvorbé biofilmu.

Skupina transkrip¢niho regulatoru AraC. Tento nepfili§ zvuény nazev oznacuje re-
gulacni proteiny se specifickym strukturnim motivem, kterym se vdzou na DNA. Schopnost
vazby je pravdépodobné ovlivnéna teplotou. Jsou pojmenovany podle proteinu AraC E. coli,
jenz reguluje metabolismus arabindzy. Do této skupiny patii naptiklad LcrF Yersinia spp., za-
Jistujici expresi proteinli Yop — dilezitych faktort virulence, modifikujicich funkce makrofagi
— pfi télesné teploté 37°C.

Jinym proteinem, ktery se za urcitych podminek vaze k DNA, je Fur, regulator geni
ovliviiyjicich metabolismus Zeleza. Je-1i zelezo pfitomno v dostupné formé, Fur je schopen
se vazat a blokovat genovou transkripci. Zelezo je dilezitym riistovym faktorem, a piestoze

62



se nejedna o faktor virulence Vv pravém slova smyslu, efektivni vyuzivani tohoto prvku z pro-
stfedi je vyznamnym znakem patogentl.

Genovou transkripci ovliviiuje také stupeni nadSroubovicového vinuti DNA. | to
se mize ménit v zavislosti na vnéj$ich podminkach, zejména teploté. Je znamo, ze stupen svi-
nuti ovliviiuje tvorbu riiznych typt adhezind a invazint u fady patogenti.

Alternativni ¢ (sigma) faktory. Tzv. o faktory se uplatiiuji v iniciaci genové tran-
skripce, zajist'uji vazbu RNA polymerazy k promotorim. Bakterie jsou zpravidla vybaveny ta-
dou riznych o faktorti, jednim hlavnim, ktery zajist'uje transkripci zakladnich, zivotné dilezi-
tych gent, a nékolika alternativnimi. Ty se uplatiiuji v reakci na rizné zmény podminek — napf.
teplotni stres, nedostatek Zeleza nebo hladovéni — a spoustéji expresi produkti potiebnych v da-
nych podminkéch. o faktory jsou navic inhibovany anti-c faktory a dokonce jsou znamy i anti-
anti-o faktory, coz jen dokazuje, jak jsou regula¢ni mechanismy bakterii mimofadné subtilni.

Quorum sensing. Ani bakterie nemohou zit kazda sama pro sebe. Vytvareji spolecen-
stvi, jehoz ¢innost musi byt fizena prave tak jako lidska spole¢nost. Bakterialni bunky pracuji
na spole¢ném dile a asocidlni chovani neni tolerovano. Je ziejmé, Ze takova koordinace je za-
visla na velmi sofistikovanych ,,sdélovacich prostfedcich®. Uvnitt bakteridlni komunity probiha
¢ila komunikace. Jazyk bakterii je zaloZen ovSem pievazné na chemickych signalech. Je zaji-
mave, ze — jak se zdd — jinou chemickou ,,fec* pouzivaji bakterie jednoho druhu mezi sebou
a jiné signaly se uplatiiuji v komunikaci s ,,cizinci® — jako jista univerzalni mezidruhova fec.

Quorum sensing (QS) je zptisob, jakym se bakterie informuji o hustoté populace. Jde
tedy o jakési s¢itani lidu. Urcité geny jsou totiz zapinany teprve tehdy, kdyz bakterie dosahnou
urcitého mnozstvi. Poprvé byl tento systém popsan u moiskych druhti vibrii, které po dosazeni
urcitého mnozstvi pocinaji svétélkovat. Principem QS je produkce chemickych latek — tzv. auo-
induktorii, které mohou byt detekovany teprve v urCité koncentraci a které ovliviiuji expresi
cilovych genti Pro vytvoreni kritické koncentrace autoinduktoru je potfeba dostate¢ného mnoz-
stvi bakterialnich bunék.

U gramnegativnich bakterii se jako autoinduktory uplatiiuji tzv. N-acylhomoserinové
laktony (AHL); grampozitivni bakterie vyuzivaji peptidy. Autoinduktory zpravidla bud’ akti-
vuji cytoplasmatické receptory, které se pak vazou k promotoriim a indukuji/inhibuji genovou
transkripci, nebo vdzou senzorové proteiny dvoukomponentovych systémt.

QS hraje esencialni roli pfi formaci biofilmu, ale uplatiiuje se 1 vV regulaci virulence vse-
obecné. Napf. je na QS zaloZen agr systém S. aureus, ovladajici nékolik desitek genli véetné
faktori virulence. Obecné se zdd, ze aktivace agr vede ke sniZeni tvorby adhezinii
a naopak spousti produkci toxint a dalSich agresivnich faktorti, ménicich dosud neskodného
slizni¢niho kolonizatora v invazivniho patogena. Jinym znamym piikladem jsou las a rhl sys-
témy P. aeruginosa (pojmenované podle elastazy, respektive rhamnolipidu). Gen lasl koduje
enzym, ktery produkuje signalni molekulu (AHL). Ta véaze transkripcni aktivator LasR, ktery
dimerizuje, vaze se k promotoru a aktivuje expresi kyzenych geni pro elastazu, ale i dalsi fak-
tory virulence (alkalicka proteaza, superoxiddismutaza, pyocyanin, exotoxin A aj.). Systém rhl
funguje v podstat¢ stejné. Poruseni zminénych systému vede k tvorbé abnormalniho biofilmu.
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Kromé své signaliza¢ni funkce mohou autoinduktory hrat i jiné role, naptiklad v kom-
petici mezi odlisnymi druhy ¢i dokonce kmeny. Tyto molekuly mohou naptiklad zaroven rusit
signald jinych druht/kmeni. Mohou také mit pfimé antibakteridlni ucinky. Pfikladem je nisin
Lactococcus lactis nebo subtilin  Bacillus subtilis, které nachazeji uplatnéni
I V potravinarstvi ¢i medicing.

Doporucena cetba
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3.7.2 Biofilm

S biofilmem se setkavame bézné — ve Spatné Cisténém bazénku, na odkapavaci na-
dobi nebo na rukojeti zubniho kartacku, ktery stal piilis dlouho ve skleni¢ce. Bakterie
se Vv prostiedi mohou vyskytovat bud’ ve volné, tzv. planktonni formé, nebo se usazuji
na raznych povrsich, obklopuji se pfevazné polysacharidovou substanci — slizem — a vy-
razn¢ méni své chovani. Je znamo, Ze tyto sesilni formy maji jiné vlastnosti a exprimuji
jiné geny nez formy planktonni. Biofilm je velmi odolna struktura a mé obrovsky vyznam
Vv ptirod¢ i v nejraznéjSich technologiich. Teprve pomérné neddvno byl ale rozpoznan jeho
vyznam v medicin€. Extrémni rezistence nékterych typt infekci k 1écbé se da vysvétlit
prave tim, ze bakterie rostou ve formé biofilmu, kde jsou vyrazné odolnéjsi nez ve forme
plaktonni. Neni ovSem snadné si pfiznat, Ze bakterie necini rozdily mezi myslici bytosti
a kdejakym rezavym potrubim.

Biofilm tedy mtizeme definovat jako bakterialni komunitu usedlou na urcitém
povrchu a obklopenou polysacharidovou substanci. V zavislosti na vnéjSich okolnostech
mize mit riznou tloustku a druhové slozeni — existuji biofilmy jednodruhové, mnohem
Castéji se ale setkdvame se smiSenymi. Polysacharidy jsou zpravidla zakladni slozkou ex-
tracelularni substance, obsahuje vSak 1 jiné latky — proteiny, lipidy, nukleové kyseliny apod.
Je elasticka a dodava biofilmu mechanickou odolnost. Vlivem proudéni se mohou na po-
vrchu vytvaret vybézky nebo se dokonce kusy odtrhdvat — tim také 1ze zanést infekci na
vzdalena mista v organismu. Extracelularni polysacharidova substance (EPS) poskytuje
oporu bakteridlnim bunikam, jedna se o jakési leSeni, v némz se buiiky usazuji.

Biofilm neni jednolit4, kompaktni hmota; vytvaii specifickou trojrozmérnou struk-
turu. Zakladni stavebni jednotkou je tzv. mikrokolonie, drobna bakterialni komunita ob-
klopena EPS. Casto maji tvar pfipominajici véz nebo houbu, rozsifujici se smérem k po-
vrchu. Tyto bakteridlni sloupce jsou oddéleny systémem kanalkd naplnénych tekutinou,
kudy jsou ptivadény potiebné Zziviny. Dovniti mikrokolonie potom pronikaji difuzi
a drobnymi pory. V riznych vrstvach biofilmu se méni podminky, smérem do hloubky
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ubyva kysliku a hromadi se zplodiny metabolismu. V hloubce silného biofilmu proto na-
jdeme jiné bakterialni druhy, tolerujici anaerobni prostiedi, zatimco striktni aeroby typu
pseudomonad se uplatiuji blizko povrchu.

Jak se vlastné biofilm tvoii? Impuls k pfechodu v sesilni formu davaji podminky
prostiedi. U stafylokokt se za klicové povazuje snizend koncentrace kysliku a zeleza
a zvySena osmolalita. Inicidlnim krokem formace biofilmu je adheze volnych bakterii
na povrch. Bakterie vybavené bi¢iky nebo fimbriemi typu IV se nejprve pohybuji v tésném
kontaktu s povrchem a hledaji misto vhodné k usazeni. Kdyz ho naleznou, usazuji
se napevno, pi1 cemz nachazeji uplatnéni rizné typy adhezinli podle charakteru povrchu;
abioticky povrch vyZaduje obvykle jiné molekuly nez ziva tkan. Naptiklad u E. coli byla
S biofilmem asociovana tvorba zvlastnich amyloidnich kudrlinkovitych vladken — curli, které
slouzi k ptichycovani k molekulam extraceluldrni matrix typu fibronektinu, podobné& jako
adheziny typu MSCRAMM grampozitivnich kokd.

Jakmile se bakterie usadi, zac¢ina se tvorit mikrokolonie. Dochazi k intenzivni ko-
munikaci bakterii a méni se genova exprese. Je inhibovana produkce flagelinu a adhezind,
uplatiiujicich se v inicidlni fazi, ale i naptiklad O polysacharidu — sniZi se tak negativni
naboj a tim odpudivé sily mezi bunkami. Bakterialni buniky agreguji. U stafylokoki je
hlavni molekulou zodpovédnou za agregaci bunék tzv. PIA (polysacharidovy intercelularni
adhezin). V nasledujici fazi biofilm maturuje — nabyva své charakteristické trojrozmérné
struktury mikrokolonii obklopenych kanalky. Neni zcela pfesné¢ znamo, jakym zpisobem
k tomu dochazi, ale pravdépodobn¢ se uplatiiuji molekuly, které funguji jako surfaktanty,
snizujici povrchové napéti.

Bakterie v biofilmu méni vyrazn¢ svou metabolickou aktivitu, nemnozi se a energii
investuji do vystavby polysacharidového leseni, v némz zGstavaji v podstaté uvéznény. Po-
stupem Casu dochazi ke zméné podminek, naptiklad vlivem nedostatku zivin nebo nahro-
madénim toxickych metabolitl, a bakterie jsou nuceny své hnizdo opustit, tj. piejit opét do
planktonni formy. Uvoliuji se z biofilmu pomoci riznych enzymu, Stépicich EPS: k tomu
ucelu muze poslouzit alginatlyaza P. aeruginosa, exopolysacharidlyaza P. fluorescens,
hyaluronidéza aj.). Polysacharid neziistane nevyuzit; bakterie ho metabolizuji a vezmou si
zpét, co do n¢j vlozily. Snédi si tak doslova stfechu nad hlavou.
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Obrazek 8 Faze tvorby biofilmu (podle Gupta et al., 2016).

Formace biofilmu vyzaduje ptesnou koordinaci. Zména planktonni formy v sesilni
je podminéna vyraznou zménou genove exprese, pi1 cemz se uplatituji rizné regulaéni sys-
témy — dvoukomponentové systémy, alternativni sigma faktory a pfedevsim quorum sen-
sing. V mnohodruhovém biofilmu také dochazi k mezidruhové kompetici a ruseni signala
jinych bakterialnich druhii — tim se naptiklad vysvétluje, proc v plicnich infekcich zpravidla
po urcité dobé¢ vitézi pseudomonddy nad stafylokoky.

Jednou z nejvyznamnéjSich bakterii, ktera zptsobuje infekce asociované s biofil-
mem, je Pseudomonas aeruginosa. Zpusobuje infekce ran a mocovych cest, rhinitidy, oti-
tidy, infekce oci a pneumonie — u clovéka zejména ty spojené s cystickou fibrozou. V prvni
fazi formace biofilmu se uplatiuji fimbrie typu 1V, jimi zprostiedkovana adheze a zaroven
,trhavy* pohyb. Pseudomonady syntetizuji nejméné tii typy polysacharidové substance: al-
ginat, ktera dodava koloniim mukoidni vzhled a je typicky zejména pro izolaty z pripada
cystické fibrozy, Psl (polysacharide synthesis locus) a Pel (pelikula; uplatiiuje se v biofilmu
tvofeném na rozhrani vzduchu a kapaliny). Zaroven s produkci polysacharida se v druhé
fazi formace biofilmu spousti i produkce velkého mnozstvi faktort virulence — exotoxin A,
rhamnolipid (s funkci surfaktantu a hemolyzinu), toxiny spojené s T3SS, elastaza, alkalicka
proteaza a dalSi. V regulaci tohoto procesu se uplatiiuji dva zminéné systémy quorum sen-
sing, las a rhl., alternativni sigma faktor 62, ktery sniZuje produkci flagelinu. Dvoukompo-
nentovy systém GacS/GacA se uplatiiuje nepiimo, prostiednictvim aktivace las a rhl.

Jako priklad grampozitivni bakterie, komplikujici infekce tvorbou biofilmu, po-
slouzi Staphylococcus spp. Biofilm tvoii jak koagulaza-pozitivni patogeny S. aureus
a S. intermedius, tak i oportunni patogeny jako S. epidermidis. Také stafylokoky infikuji
operacni rany, popaleniny a viedy, zptisobuji hnisavé infekce riznych organi a jsou Castymi
puvodci osteomyelitid. Stejné jako pseudomonady jsou i stafylokoky typické castou multi-
rezistenci k téméf vSem skupinach pouzitelnych antibiotik, coz €ini ptipadné infekce prak-
ticky nevylécitelnymi. V regulaci syntézy biofilmu a asociovanych faktorti virulence
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se uplatiluje zejména quorum sensing, tzv. agr systém. V dob¢, kdy je denzita populace
jesté nizka, bakterie syntetizuji adheziny a usazuji se na povrsich. Se vzristajici hustotou
osidleni se spousti agr systém, ktery jejich syntézu potlacuje a naopak spousti tvorbu poly-
sacharidu a dalSich substanci uplatiiujicich se ve vystavbé biofilmu. Pozdéji zase tidi roz-
klad biofilmové substance a uvolnéni bakterii.

Jaké vlastné poskytuje biofilm vyhody? Je jich mnoho a uplatnuji se alternativng jak
ve vnéj$im prostiedi, tak v hostitelském organismu. Polysacharidova matrix poskytuje bak-
teriim mechanickou ochranu a stejné jako brani pristupu bakteriofagim nebo dravym amé-
bam, tak v organismu zadrzuje protilatky, slozky komplementu a fagocytujici buiiky. Pravé
bezmocna, neefektivné se vybijejici imunitni odpovéd’ na rozhrani biofilmu je ¢asto zdro-
jem vétsiho poskozeni tkan¢ nez vlastni bakterie. Biofilm je podstatou mnoha Gpornych
perzistentnich infekci. Buiiky v biofilmu jsou, jak se udava, asi tisickrat odolnéjsi k ucin-
kiim antimikrobialnich latek nez bunky volné. Tak lze vysvétlit zahadu, pro¢ nékteré in-
fekce nereaguji na 16¢bu antibiotiky, k nimZ vykazuji citlivost in vitro. Cim je to v§ak zpu-
sobeno? Pouhé ztizené pronikani antimikrobialnich latek do biofilmu nemutze vysvétlit ta-
kové zvySeni rezistence. Néktera antibiotika se mohou vazat ke slozkam exopolysacharidu
a ztracet uCinnost; jina, napt. aminoglykosidy, u¢inkuji pouze za aerobnich podminek, které
V hlubsich vrstvach nejsou; také zména pH a toxické metabolity je mohou inaktivovat. Pra-
vou podstatou snizené citlivosti je ale pravdépodobné sama zména fenotypu bakterii uvnitt
biofilmu. Buiiky maji snizenou metabolickou aktivitu a nerostou; propustnost jejich mem-
brany také miize byt snizena. Betalaktamy jsou piikladem antibiotik, které ucinkuji jen na
mnozici se bunky.

Medicinsky vyznam biofilmu byl vlastné docenén teprve nedavno. Patogeny byly
studovany in vitro a zapominalo se, Ze bakterie v biofilmu a viibec terénni kmeny maji do-
cela odlisné vlastnosti. Laboratorni kmeny, kterym po generace podstrojujeme nejvybra-

vvvvvv

Biofilm se snadno tvoii na vSech cizorodych povrsich — venoéznich a mocovych ka-
tetrech, riiznych nahradach a implantatech a také na Sicim materialu. Infekce stehit muze
byt pfi¢inou nezhojeni operaéni rany. Pseudomonddy rostou s oblibou také na kontaktnich
cockach. Navic tyto prostfedky se pouzivaji piedev§im v nemocnicich, tedy v prostiedi, kde
hrozi infekce oslabenych jedinci vysoce rezistentnimi kmeny — tzv. nosokomialnimi in-
fekty. Uplatiuji se zde notoricky znami ptivodci jako Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Klebsiella pneumoniae ¢i Proteus mirabilis, ale
i méné znamé oportunni patogeny jako naptiklad Acinetobacter baumanni nebo Burkhol-
deria cepacia. Biofilm mize byt zdrojem septikémie nebo hnisavych infekci ve vzdalenych
organech. Typickymi infekcemi komplikovanymi pfitomnosti biofilmu jsou infekce moco-
vych cest, ale také pneumonie, u ¢lovéka zejména spojené s cystickou fibrozou.

Bakterie intermitentné pfitomné v krevnim obéhu (zdrojem byva predevsim dutina
ustni nebo stievo a jednd se Casto o grampozitivni koky) se mohou zachycovat na srde¢nich
chlopnich, zejména je-li endotel porusen a odhaleny struktury, na néZ se mohou vazat (fib-
ronektin, kolagen apod.). Vznika tak chronicka endokarditida s tvorbou tzv. vegetaci.
Krevni obéh nebo trauma byva zdrojem osteomyelitid. Predilekénim mistem jsou metafyzy
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dlouhych kosti. I zde se zejména stafylokoky vazou k proteinim extracelularni matrix. Do
mista migruji imunitni bufiky, vznika zanét s hromadénim hnisu, ktery brani ptivodu krve,
a dochazi k devitalizaci kosti.

Prikladem biofilmu, s nimz se potykaji kazdodenn¢ i jedinci jinak zdravi, je zubni
plak. Dutina tstni poskytuje velikou variabilitu odlisného mikroprostfedi, a tak se tu se-
tkame s fakultativnimi anaeroby (napi. oralni streptokoky), ale také velkym mnozstvim
anaerobtll. VétSina pritomnych bakteridlnich druhti Zadné poskozeni nezptsobuje. Periodon-
talni patogeny ovliviiuji druhové slozeni biofilmu a zptsobuji dysbalanci ustni mikroflory.
Svymi produkty poskozuji pojivové tkané a vyvolavaji zanétlivou odpoved’, kterd je potom
dalsi pfi¢inou poskozeni. Rozvolnéni konektivni tkdn€ umozinuje bakteriim pronikat hlou-
béji a situace se zhorsuje. Typickymi periodontalnimi patogeny ¢lovéka jsou Porphyromo-
nas gingivalis, Prevotella intermedia ¢i spirochéta Treponema denticola. P. gingivalis pro-
dukuje biofilm a tzv. gingipainy charakteru proteaz, jez degraduji kolagen a dalsi slozky
pojiva, stejné jako slozky komplementu a receptory imunitnich bunék. Slouzi také k uvol-
néni hemu, jejz bakterie vaZe a ziskava tak Zelezo. Je zdrojem ¢erného zbarveni zubniho
plaku.
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3.8 Genetické zaklady virulence bakterii

A4 .

Baktérie interagujici s vys$simi organismy vcetné hospodaiskych zvitat se bézné ozna-
Cuji jako komenzalni, symbiotické nebo patogenni. Toto rozdéleni je sice ucebnicové
a usnadiuje orientaci v dané problematice, ve skutecnosti ale neni nic striktn¢ dané. Travici
trakt zdravych selata nebo kurat je bézné osidlen Clostridium perfringens nebo Clostridium
difficile, pfestoZe jsou tyto baktérie jasnym ptikladem patogent. Osidleni kiize u zcela zdravych
jedinct kmeny Staphylococcus aureus je naprosto normalni, a piesto se tato baktérie fadi mezi
patogenni. Kazdy clovek, krava, prase nebo kufe mé ve své strevni mikroflore
E. coli, coz jsou v naprosté vétsiné komenzalni baktérie. A piesto se najdou podskupiny vysoce
virulentnich E. coli. V nékterych ptipadech lze hranici mezi virulentni a avirulentni formou
daného bakterialni druhu snadno vymezit pfitomnosti konkrétniho genu. To jsou vSak spise
vyjimecéné ptipady. Daleko castéji je hranice mezi patogennim a komenzalnim chovanim ne-
jasna a zamlZend a k negativnim projeviim kolonizace (infekce) dochézi az po soucasném vy-
skytu n€kolika odliSnych parametrt.

3.8.1 Zdroje genetické variability, mutace a rekombinace

Geneticka informace vSech zivych bunék a virti je ulozena v nukleovych kyselinach.
U vsech bunék schopnych samostatné existence je geneticka informace ulozena v DNA. Nuk-
leové kyseliny vSak nejsou absolutné stabilni v Case. Ptireplikaci dochazi k chybam s frekvenci
10°°. Tato frekvence tikd, Ze pii replikaci DNA piipada na 10° spravné zatazenych nukleotidii
dle sekvence v komplementarnim fetézci jeden chybné zatazeny. Dale se odhaduje, Ze v kazdé
lidské bunce dojde denné¢ k odlomeni asi 5000 purinovych bazi ze struktury DNA, anebo k 100
deaminacim cytosinu, pii kterych vznika uracil. Frekvence vyskytu mutaci se zvysuje 1 exter-
nimi faktory jako je napt. UV svétlo, y-zareni nebo rizné chemické mutageny. To vSe vede ke
zméndm v genetické informaci. Ackoli jsou mutace v nukleovych kyselinadch prezentovany
Casto jako skutecnost Skodliva pro existenci zivych buné€k, nizkd mira mutaci je nezbytnd pro
zachovani evoluce. Mutace v uvedenych frekvencich jsou pro zivé systémy piijatelné a sou-
casné nezbytné pravé proto, aby se noveé vznikli jedinci podobali svym rodi¢im, ale aby byl
zachovan i prostor pro dalsi vyvoj. Napf. pro vznik rezistence k fluorochinolonim u E. coli
staci jedna  konkrétni bodovd mutace v genu pro gyrdzu, po  které
se prostorova struktura proteinu kédovana timto genem zméni natolik, Ze se na néj jiz nemiZou
fluorochinolony téinkovat. Takova varianta E. coli se jevi jako rezistentni k fluorochinolontim.
Pokud by pfi multiplikaci mikroorganismli nedochazelo k mutacim v nizké frekvenci, jakykoli
vyskyt fluorochinolont by vedl k okamZité eliminaci dané populace. Protoze vSak dochazi
k spontannim bodovym mutacim, i v piipadé vyskytu fluorochinolonti dokazi nékteré baktérie
odolat jejich ti¢inku a zajistit pieziti dané populace do budoucna. To umoZiiuje Zivym organis-
muim 1 baktériim stale se pfizpiisobovat ménicimu se prostiedi a postupné se adaptovat na nova
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prostiedi. Na stejném principu se vSak mohou postupné vyvijet i nové, virulentnéjsi, ale i mén¢
virulentni varianty baktérii a virt.

Jakmile je v prubéhu evoluce zafixovana v uréité populaci nova mutace (varianta genu),
miuize se takovy gen dal $ifit mezi jednotlivymi baktériemi v mikrobialnich populacich procesy
popsanymi v odstavci nize. Pokud se DNA z donorové bakterialni bunky objevi v cytoplazmé
recipientni buiikky, mize byt procesy rekombinace natrvalo zaclenéna do genomu recipienta.
Procesy genetické rekombinace tak vedou k dal§imu urychleni evoluce a selekce novych bak-
terialnich a virovych klontd v pribéhu evoluce.

Zdroje genetické variability

Spontanni bodové mutace

7o r

Horizontalni $ifeni gend s naslednym zaclenénim cizorodé DNA do chromozému recipi-
entni baktérie rekombinaci

3.8.2 Horizontalni SiFeni gent

Pfenos genti z jedné baktérie do druhé se miize uskutecnit konjugaci, transformaci
a transdukci.

Piimy pfenos DNA z jedné bakterialni buniky do druhé se nazyva konjugace. Tento
pienos gentll je podminén ptitomnosti plazmidu, které koduji povrchové struktury (pili, jednotné
Cislo pilus), kterymi se donorova baktérie piichyti k recipientni bakteridlni buice
a DNA plazmidu je prenesena dutinou uvniti pild. Pili tak funguji jako kontaktni struktura
a soucasn¢ jako duty kanalek pro pienos plazmidové DNA. Béhem konjugativniho ptenosu je
pienasSena DNA chranéna a nikdy neopusti intracelularni prostor.

Baktérie mohou pfijimat DNA 1 ze svého okoli. Tento pienos gent se oznacuje jako
transformace. V tomto pfipadé baktérie zachytavaji fragmenty DNA piitomné v jejich okoli,
kterd pochazi z mrtvych a degradovanych baktérii. Pii transformaci je tedy DNA vystavena
extracelularnimu prostiedi, ve kterém miiZze byt degradovéna a proto je ti€innost pfenosu gene-
tického materidlu mezi baktériemi pfirozenych mikrobidlnich spolecenstev pomoci transfor-
mace relativné malo ucinna.

Tretim zpisobem pienosu gend mezi baktériemi je transdukce. Transdukce je zavisla
na pfitomnosti bakteridlnich virti - bakteriofagl. Bakteriofagy infikuji bakteridlnich bunky,
které slouzi pro jejich pomnozeni. MnoZeni fagh vétSinou vede k lyzi bakteridlni bunky
auvolnéni fagl do prostiedi. V pribehu sestavovani novych fagovych ¢astic se v§ak vyjimecné
muze do kapsidu vznikajiciho faga chybné zaclenit nikoli fagova DNA, ale DNA z lyzované
baktérie. ProtoZe adheze bakteriofaga na povrch baktérii a nasledna injekce DNA z fagové ¢as-
tice do cytoplazmy baktérie je zavisla jen na proteinech tvoticich fdgovou ¢astici, fagova Castice
s bakterialni DNA plivodem z pravé lyzované baktérie (ktera se nedobrovolné¢ stala donorem
DNA) mutze tuto DNA injikovat do recipientni bakterialni buiiky. ProtoZe injikovand DNA je
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bakteridlniho pivodu, nespusti se infekéni lyticky proces pomnozeni bakteriofaga, ale naopak
muze dojit k integraci injikované bakterialni DNA do gendmu recipientni baktérie rekombinaci.

7 Mrw

Horizontalni Sifeni gent

Konjugace prenos plazmidové DNA z jedné bakterialni bunky

Transformace ptijem fragmentli volné DNA z prostiedi

Transdukce prenos DNA z donorové do recipientni baktérie pomoci bakteriofagi

3.8.3 Plazmidy

Plazmidy jsou obvykle malé kruhové molekuly dvoutetézcové DNA, které se replikuji
nezavisle na chromozému a kéduji funkce pro bakterialni buniku postradatelné. Jejich velikost
se pohybuje v rozmezi 1 500 az 200 000 bp. Plazmidy se velmi Casto spojuji s Sifenim rezistenci
na antibiotika. Plazmidy vSak u mnoha baktérii, napt. u enterotoxigennich E. coli nebo sal-
monel, koduji i vlastnosti ptimo spojené s virulenci. V ptipadé E. coli plazmidy koduji geny
pro termolabilni (LT) nebo termostabilni (STa, STb) enterotoxiny a fimbrie (napi. K88).
U salmonel nalezicich k sérovariim Enteritidis nebo Typhimurium plazmidy pfenasSeji geny
zvySujici virulenci téchto serovart (spv geny, Salmonella plasmid virulence) nebo rezistenci

k t¢inku komplementu v séru hostitele (gen rck, resistance to complement killing).

3.8.4 Transpozény

Transpozony jsou sekvence nukleovych kyselin schopné pfemisténi z jednoho mista
v gendmu na jiné. K tomuto pfemisténi, transpozici, jsou nezbytné dva faktory:

i) enzym, ktery tuto transpozici katalyzuje (transpozaza)

i) kratké sekvence na obou koncich transpozonu, které jsou rozpoznavany transpo-
zazou a které definuji oba konce transpozonu.

Nejjednodussi transpozony, které maji pouze tuto zdkladni strukturu, se nazyvaji in-
zer¢ni elementy (IS elements). Velmi ¢asto se v§ak mezi repeticemi vymezujicimi konce trans-
pozénu vyskytuji i jiné geny neZ gen pro transpozazu. Casto je pozorovano, ze soudasti trans-
pozonil jsou geny pro rezistence k antibiotikiim. Transpozon Tn3 napf. piendsi rezistenci k am-
picilinu, Tn5 rezistenci ke kanamycinu a Tnl10 rezistenci k tetracyklinu. Ac¢koli nékteré trans-
pozony maji preferenci k integraci do urcitého mista v gendomu, pro vétsinu transpozont plati,
7e jejich inzerce je viceméné ndhodnd. Po inzerci do nového mista vznikd nové kombinace
sekvenci. Inzerce transpozonu do funkéniho genu vétsinou vede k inaktivaci jeho funkce. V né-
kterych ptfipadech vSak nahodné miiZze po zaclenéni transpozénu do nového mista dojit ke
vzniku sekvence, kterd dava smysl a umozniuje expresi nového proteinu, ktery muze ovlivnit
chovani dané baktérie.
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Transpozény mohou ménit svym vlastnim pfi¢inénim svou lokalizaci uvniti bakterialni
buiiky, nejsou vSak schopny samostatného pienosu z jedné baktérie do druhé. Transpozony se
mohou pienést z jedné bakterilni buiiky do druhé napf. transdukei. Casté&jsi zptisob prenosu
transpozonu z jedné bakteridlni bunky do druhé je ovSem pomoci konjugativnich plazmidi.
Protoze presunovani transpozénu je opravdu ndhodné, mohou se zaclenit i do konjugativniho
plazmidu. V tu chvili se transpozon stava soucasti konjugativniho plazmidu, kterym se muize
pfenést do recipientni buniky konjugaci. Po ukonceni konjugativniho pienosu muze dojit
k excizi transpozonu z plazmidu a k jeho integraci do chromozému recipientni burky.

3.8.5 Integrony

Integrony samy o sob& nejsou mobilni sekvence DNA a nemohou se tedy pfemist'ovat
v gendmu nebo se prenaSet do potencialni recipientni buiiky. Integron vSak mize ménit svou
vlastni strukturu pfijimanim ¢i ztracenim genti a ovliviiovat tak chovani bakterialni buiiky,
ve které se vyskytuje. Nejzndméjsi integrony tiidy I obsahuji gen pro integrazu intl, misto pii-
pojeni (attachment site, attl) a gen kodujici rezistenci k sulfonamidiim. Mezi gen pro integrazu
a gen pro rezistenci k sulfonamidiim se za katalytické ucasti integrazy mohou vkladat dalsi geny
a struktura integronu tak muze postupné nartstat. Do stejného integronu muze byt postupné
vlozeno nekolik riznych gent bez vzajemného ovlivnéni. Integrony se tedy lisi velikosti, po-
¢tem a poradim vlozenych genovych kazet. Velmi Casto se jako soucast integront vyskytuji
geny pro rezistence K antibiotikiim a napt. u Salmonella Typhimurium byly detekovany inte-
grony, které obsahovaly pouze gen aadA2 nebo integrony, u nichz byl za gen aadA2 integrovan
jesté gen blaoxa. Obecné vsak se vSak o integroni mohou zacletiovat libovolné geny véetné
takovych, které ovliviiuji virulenci.

3.8.6 Bakteriofagy

Bakteriofagy byly piivodné popisovany jako infekéni castice lyzujici baktérie (odtud
1 jejich nazev bakterio — fagie, ten, co se zivi baktériemi). Nékteré bakteriofagy vSak dokazi
ptrepinat mezi dvéma stavy — lytickym cyklem, kdy dochazi k pomnozeni faga a destrukci bak-
teridlni bunky, a lyzogennim cyklem, pii kterém se bakteriofag zacleni do chromozému infi-
kované baktérie a potlaci veSkeré své lytické funkce. Integrovany bakteriofag se oznacuje jako
profag a pti déleni baktérie zlstava ve vSech dcefinych bunikach zaintegrovan do chromozému
a $ifi se dal spolu s mnozici se baktérii. Ve stresovych situacich se mohou jeho lytické funkce
aktivovat a napf. nez bakterialni buiika zhyne po ozafeni UV svétlem, dokaze
Se
v lytickém cyklu pomnozit a vytvofit novou populaci fagovych ¢astic. Integrované profagy pii-
tom poskytuji infikovanym buiikdm ochranu pfed superinfekei timtéZ fagem napft. expresi jed-
noho ze svych genil, ktery modifikuje bakterialni protein, ktery je receptorem pro daného faga.
Externi bakteriofagové Castice stejného typu se tak nemohou vazat na receptorovy protein a
nemohou infikovat a degradovat baktérii s integrovanym profagem. Ne&které bakteriofagy
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schopné integrace vSak dokazi ovlivnit i virulenci své hostitelské bunky, zvysit tak jejich fitness
po infekci hostitele a zvysit tak pravdépodobnost tispésné infekce a pomnozeni patogenni bak-
térii a s ni 1 integrovaného profaga. Nékteré bakteriofagy Salmonella enterica koduji SOpE gen,
jehoz produkt usnadiiuje salmoneldm invazi do epitelialnich bunék. Integrované profagy bézné
koduji toxiny, kterymi bezprostiedné zvysSuji virulenci svych hostitelskych bakterialnich bunék.
Mezi toxiny kodované integrovanymi profagy patii Stx1 a stx2 verotoxiny E. coli, pertussis
toxin Bordetella pertussis, botulotoxin Clostridium botulinum, diftera toxin Corynebacterium
diphtheriae, exfoliativni toxin Staphylococcus aureus, pyrogenni exotoxin Streptococcus pyo-
genes nebo cholera toxin Vibrio cholerae. Bakteriofagy tak mimo $ifeni geni napii¢ bakterial-
nimi populace transdukci mohou §iftit 1 zcela konkrétni jednotlivé geny okamzité zvySujici vi-
rulenci infikované bakteridlni buiiky.

Bakteriofagy ovliviiujici virulenci baktérii po integraci do jejich chromozomu

Bakteriofag Salmonella enterica SOpPE gen usnadiujici salmonelam invazi
do epitelialnich bunek

E. coli stx1 a stx2 verotoxiny

Bordetella pertussis Pertussis toxin

Clostridium botulinum Botulotoxin

Corynebacterium diphtheriae Diftera toxin

Staphylococcus aureus Exfoliativni toxin

Streptococcus pyogenes Pyrogenni exotoxin

Vibrio cholerae Cholera toxin

3.8.7 Ostrovy patogenity

Specifickym ptikladem DNA, ktera se do genému urcité baktérie dostala relativné ne-
davno v priib&hu evoluce, jsou ostrovy patogenity (pathogenicity islands). Jedna se o sestavu
vice nez jednoho gend, které vyraznym zptisobem zvysuji virulenci dané baktérie. Tyto bloky
genu se daji identifikovat porovnanim genom blizce piibuznych baktérii. U avirulentni formy
cela skupina genii chybi, zatimco u virulentnich forem jsou tyto geny vloZeny vzdy
do stejného mista v chromozomu. Ostrovy patogenity byly popsany u patogennich E. coli, riiz-
nych serovart Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori nebo Vibrio
cholerae (vSe gramnegativni baktérie). Ostrovy patogenity se vyskytuji i u grampozitivnich
baktérii jako je Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae
nebo Clostridium difficile.

V genomu konkrétni baktérie se mlze vyskytovat i vice riznych ostrovii patogenity.
Bézné cirkulujici kmeny Salmonella Enteritidis obsahuji 5 riiznych ostrovii patogenity oznaco-
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vané jako SPI1-5, Salmonella Pathogenicity Island. Nejmensi z nich, SPIS se sestava z pou-
hych 5 gentl, dva nejvétsi SPI1 a SPI2 se kazdy sestavaji ze 40 riznych genti. Geny lokalizované
na SPI1 umoziuji salmonelam invazi do epitelidlnich bunék stfevniho epitelu, kde jsou sal-
monely chranény pied aktivitou leukocytti a celého imunitniho systému. Po intracelularni loka-
lizaci salmonely snizi aktivitu geni lokalizovanych na ostrové patogenity SPI1
a misto toho zvysi expresi gent lokalizovanych na ostrové patogenity SPI2. Tyto geny, spravné
jimi kédované proteiny, pak tlumi imunitni reakce hostitelskych bun€k a umoziiuji salmonelam
relativné dlouho prezivat uvniti infikovanych buné€k jako intracelularni patogen.

Nejbéznéjsi ostrovy patogenity u Salmonella enterica a jejich hlavni funkce
SPI1 invaze do epitelidlnich bunék

SPI2 intracelularni ptezivani salmonel

SPI3 intracelularni ptezivani salmonel

SPI4 adheze k bunkam stfevniho epitelu

SPI5 invaze do epitelidlnich bunék
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