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1. Anacrobni a fakultativné anaerobni koryneformni aktinomycety

Grampozitivni bakterie tvofi dva hlavni kmeny: kmen Actinobacteria a kmen Firmicutes. Kmen
Actinobacteria se vyznacuje vysokym obsahem G+C bazi v DNA. Bakterie z tohoto kmene se ¢asto
nazyvaji aktinomycety a mnohé z nich maji vlastnosti svym zpisobem blizké plisnim; obvykle se
jedna o nepravidelné, pleomorfni tyCinky nebo vlaknité bakterie. Z n¢kolika tfid piislusicich tomuto
kmeni mé pro nas vyznam pouze stejnojmenna tiida Actinobacteria, zahrnujici vyznamné fady Pro-
pionibacteriales, Micrococcales, Corynebacteriales, Bifidobacteriales a Actinomycetales.

1.1 Celed’ Actinomycetaceae

Celed” Actinomycetaceae z kmene a tiidy Actinobacteria, fadu Actinomycetales a podiadu Acti-
nomycinae zahrnuje veterinarné vyznamné rody Actinomyces, Arcanobacterium, Actinobaculum a
Trueperella. Jedna se o anaerobni nebo fakultativné anaerobni nepohyblivé nesporulujici grampozitivni
ty€inky; jsou pleomorfni, mohou nabyvat difteroidnich, vétvenych az vlaknitych forem. Tvofi soucast
bézné mikroflory sliznic dutiny tstni, GIT, urogenitalniho traktu a klize, jimi zpisobované infekce maji
obvykle endogenni ptivod a jsou spojeny s tvorbou hnisavych az granulomatéznich zanétlivych lozisek.

1.1.1 Rod Actinomyces

Bakterie rodu Actinomyces jsou morfologii i klinickym vyznamem blizké rodu Nocardia, ale na
rozdil od nich jsou fakultativné nebo dokonce obligatné anaerobni. Jednotlivé bufiky maji vzhled
difteroidnich nebo vétvenych ty¢inek, uspoiadanych v parech ¢i trojicich jak pismena V nebo Y, v ko-
loniich v8ak tvofi zméti vldken pripominajici mycelia hub. Jejich vyskyt je ubikvitarni; najdeme je
v pude i jako komenzalni mikrofléru sliznic. Jedna se o oportunni patogeny, které zptisobuji infekce
¢asto polymikrobialniho charakteru po priniku do privilegovanych, pfirozené sterilnich mist napt. v da-
sledku traumatu: infekce urogenitalniho traktu po fekalni kontaminaci, intraabdominalni infekce po per-
foraci operac¢nich ran a nejcastéji zanéty tkani hlavy a krku po traumatech sliznice dutiny Gstni, véetné
postiZeni kostni tkané a zubnich lizek (odontogenni abscesy).

VétSina druhti aktinomycet nema striktni hostitelskou specifitu. U ¢lovéeka patii k nejcastéji izo-
lovanym druhtim A. israelii, A. viscosus, A. turicensis, A. gerencseriae aj. U skotu se setkavame s A.
bovis, u prasat nejéastéji s A. suis (A. denticolens). Z infekci pst a ko¢ek byvaji izolovany A. viscosus a
A. hordeovulneris. Facialni abscesy kraliki a hlodavci zpisobuji opét A. israelii a A. viscosus. K dal$im
béznym druhtm patii A. naeslundii, A. canis, A. meyeri, A. johnsonii, A. nasicola, A. ruminicola, A.
odontolyticus aj.

1.1.1.1 Patogenita

Aktinomykoza je pyogranulomatozni zanét mékkych i tvrdych tkani, pfi némz se tvofi ab-
scesy a 1éze naplnéné hnisem. Typicka je pfitomnost tzv. sirovych granul v hnisu; pfi mikroskopickém
vySetieni tyto zlutavé Castice obsahuji tzv. rozety neboli driizy, rozetovité usporadané agregaty kyjovi-
tych nebo vétvenych tycinek obklopenych polymorfonukleary. Predpokladem vzniku infekce je trauma
ktze nebo sliznice a prinik bakterii do hlubsich tkani.



U clovéka rozeznavame orocervikofacialni, thorakalni a abdominopelvickou formu akti-
nomykodzy. Podobné schéma muzeme v podstaté aplikovat i u psi a kocek a dalsich druhti. Orocerviko-
facialni forma vznika pfi pruniku infekce sliznicemi dutiny ustni nebo hltanu, ¢asto v souvislosti se
zubnimi problémy nebo prinikem ciziho télesa. Podobn¢ thorakalni forma, projevujici se vznikem
pyothoraxu nebo abscest v plicich a hrudni sténé, muze vzniknout traumatem hrudni stény (rany po
kousnuti, prinik ciziho télesa, napf. osiny), ale také v diisledku aspirace orofaryngealnich sekretti, nebo
muze mit hematogenni ptivod. Abdominopelvicka forma vznika pii poSkozeni orgdnd dutiny bfi$ni a
panevni (obv. chirurgické zékroky). Infekce se z priméarnich mist miize Sitit krvi ve formé infekénich
abscest do sekundarnich lozisek se vznikem endokarditidy, septické artritidy, jater, sleziny a dalSich
vnitfnich organt. Vzacnym, ale zdvaznym disledkem miZe byt meningoencefalitida.

Dalsi béznou formou jsou kozni infekce s tvorbou podkoznich abscesti opét po riiznych trau-
matech (kousnuti, prinik osiny). U koni zdnét krénich miznich uzlin mize imitovat hiibéci.

U prasnic se setkavame s aktinomykozou mlééné Zlazy, ktera vznika v disledku traumatizace
strukti sajicimi selaty.

Specifickou podobu ma aktinomykéza skotu. Souvisi nejcasteji s traumatizaci orofaryngealni
sliznice ostrymi stébly, hiebikem nebo jinym ostrym télesem. Dochazi k zanétu ptilehlych méekkych
tkani a kosti, pfedev$im mandibuly. Osteomyelitida se projevuje odbouravanim normadlni kostni tkang,
ktera je nahrazovana houbovitou, porézni strukturou vlaknité kosti s kanalky vyplnénymi hnisem. Celist
se vyrazné deformuje. Postupné muze dojit k fistulaci na povrch nebo dovnitt do dutiny ustni nebo hl-
tanu. Stav je spojen s potiZzemi s piijmem potravy a dychanim. Podobnym zptisobem probiha i orocer-
vikofaryngealni infekce ¢loveka.

1.1.1.2 Patogeneze

Pfitomnost bakterii v podkozi nebo organech vyvolava hnisavy zanét s ptilivem neutrofild. Di-
sledkem zanétu dochazi k prestavbé tkané a tvorbe abscest. Shluky bakterii obklopené neutrofily tvori
,»sirova granula® pfitomna v hnisu, coZ je velmi specifickym znakem aktinomykoézy (s né¢im podobnym
se setkavame i pii aktinobaciloze skotu, jejimz pivodcem je Actinobacillus lignieresii; pii niz vSak
zpravidla nedochazi k osteomyelitidé, zanét se omezuje na mékké tkang).

O bakterialnich produktech podilejicich se na vzniku onemocnéni se vi pomérné malo. Patii
k nim fimbrie typu 1, uplatiujici se jako koloniza¢ni faktory. V duting ustni aktinomycety rostou ve
formé biofilmu a tvoti soucast zubniho plaku. Produkce ureazy umoznuje udrzeni neutralniho pH. Acti-
nomyces spp. neni acidorezistentni a jejich bunécna sténa neobsahuje mykolové kyseliny, jiné slozky
bunécné stény vsak zfejmée ovliviiuji interakci s bunikami imunitniho systému, vedouci k specifické za-
nétlivé odpovedi.

1.1.1.3 Diagnostika

Aktinomycety hledame v exsudatech ¢i aspiratech ze suspektnich 1ézi; jsou vhodné&jsi nez stéry.
Mikroskopie ,,sirovych granul“ miZe odhalit rozetovité struktury bakterialnich tyc¢inek a filament. Bar-
vit miizeme dle Grama ¢i Ziehl-Neelsenem (negativni). Kultivace probiha v anaerobnich podminkach;
vétsina aktinomycet je aerotolerantni, ale roste 1épe pfi 10 % CO». Na krevnim agaru pozorujeme po 48
hodinach nehemolytické kolonie s hladkou nebo hrubou konzistenci, které maji tendenci pevné Inout
k médiu. Katalazova zkousSka je negativni. K identifikaci Ize pouzit biochemické testy urcené pro
anaerobni bakterie nebo hmotnostni spektrometrii.



1.1.1.4 Terapie

Aplikace antimikrobialnich latek, jako jsou peniciliny, makrolidy nebo doxycyklin, ma vyznam
jako podptirna terapie pfi chirurgickém oSetteni, zahrnujicim odstranéni cizich téles, vycisténi a dréno-
vani rany. Podavani by mélo byt dostate¢né dlouhé, relapsy jsou totiz Casté.

1.1.2 Rod Actinobaculum

Bakterie jsou stihlé, pleomorfni striktné anaerobni nepohyblivé tycinky, které tvoii soucast mi-
kroflory urogenitalniho traktu nékterych zivocdichi. A. suis (dfive Eubacterium) zptsobuje cystitidy a
pyelonefritidy prasnic ¢asto v obdobi po porodu. Nékdy je téz asociovano s aborty. K predispozi¢nim
faktorim onemocnéni patii hormonalni nerovnovaha (zvysena hladina estrogenil), trauma porodnich
cest, stres a jiné oslabujici faktory. Akutni zanét se projevuje horeckou a celkovymi ptiznaky, mo¢ byva
zakalena, s obsahem krve. Infekce muze vést k renalnimu selhani. Kanci jsou ¢asto pienaseci, s bakte-
riemi asymptomaticky kolonizujicimi predkozku.

K potvrzeni diagndzy na zdklad¢ kliniky provadime anaerobni kultivaci moci (stiedniho
proudu). Po 48 hodindch pozorujeme nehemolytické kolonie s vyvySenym lesklym stfedem a matnym
okrajem (jako sazené vejce). Organismus produkuje ureazu (zvysené pH je predpokladem tspésné ko-
lonizace mocovych cest), fermentuje maltozu, ale ve vétsSin€ dalsich biochemickych zkousek nereaguje.

Lze se pokusit o 1é¢bu peniciliny, cefalosporiny, makrolidy ¢i doxycyklinem, ale vétSinou se
K ni neptistupuje, byva malokdy Gispés$na.

U cloveéka jsou popsany oportunni urogenitalni patogeny Actinobaculum (dnes Actinotignum)
schaalii a A. massilense, izolované v ptipadech rekurentnich cystitid, pyelonefritid a bakteriémii

vvvvvv

podobné znaéné podcenén.

1.1.3 Rod Trueperella

Bakterie rodu Trueperella s nejvyznamnéj$im zastupcem T. pyogenes byly vy¢lenény z rodu
Arcanobacterium. Jsou to nepohyblivé pleomorfni grampozitivni kokobacily az kratké difteroidni ty-
¢inky. Fermentuji glukozu, rostou Iépe pfi vyssi koncentraci CO2 a katalazu neprodukuji. Jsou fakulta-
tivné anaerobni, Casto je vSak najdeme ve smiSenych infekcich s obligatnimi gramnegativnimi anaeroby,
jako je napi. Fusobacterium a Prevotella, ale izolovany byvaji i klostridia ¢i stafylokoky. Trueperella a
Arcanobacterium spp. se vyskytuji na sliznicich a podili se na hnisavych infekcich riznych tkani. T.
pyogenes je nejvyznamngéj$im veterinarnim patogenem, izolovanym zejména z hospodarskych zvifat. T.
bernardiae a A. haemolyticum jsou asociovany hlavné s ¢lovékem (faryngitidy déti, abscesy mékkych
tkani, bakteriémie a endokarditidy).

1.1.3.1 Patogenita



T. pyogenes se podili na vS§ech moznych hnisavych infekeich, vznikajicich obvykle po priiniku
traumatizovanou kuzi nebo sliznici. Infekce se mize Sitit krvi (pyémie) se vznikem sekundérnich hni-
savych lozisek. V postizenych organech (ktze, mlé¢nd zlaza, plice, jatra, ledviny, déloha, varlata,
klouby a kosti) se tvoii opouzdiené abscesy nebo empyémy.

U skotu patii k nej¢astéjsim manifestacim mastitida, endometritida (s moznym abortem) a ab-
scesy jater. Zde byva primarnim etiologickym agens ¢asto Fusobacterium necrophorum a onemocnéni
byva podminéno nevhodnou dietou s vysokym podilem jadra, vedouci k bachorové acidoze, ulceraci
bachorové sliznice a pruniku bakterii portalnim ob¢hem do jater. Synergie téchto dvou patogent se
uplatiiuje i u jinych infekei.

Infekce mlécné zlazy Trueperella spp. byva oznacovana jako ,,letni mastitida“, protoze se ¢asto
objevuje u krav na pastvé nebo zasusenych dojnic, coZ mozna souvisi s vyskytem hmyzu, ktery infekci
prenasi. Infekce vznika poranénim strukli a mlé¢né zlazy, ale mize také pochazet z délohy. Ma podobu
zavazné parenchymatozni mastitidy s vyraznym otokem postizené ¢tvrti, mléku nepodobnym pachnou-
cim sekretem a celkovymi piiznaky. Infekce se miiZe rozsifit na klouby a Casto také vede k pred¢asnému
porodu slabého telete nebo abortu.

Také u prasnic se setkavame kratce po porodu se septickou artritidou, jez je pravdépodobné
délozniho ptivodu.

1.1.3.2 Patogeneze

Virulence T. pyogenes je pfedevsim spjata s produkei toxind a enzymui poSkozujici buiiky a
molekuly extracelularni matrix. Adhezivni proteiny skupiny MSCRAMM, zprostiedkujici vazbu
k molekulam extracelularni matrix, jako je fibrinogen, fibronektin, elastin a kolagen, umoznuji koloni-
zaci a perzistenci v tkanich. Prikladem je CbpA. Navic T. pyogenes tvofi i fimbrie, coZ je u grampozi-
tivnich bakterii spiSe raritou. Hlavnim faktorem virulence je pyolysin O (PLO), péry tvofici choleste-
rol-dependentni cytolyzin s hemolytickymi, dermonekrotickymi a letalnimi G¢inky, ktery se zasadnim
zpusobem podili na modulaci imunitni odpovédi a obrané viéi fagocytoze, coz vede k akumulaci po-
lymorfonukleart a makrofagli v misté zanétu a masivnimu hnisavému procesu. Dale bakterie produ-
kuje neuraminidazu, serinové proteazy (zelatinaza, kaseinaza) a DNazu. Tyto enzymy by mohly hrat
roli kolonizac¢nich a invazivnich faktori a pomahat zajist'ovat pfisun zivin, uplatnuji se pti formaci bi-
ofilmu.

1.1.3.3 Diagnostika

Material z hnisavych 1ézi vySetfujeme mikroskopicky na pfitomnost baculatych grampozitiv-
nich ty¢inek jednotlivé nebo v drobnych shlucich a kultivujeme na krevnim agaru nejlépe pii 5 % CO.,
Kolonie jsou drobné, obklopené tizkou, ale ostrou zénou hemolyzy (produkce PLO). RozliSujicim dru-
hovym biochemickym znakem je fermentace xyldzy a produkce B-glukuronidazy. Z mutitesti lze pouzit
napt. systém API Coryne. T. pyogenes nereaguje v zadné modifikaci CAMP-testu, na rozdil od A. hae-
molyticum, které produkuje fosfolipazu D a tvoii reverzni CAMP reakci s S. aureus.

1.1.3.4 Terapie



Pro 1é¢bu infekei T. pyogenes je vhodné pouziti betalaktamovych antibiotik, tetracyklinti, mak-
rolidii nebo rifampicinu lokalné nebo systémové. Uginnost viak miize byt snizena obtiznym pronikanim
antibiotik do mista zanétu, hnisavé a nekrotické 1éze musi byt osetfeny chirurgicky.



1.2 Celed Corynebacteriaceae
1.2.1 Rod Corynebacterium

Bakterie rodu Corynebacterium jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni grampozitivni nespo-
rulujici ty€inky typického kyjovitého neboli ,,difteroidniho* tvaru, podle né&jz dostaly své jméno (co-
ryne = t. kyj). Do skupiny ,,koryneformnich* bakterii se voln¢ fadi i dalsi nepravidelné grampozitivni
ty¢inky, které mohou nabyvat podobného tvaru, napt. Trueperella, Actinobaculum, Arcanobacterium,
Propionibacterium nebo Bifidobacterium. Corynebacterium spp. patii do ¢eledi Corynebacteriaceae,
fadu Corynebacteriales z tfidy a kmene Actinobacteria, jednoho z dominantnich kmentt G+ bakterii
s vysokym podilem G+C bazi.

Bunécna sténa korynebakterii, podobné jako u pfibuznych ¢eledi Mycobacteriaceae a Nocardi-
aceae, se vyznacuje urcitou mirou acididorezistence diky obsahu diaminoepimelové kyseliny a myko-
lovych kyselin s krat§imi fetézci (C22 — 36). Vyjimku tvoii C. amycolatum. Jsou nepohyblivé, pozitivni
v katalazové a obvykle negativni v oxidazové zkousce. Rod obsahuje fermentativni, oxidativni i bio-
chemicky nereaktivni druhy. Typické baculaté, na konci kyjovité ztlustélé tycinky se usporadavaji do
pard, do tvaru pismene V nebo do kratkych nepravidelnych palisad, popisovanych jako ,,Cinska pis-
mena®. Tvoii kolonie husté, krémovité ¢i syrovité konzistence.

Pfirozenym habitatem korynebakterii jsou sliznice (dutina ustni, nosohltan, zvukovod) a ktize
¢lovéka i zvitat, vyskytuji se i v prostiedi. Neékteré nepatogenni druhy (C. glutamicum) nalezly vyuziti
V potravinaistvi pii zrani syrt nebo jako zdroj glutamatu napft. pfi vyrobé s6jové omacky. Jiné patii
K vyznamnym oportunnim nebo dokonce primarnim patogeniim ¢lovéka a zvitat.

1.2.1.1 Patogenita

Rada komenzalnich druhti korynebakterii miize zptisobovat u svych hostitelil ptileZitostné in-
fekce. C. amycolatum je béznym obyvatelem kize ¢lovéka a mize oportunné zptisobovat bakteriémie a
septické artritidy, C. bovis nachazime na sliznici strukovych kanalkd vemene skotu. Oba druhy jsou
asociovany s mastitidou skotu a snadno se pienaseji naptiklad dojicim zafizenim. C. auriscanis je ¢asto
izolovano pfi otitis externa pst. C. kutscheri obyva sliznice hornich cest dychacich a dutiny tstni labo-
ratornich hlodavci, jako jsou potkani, mysi a kiecci. U oslabenych jedincti zptisobuje dychaci a systé-
moveé infekce, ,,pseudotuberkulézu®, se vznikem kasedznich a nekrotickych uzlikl v plicich, jatrech,
ledvinach, kloubech nebo kuzi.

Skupina C. renale sestava ze tii druhti asociovanych s infekcemi moc¢ového traktu skotu, jako
je cystitida a pyelonefritida. Nejb&znéjsi z nich je C. renale. C. cystitidis zptisobuje ¢asto zavazné he-
moragické cystitidy, spojené s ulceraci mo¢ového méchyie a progredujici v pyelonefritidy. Naopak C.
pilosum zptsobuje spise mirné, nekomplikované infekce. VSechny tfi druhy se vyskytuji v dolnich ¢as-
tech urogenitalniho traktu jako komenzalové. Vznik onemocnéni zavisi na virulenci kmene a predispo-
zi¢nich faktorech, umoziujicich kolonizovat hlubsi tkané. U ¢loveéka zpisobuji urogenitalni infekce

napt. druhy C. urealyticum a C. glucurolyticum.

Nejvétsi vyznam ve veterinarni mediciné C. pseudotuberculosis, fakultativné intracelularni pa-
togen primarné malych pfezvykavct. Pseudotuberkul6zu neboli kaseézni lymfadenitidu charakterizuje
chronicky pyogranulomatozni zanét superficialnich nebo hlubokych miznich uzlin. Pfestoze hlavni eko-
nomicky vyznam ma toto onemocnéni ve velkych chovech ovci, C. pseudotuberculosis se vyskytuje ve
dvou biotypech: prvni se zamétuje na malé prezvykavce, u nichz zpiisobuje vyse popsanou kasedzni
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lymfadenitidu. Druhy biotyp se odliSuje schopnosti redukovat nitraty a je asociovan spiSe s infekcemi
skotu a koni, povrchovymi i hlubokymi abscesy a mastitidou. Specifickou manifestaci zejména u koni
je tzv. ulcerativni lymfangitida, projevujici se ulceracemi, abscesy a otoky distalnich ¢asti koncetin.
K infekci dochazi zpravidla disledkem koZnich odérek a jinych traumat (napiiklad pfi stfizi ovei). Muze
vSak dojit i k inhalaci aerosolt a primarni infekei plic. Zdrojem jsou nakaZzena zvifata a jimi kontami-
nované prostredi, Sifeni napomaha i hmyz.

U ¢loveka je nejvyznamnéj$im zastupcem tohoto rodu C. diphtheriae, ptivodce zaskrtu, znamy
produkei tzv. difterického toxinu. Tento toxin je kodovan bakteriofagem a vyskytuje se i u nékterych
kment C. ulcerans. Naopak nékteré kmeny C. diphtheriae zadny toxin netvofi. Zaskrt je nebezpectné
onemocnéni zejména déti; vznika pii infekci hornich cest dychacich toxinogennim kmenem bakterie.
Dochazi k nekroze, edému a vzniku fibrindznich pseudomembran pevné lpicich na sliznici nosohltanu,
jejichz vlivem miize dojit az k obstrukcei dychacich cest a duseni. Kromé toho systémové vstiebany toxin
poskozuje myokard, jatra a ledviny a ovlivituje funkci perifernich nervii. Jinou formou je kozni difterie
se vznikem ulcerativnich 1ézi. Tato forma je spojena se systémovym postizenim méné ¢asto. Netoxino-
genni kmeny zplsobuji mén¢ zavazna onemocnéni, podobné¢ jako jiné druhy korynebakterii: infekce
ran, endokarditidy a jiné oportunni infekce. C. ulcerans mutize byt izolovano z bovinnich mastitid.

1.2.1.2 Patogeneze

Patogenita a virulence se 1i$i nejen mezi jednotlivymi druhy korynebakterii, ale i mezi kmeny
vV ramci jednoho druhu. Méné¢ virulentni druhy/kmeny maji tendenci zptisobovat spise lokalni infekce,
se systémovym Sifenim pouze v ptipad¢ vyrazného oslabeni obrannych mechanismii. Vysoka virulence
souvisi s produkci specifickych faktort, zejména toxind: fosfolipaza D (PLD) produkovana C. pseu-
dotuberculosis a C. ulcerans a diftericky toxin C. diphtheriae, pfipadné C. ulcerans. PLD je sfingomye-
linaza s dermonekrotickymi a hemolytickymi G¢inky; poskozuje makrofagy. Kromé toho zplsobuje va-
zodilataci, coz ptispiva systémovému Sifeni bakterii. Diftericky toxin je komplexni A-B toxin, slozeny
Z receptorove, transmembranove (B) a katalytické domény (A), ktera blokuje proteosyntézu (mechanis-
mem ADP-ribosylace elonga¢niho faktoru 2). Poskozuje riizné typy bunék a vyznacuje se lokalnim i
systémovym ucinkem.

Korynebakteria zpisobujici mocové infekce (skupina C. renale) produkuji adheziny (pili),
které hraji ustfedni roli pti kolonizaci mocovych cest. Rozkladem mocoviny enzymem ureazou vznika
amoniak, ktery pfispiva k drazdéni a zanétlivym zménam sliznice. Exoprotein renalin $tépi ceramid
v membranach bun¢k a ma hemolytické G¢inky potencované stafylokokovou sfingomyelinazou C (p
toxin).

Kli¢ovym momentem patogeneze pseudotuberkuldzy se vznikem pyogranulomt je intracelu-
larni prezivani bakterii, k némuz ptispiva zejména ,,voskovita“ bunééna sténa s obsahem mykolovych
kyselin a dalSich lipidd. Jednotlivé slozky bunééné stény nejen poskytuji ochranu pied destrukci fago-
cytujicimi buiikami, ale maji samy o sob¢ také toxické ucinky.

Jak bylo jiz zmin€no, vstupni branou infekce jsou nejéastéji kozni traumata (ptipadné dychaci
trakt, urogenitalni trakt aj.). Bakterie jsou z mista infekce zanaseny makrofagy do povrchovych miznich
uzlin a dale hlubokych miznich uzlin a vnitfnich organt. JelikoZ nejsou makrofagy efektivné destruo-
vany, dochéazi k hromadéni zanétlivych bun€k a vzniku opouzdienych abscest s kasedznim obsahem,
jenz je, pokud dojde k otevieni abscesu, zdrojem infekce pro dalsi zvirata, pfipadné i ¢loveka (C. pseu-
dotuberculosis ma jisty zoonoticky potencial).
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1.2.1.3 Diagnostika

Korynebakteria patii mezi kultivacné pomérné nenaro¢né bakterie. Daji se snadno izolovat
z odebranych vzorki: hnisu a obsahu abscesti, moci, usnich vytérti, mléka apod. Dobrou pomocnou
diagnostickou metodu poskytuje mikroskopie; v natérech pozorujeme nepravidelné kyjovité G+ ty¢inky
Vv typickém usporadani (dvojice, palisady, ,,Cinska pismena®).

K izolaci pouzivame bézny agar s ov¢i krvi (aerobné, 37°C, 24 — 48 hodin). Korynebakteria
vytvareji pomérné malé kolonie, matné, zbarvené sed¢, krémovée az zluté, s voskovitou nebo mazlavou
konzistenci pfipominajici smetanovy syr. Zbarveni kolonii se 1i$i mezi druhy; C. cystitidis je obvykle
bilé, C. renale bled¢ Zluté a C. pilosum vyrazné Zluté. C. pseudotuberculosis a C. kutscheri byvaji bélavé
az Sedé a po n€kolika dnech nabyvaji drobivé konzistence. Kolem kolonii C. pseudotuberculosis a C.
ulcerans vznika uzka zona uplné hemolyzy (souvisi s produkci PLD). Hemolyzu mizeme pozorovat i
u n€kterych kment C. kutscheri a C. diphtheriae. V humanni mediciné se pouZivaji selektivni média
obohacena sérem a solemi telluru (Loefflertiv agar), na nichz korynebakteria tvoti Sedé az cerné kolonie.

K identifikaci se vyuziva fada biochemickych testt (redukce nitratt, St€peni eskulinu, produkce
ureazy a hippurikdzy) a multitestd (napt. API Coryne) nebo hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF.
K rozli§eni druht skupiny C. renale slouzi také hydrolyza kaseinu na mlé¢ném agaru (pozitivni u C.
renale) a hydrolyza Tween 80 (C. cystitidis). C. pseudotuberculosis a C. renale reaguji v CAMP testu
s S. aureus nebo R. equi. Zatimco interakce PLD s EQUI faktorem R. equi je synergicka a vede k zvy-
raznéni hemolyzy C. pseudotuberculosis, s betatoxinem S. aureus vznika tzv. reverzni CAMP reakce
— dochazi k potlaceni hemolyzy v misté styku kultiva¢nich ¢ar obou bakterii. C. renale (samo o sobé
nehemolytické) vykazuje standardni pozitivni CAMP reakci s betatoxinem S. aureus.

Produkeci difterického toxinu lze detekovat sérologickymi metodami, naptiklad jednoduchou
imunoprecipitaci, pii niz pozorujeme vznik precipitacni linie na agaru mezi mistem inokulace testova-
ného kmene a diskem s antitoxinem.

1.2.1.4 Terapie a prevence

Antibioticka terapie pseudotuberkulozy nebyva efektivni; antibiotika, i kdyz jsou u¢inna in
vitro, nepronikaji dovnitt abscest. Peniciliny, erytromycin nebo rifampicin lze pouzit jako podpirnou
terapii chirurgického oSetieni vnéjsich abscest. V Australii a ve velkych chovech ovci se pouzivaji re-
kombinantni antitoxinové vakciny, které sice neposkytuji stoprocentni ochranu, ale prispivaji ke snizeni
ztrat. C. bovis, skupina C. renale a dal$i zastupci byvaji citlivé k Siroké Skale latek, penicilinim, tet-
racyklinum, chinolontim a potencovanym sulfonamidiim. Také piipady zaskrtu u ¢lovéka se 16¢i vétsi-
nou penicilinem G, erytromycinem a rifampicinem. Vakcinace difterickym toxoidem je soucasti stan-
dardniho vakcina¢niho protokolu u déti a byva podavana v kombinaci s tetanovym a pertusovym toxo-
idem.
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1.3 Celed Propionibacteriaceae

Zastupci Celedi Propionibacteriaceae z fadu Propionibacteriales tvoii vesmées soucast prirozené
slizni¢ni mikroflory &lovéka i zvitat. Celed’ je zna¢né variabilni a zahrnuje ty&inky i koky s riznym
vztahem ke kysliku. Vlastni propionibakteria, pojmenovana podle schopnosti produkovat kyselinu pro-
pionovou, jsou anaerobni, ale aerotolerantni pleomorfni ty¢inky. Nékteré druhy pfedstavuji pomérné
vyznamné oportunni patogeny. Propionibacterium acidifaciens se mize podilet na patogenezi zubniho
kazu. P. avidum zptisobuje infekce kloubd v souvislosti s ortopedickymi zakroky (aplikace kloubnich
nahrad). Nejznaméj$im zastupcem je Cutibacterium acnes (diive P. acnes), obyvajici pfedevsim ve vy-
vodech sebacedznich 714z lidské kiize. Vyhovuje ji vysoka koncentrace mastnych kyselin, které vyuziva
jako zdroj energie. Pii nadprodukci kozniho mazu a ucpani vyvodu zlaz se bakterie pfemnozuji a vznika
zanét, do néjz se zapojuji 1 jiné oportunni kozni patogeny, naptiklad koagulaza-negativni stafylokoky.
Tato bakterie byla v souvislosti s akné popsana uz v 19. stoleti, ale uplatiiuje se v §irsi $kale oportunnich
infekci, v¢etné infekei kloubnich ndhrad, osteomyelitid a diskospondylitid, endoftalmitid a blefaritid.
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2. Aerobni aktinomycety

V této kapitole popiSeme zédstupce kmene Actinobacteria a fadu Actinomycetales, které v urcitém
stadiu rustu vykazuji vétveni nebo vlaknité formy a mohou byt ¢asteCné acidorezistentni diky obsahu
mykolovych kyselin a jinych lipidi v bunééné sténé: ¢eled’ Nocardiaceae (ktera s ¢eledémi Corynebac-
teriaceae a Mycobacteriaceae patii do podiadu Corynebacterinae) s rody Nocardia a Rhodococcus, ce-
led” Dermatophilaceae (podiad Micrococcinae) s rodem Dermatophilus a éeled” Streptomycetace (pod-
fad Streptomycinae) s rodem Streptomyces.

2.1 Celed’ Nocardiaceae
2.1.1 Rod Nocardia

Nokardie jsou aerobni vlaknité bakterie, které se vyskytuji saprofyticky ve vodach, pad¢ a tle-
jicich materidlech a mohou piileZitostné zpiisobovat lokalni ¢i diseminované pyogranulomatézni in-
fekce. Tvorti dlouhd, tenka vétvici se filamenta s koralkovitou strukturou, nékdy az fragmentovana na
fetizky pfipominajici streptokoky. Bunécna sténa obsahuje velké mnozstvi lipidii véetné mykolovych
kyselin s délkou mezi 46 — 66 uhliky, podminujici ¢aste¢nou acidorezistenci, ktera se ovsem muize kul-
tivaci ztracet.

Vétsina klinicky relevantnich izolati bylo diive fazeno ke komplexu N. asteroides, do 6 typtu
(I-VI) na zaklad¢ unikatniho profilu citlivosti k antimikrobialnim latkam. Molekularni analyza ptinesla
zasadni zmény — ptivodni komplex N. asteroides uz nema platnost a je dnes rozdéleny na nékolik valid-
nich druhti: N. abscessus (typ 1), komplex N. brevicatena/paucivorans (typ I1), komplex N. nova (typ
I11), N. wallacei (typ 1V), N. farcinica (typ V), komplex N. cyriacigeorgica (typ VI, diive N. asteroides
sensu stricto), aj. Nejvyznamnéj$imi pavodci plicnich a diseminovanych infekci se jevi N. cyriacige-
orgica a N. farcinica, ktera je zna¢né rezistentni napiiklad k cefalosporintim III. generace.

2.1.1.1 Patogenita a patogeneze

Nokardie jsou fakultativné intracelularni patogeny, slozky bunécné stény, do zna¢né miry po-
dobné mykobakteriim, jako je Kyselina diaminoepimelova (DAP), arabinogalaktan a mykolové ky-
seliny, ovliviiuji interakci s makrofagy, inhibuji fagolysozomalni fizi a spousti procesy vedouci ke
vzniku pyogranulomatdznich 1ézi; hnisavé procesy pievazuji. Preziti v makrofazich dale napomahaji
enzymy kataldza a superoxiddismutaza.

Nokardiozy jsou charakterizovany spise chronickym hnisavé-granulomat6znim zinétem Vv
riznych tkanich, nejcastéji traumatického ptivodu. Rozeznavame formy kutanni, pulmonarni a dise-
minované. Kozni infekce mivaji podobu abscesi, celulitid nebo tzv. mycetomii, pfipominajicich 1éze
zpusobované nekterymi plisnémi. Lymfokutanni forma vznika, kdyz zanét zasahne navic regionalni
mizni uzlinu, ktera hnisa nebo nekrotizuje. Zdrojem infekce je prostiedi. Méné Casto pronikaji bakterie
do organismu vdechnutim aerosolu. Podminkou vzniku inhala¢ni a pfedev§im diseminované formy je
imunosuprese; zejména oslabeni bunééné slozky imunity. Primarni lozisko pfi inhalacni infekci vznika
v plicich. Rentgenogram mize odhalit masu, kterou lze zaménit za plicni malignitu nebo za tuberkulozu.
Pokud zanét eroduje cévy, dochazi k hematogenni diseminaci infekce do sekundarnich lozisek v jatrech,
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ledvinach, kostech a kloubech. Nokardie maji zvlastni afinitu k CNS, encefalitida a mozkovy absces
jsou sice nastésti pomérné vzacné, ale vysoce zdvazné manifestace nokardiozy predevsim u ¢loveka.

U psu a kocek se ¢asto setkavame s nokardiézou ve formé pneumonie a pleuralniho empyému,
jez vznikaji nasledkem penetrujiciho poranéni, napt. pokousdnim nebo ostrym predmétem (migrujici
osiny). Stejné bézné jsou kutanni a subkutanni abscesy a mycetomy, jevici se jako nehojici se viedovité
rany. Zanét se mize rozsifit do prilehlych kosti (osteomyelitida). U skotu byva primarné postizenym
organem mlécna zlaza. Dale se, podobné jako u dalSich hospodaiskych zvitat, mohou vyskytnout pii-
pady pneumonii, lymfadenitid a abortti spojenych s placentitidou.

2.1.1.2 Diagnostika

Ptimou mikroskopii vzorkli (pfedevsim efuze a aspiraty, ptipadné stéry a otiskové preparaty)
Z postizenych mist mizeme odhalit typické shluky vlaken a drobnych kokobacilarnich forem, ptipomi-
najici mycelia plisni. Bakterie vykazuji variabilni acidorezistenci pfi barveni dle Ziehl-Neelsena. Dia-
gnoza vSak musi byt potvrzena piesnou identifikaci bakterie. Kultivace je pomérné narocna, miize trvat
az dva tydny, nez lze vySetieni ukoncit. Pii aerobni atmosféi‘e a 37°C (rostou v Sirokém rozmezi teplot)
na krevnim agaru tvoii nokardie nejprve po 2 — 3 dnech hladké, rizné pigmentované kolonie (bilé,
zluté, oranzové az Cervené), jejichz povrch se popisuje jako voskovity nebo, diky tvorbé tzv. vzdusnych
hyf, kiidovity nebo sametovy. Pozd¢ji se kolonie stavaji vrascitymi az granularnimi s nepravidelnymi
okraji. Pevné Inou k povrchu média a je obtizné nabrat je klickou. Vhodnym selektivnim médiem piimo
pro nokardie je pufrovany agar s kvasnicnym extraktem a aktivnim uhlim (BCYE). Rostou i na médiich
pro plisné (Sabouraudiv agar) nebo mykobakteria (Loewenstein-Jensen).

Druhova identifikace nokardii mtize byt ponékud obtizna. Pivodni komplex N. asteroides se
rozliSoval dle citlivosti k antibiotiklim na 6 riznych vzorcl rezistence. Toto ¢lenéni je dnes jiz obso-
lentni. Z biochemickych testt se k identifikaci nokardii tradi¢né pouzivaji testy hydrolyzy kaseinu, ty-
rosinu, xantinu a utilizace nékterych sacharidi (L-rhamnézy). Nokardie jsou striktni aeroby, katalaza-
a oxidaza-pozitivni. Precizni druhova identifikace obvykle vyzaduje zapojeni molekularnich metod,
jako je sekvenovani genu 16S RNA. Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF mize pfi ur€ovani izolatu
selhat.

2.1.1.3 Terapie

Za 1ék volby na nokardiozu se povazuje sulfametoxazol-trimetoprim, k némuz vétsina izolat
vykazovala citlivost; bohuzel posledni dobou se objevuje rezistence ¢im dal ¢astéji. Jako dal§i moznost
se nabizeji linezolid, amikacin, cefalosporiny 3. generace. Mastitida skotu je obtizné 1é¢itelna, postizené
zvite navic predstavuje zdroj infekce pro ostatni.

2.1.2 Rod Rhodococcus spp.

Bakterie rodu Rhodococcus jsou nepohyblivé, znacné pleomorfni grampozitivy, které se vétsi-
nou jevi jako koky nebo kratké tyCinky, ale obCas mohou tvofit i rozvétvend mycelia. Vyznacuji se
respiratornim metabolismem a rostou za aerobnich nebo mikroaerofilnich podminek. Vyskytuji se hojné
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Vv prostiedi, v pudé a ve vod¢, a vétSina zastupct je predmétem vyzkumu pro ¢etné moznosti technolo-
gického vyuziti, napf. jako bioremediacni organismy, rozkladajici organické polutanty, nebo pii zpra-
covani fosilnich paliv. Dva druhy maji vyznam jako patogeny: R. fascians napada rostliny, R. equi je
fakultativné intracelularnim ptivodcem pyogranulomatéznich infekei u saveil, zejména koni, ale také
prasat, skotu, ¢lovéka a jinych druhi.

2.1.2.1 Patogenita

Patogenita a hostitelska specifita riznych kmend R. equi je do zna¢né miry dana ptitomnosti
plazmidu, o kterych se jesté zminime podrobné&ji. R. equi je znam piedevsim jako puvodce absceduji-
cich bronchopneumonii hi‘ibat ve véku mezi 2 — 4 mésici, coz je doba poklesu kolostralnich protilatek.
Hiibata se nakazi inhalaci kontaminovaného prachu, proto také vyskyt infekci na postizenych farmach
obvykle kulminuje v suchych letnich mésicich. Zdrojem puidni kontaminace jsou sama infikovana hi-
bata, ktera vylucuji velké mnozstvi bakterii s faeces. V mensi mife mohou byt zdrojem i dospéli koné,
ptipadné jini bylozravci (bakterie kolonizuji stievo a jejich rist podporuje vysoké mnozstvi t€kavych
mastnych kyselin v hnoji). Nékteré farmy jsou postizeny endemickym vyskytem virulentnich kmeni R.
equi, jinde se infekce objevuje jen sporadicky.

Pyogranulomatézni pneumonie hiibat byva ve vice nez poloving ptipadid doprovazena extra-
pulmonarnimi lézemi, které¢ se mohou a nemusi klinicky projevovat; napt. priijmem pfi postizeni stfeva
a abdominalnich miznich uzlin (ulcerativni tyflokolitida, mezenteridlni lymfadenitida); mén¢ Casto se
nachdzeji abscesy v ledvinach, jatrech, kostech a jinych organech. Postizeni plic mize byt subklinické
az fatalni a infekce ¢asto probiha subakutné az chronicky, jako hnisava pneumonie s postupnou tvorbou
kasedznich plicnich abscest, jejichz pripadna ruptura vede ke vzniku fibrinézni pleuritidy (ptipadné
peritonitidy) a rozvoji septického Soku. Onemocnéni doprovazi nespecifické piiznaky jako febrilie, apa-
tie a ztizené dychani, kaSel nebo vytok v§ak nemusi byt ptitomny. Pomérné ¢asto vSak dochazi k auto-
imunitni polysynovitidé v disledku ukladdni imunokomplext nejcastéji v hlezennim a kolennim
Kloubu. R. equi z hiibécich infekci obvykle nese plazmid kodujici protein VapA, povazovany za marker
vysoké virulence.

U prasat zptsobuje R. equi chronické cervikalni lymfadenitidy se vznikem granulomat6znich
1ézi na prvni pohled nerozlisitelnych od mykobakteriézy (komplex M. avium). Nejcastéji byvaji posti-
Zeny submaxilarni mizni uzliny. Kmeny R. equi izolované z prasat jsou asociované s plazmidy koduji-
cimi protein VapB a povazuji se za kmeny se stiedni virulenci. K infekci mtze dojit napt. ingesci kon-
taminované podestylky.

U skotu, koz a u n€kdy i clovéka, pst, kocek aj. dochazi sporadicky k postiZeni riznych miznich
uzlin. Tyto izolaty vykazuji obvykle nizkou virulenci a plazmidy jim bud’ Gplné chybi, nebo nenesou
geny pro proteiny Vap. Postizeny byvaji retrofaryngealni, bronchialni i mediastinalni mizni uzliny. Skot
a prasata mohou predstavovat potencialni zdroj infekce pro ¢lovéka. Ohrozeni jsou zejména imunokom-
promitovani lidé (pacienti prodélavajici chemoterapii, pacienti s AIDS), u nichz dochazi k nebezpecné
plicni formé pfipominajici tuberkulézu.

2.1.2.2 Patogeneze

Rodokoky jsou adaptovany na piezivani v makrofazich. Naopak neutrofily je G¢inné ni¢i. Pti
vstupu do organismu inhala¢ni cestou jsou jejich primarnim cilem alveolarni makrofagy. V jinych pfi-
padech dochézi k primarni interakci v miznich uzlinach. Oba ptipady vedou ke vzniku opouzdienych
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pyogranulomatdznich uzlikid a abscest. Akutni 1éze se vyznacuji vétsim podilem neutrofild a vétsi ten-
denci kolikvovat, chronické jsou tuzsi. Pfi provaleni abscest se infekce miize §ifit do sekundarnich lo-
zisek v jinych organech nebo dochazi k systémové zanétlivé odpovedi a septickému Soku.

Virulence R. equi je az pozoruhodné jednoznaéné spjata s ptitomnosti velkych plazmidu nesou-
cich geny pro proteiny Vap (virulence-associated proteins). Hiibéci izolaty, které vykazuji nejvyssi
virulenci, obvykle koduji povrchovy protein VapA. Dany se nachazi na tzv. ostrove patogenity spolu
s dalsimi geny vap (vapC, D, G, E, H). Exprese ostrova se spousti vnéjsi teplotou (mezi 34 —41°C) a
nizkym pH a koreluje se schopnosti kmene piezivat v makrofazich, ackoli ptesna funkce jednotlivych
proteind neni dosud objasnéna. Ostrov patogenity prasecich ,,stfedné virulentnich® kmenti ma ponékud
odlisnou strukturu a koduje VapB, zatimco slabé virulentni a avirulentni izolaty z prostiedi, infekci
ptezvykavcet, ¢lovéka a dalsich savcl Casto plazmidy viibec neobsahuji nebo jim chybi ostrov patoge-
nity. Plazmidy s vapA a vapB jsou vzajemn¢ inkompatibilni, tyto dva geny se nikdy nenachazi spolecné
u jednoho kmene.

Ackoli se zda, Ze pfitomnost proteini Vap jsou rozhodujici pro vysokou virulenci R.equi, sku-
teCny fundament patogenity této bakterie predstavuje ziejmé bunécna sténa, kterd svym sloZenim je
velmi blizka bunééné sténé¢ mykobakterii a také interakce s imunitnim systémem pii tvorbé typickych
pyogranulomatoznich 1ézi je podobna. Spoc¢iva ve schopnosti bakterii pieZivat v makrofazich, mo-
dulovat proces fagocytdzy a tvorbu cytokintl. Buné¢na sténa je tvorena peptidoglykanem, arabinogalak-
tanem a mykolovymi kyselinami, které nejspis funguji jako zhasece reaktivnich kyslikovych radikald,
a proto plati, ze ¢cim del$i maji fetézce, tim jsou ucinné&jsi. Dale bunécna sténa obsahuje monomykolat a
dimykolat trehalozy, kardiolipin a pfedevsim lipoarabinomanan (LAM). LAM R. equi se strukturalné
¢astecné odliSuje od LAM mykobakterii a nokardii, obsahuje tzv. man6zové ¢epicky a ovlivituje zptsob,
jakym bude bakterie fagocytovana, a produkci ranych cytokind. O osudu fagocytované bakterie rozho-
duje z velké casti to, jakym receptorem je fagocytoza zprostiedkovana; zatimco proces spustény recep-
torem FcR (fagocytoza zprostiedkovana protilatkami) vede k rychlé fagolysozomalni fuzi a efektivni
likvidaci bakterie produkty oxidativniho vzplanuti, totéz se ned¢je, pokud jsou zapojeny komplemen-
tové a manozové receptory (CR, MR). LAM vaze MBP (mannose-binding protein) a spousti tak lekti-
novou cestu aktivace komplementu a pohlcovani bakterii interakei s receptory, které neindukuji dosta-
tecné rychly a efektivni proces likvidace, zahrnujici maturaci fagozomu, oxidativni vzplanuti a produkci
cytokinti IFNy a IL-12, dilezitych pro aktivaci specifické bunéné odpovédi. Dilezitou roli protilatkami
zprostiedkované fagocytoézy podporuje uz fakt, ze se onemocnéni vyskytuje praveé u hiibat v dob¢ po-
klesu hladiny matetskych protilatek.

V dalsi fazi bakterie inhibuji zrani fagozomu (za normalnich okolnosti fagozomalni membréana
postupné méni svou strukturu, exprimuje jiné markery a ziskava schopnost fizovat s lysozomy). Zde se
pravdépodobné uplatiuji predev§im produkty ostrovil virulence Vap. Je jasné, ze interakce mezi mak-
rofagy a bakteriemi je velice dynamicka a variabilni. Makrofagy se snazi zajistit acidifikaci fagozomu,
jeho fuzi s lysozomem, produkei reaktivnich forem kysliku a dusiku a expresi klicovych cytokinii; bak-
terie délaji vSe pro to, aby jim v tom zabranily. Lipidové slozky bunééné stény, ale také enzym katalaza
zajist'uji znacnou rezistenci rodokokt viici produktlim oxidativniho vzplanuti a kyselému prostiedi.

Rodokoky tvofi také kapsulu, jejiz role v patogenezi vSak neni jednozna¢na. Dale produkuje
exoenzym cholesteroloxidazu, tzv. equi faktor, ktery poskozuje membranu hostitelskych bunék a po-
maha uvoliovat ziviny. Tento enzym se uplatiiuje v diagnostice, nebot’ vykazuje CAMP reakci s fosfo-
lipazou D a stafylokokovym betatoxinem.
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2.1.2.3 Diagnostika

Pti podezieni na rodokokovou bronchopneumonii je nejlepsi odebrat bronchoalveolarni lavaz
nebo trachealni vyplasek. Z odebranych vzorkt 1ze pfimo zhotovit cytologicky preparat a patrat po mak-
rofazich s pohlcenymi bakteriemi. Dale vzorky kultivujeme na krevnim agaru 24 — 48 hodin za pfistupu
kysliku; R. equi tvoii lesklé mukozni kolonie jako kapky mléka s rizovym nadechem. Sam o sobé ne-
tvofi hemolyzu, ale equi faktor interaguje v CAMP testu s fosfolipazou D C. pseudotuberculosis nebo
betatoxinem S. aureus za vzniku aplné hemolyzy. Stejnym zplisobem miiZzeme vySetfovat vzorky ab-
nativné lze pouzit k ptimé detekci testy PCR. R. equi produkuje katalazu, ureazu a nitratreduktazu,
sacharidy nevyuziva a je negativni na oxidazu.

2.1.2.4 Terapie

K 1é¢bé rodokokové pneumonie hiibat se vyuziva kombinace rifampicinu s néjakym makroli-
dem — erythromycinem, azithromycinem, nejlépe vsak s klarithromycinem. Pouziti fluorochinolont se
nedoporucuje pro mozné poSkozeni chrupavek. VySe uvedena kombinace antibiotik muze piedstavovat
urcité nebezpeci pro matku hiibéte — mtze zpusobit disturbanci dospélé stfevni mikroflory vedouci az
k fatalni pseudomembranozni kolitidé zptusobené C. difficile.

2.2 Celed Dermatophilaceae
2.2.1 Rod Dermatophilus

Dermatophilus congolensis, jediny vyznamny zastupce rodu z ¢eledi Dermatophilaceae, pod-
fadu Micrococcinae a fadu Actinomycetales, je bakterie ojedin€la svou morfologii a zivotnim cyklem.
Je to fakultativni anaerob, preferujici vyssi koncentraci COy, ktery vytvaii vétvena vlakna, délena po-
délnymi a ptiénymi septy, takze vznikaji balicky s n€kolika fadami kokoidnich nebo kuboidnich bunék.
Ty se uvolnuji z vlaken a mohou ptezivat i v nepfiznivych podminkach. Stavaji se pohyblivymi zoospo-
rami, opatienymi bi¢ikem, které postupné kli¢i v nova vlakna a cyklus se mtize opakovat.

D. congolensis je obligatnim parazitem, v prostiedi jako saprofyt neroste, a jeho vyskyt je vazan
predevsim na kuzi skotu, malych piezvykavci a koni, ktefi mohou byt ptilezitostné zdrojem infekce pro
jiné druhy vcetné ¢lovéka. Vyskytuje se po celém svéte, nejvetsi problém vsak predstavuje v tropickych
oblastech, zejména v Africe. Jeho rist vyrazné€ podpofi teplé a vlhké prostiedi, proto i v naSich podmin-
kach dermatofiloza propuka zejména na podzim, v obdobi intenzivnich de$tth pfi ne zcela idedlnich
chovatelskych podminkach. V oblastech s mirnym podnebim onemocnéni postihuje ovce vice nez koné
a skot.

2.2.1.1 Patogenita a patogeneze

Dermatofildza, diive streptotrichdza, je nakazliva povrchova exsudativni koZni infekce, ktera
se prenasi kontaktem mezi zvifaty nebo i zprostfedkované, napiiklad hmyzem a klistaty. Pohyblivé
zoospory, ptitahovany vyssi koncentraci CO, aktivné penetruji pokozku, zejména je-li macerovana vlh-
kem ¢i jinak porusena. Vnimavost souvisi zfejmé i s oslabenim imunitniho systému, citlivéjsi jsou mlada
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nebo stresovana zvitrata. Bakterie kolonizuji chlupové folikuly, produku;ji fosfolipazy poskozujici mem-
brany bunék a proteolytické enzymy narusujici mezibunécéné spoje. Hyfy proristaji v izkém kontaktu s
keratinocyty a vyvolavaji imunitni odpovéd’. Misto je rychle infiltrovano neutrofily. Dochazi k exsudaci
a Supinaténi kiize, exsudat na povrchu zasycha a tvoii krusty kryjici zarudlou spodinu. Muze se objevit
hnisani a pustuly. Chlupy se lepi k sobé a lamou se. Bakterie mohou dlouhou dobu ptezivat v odloupa-
nych krustach a Supinkach. Typicky klinicky obraz muze zastfit sekundarni infekce oportunnimi bakte-
riemi. Chronické faze se vyznacuje hyperkeratdézou a bradavcitymi lézemi akumulovanymi k sob¢ a
Casto pokryvajicimi velké plochy ktze.

Mezinarodni neoficialni nazvy vyjadiuji vzhled onemocnéni a postizenou Cast téla. Napriklad
nazev ,,lumpy wool* (néco jako srazena, hrudkovita vlna) se pouziva, jsou-li postiZzeny oblasti pokryté
vlnou u ovci. Podobnym lézim na hlavé a hibeté u koni a skotu se tika ,,rain scald* (destova opatenina).
Postizeni distalnich ¢asti koncetin, souvisejici Casto se stanim na vlhkém, bahnitém podkladu, se nazyva
,.greasy heel“ u koni a ,,strawberry footrot* u skotu a ovci.

2.2.1.2 Diagnostika

Na vySetieni je nejvyhodnéjsi odebirat krusty a Supinky pokozky, k odbéru Ize pouzit napt. ste-
rilni skalpel nebo kartacek na zuby. Odhalenou hnisavou spodinu otiskneme na sklicko. Takto odebrané
vzorky vySetfujeme cytologicky, barvime dle Grama nebo Giemsy. Pozorujeme velmi typické shluky
hyf, slozenych z fetizk kokoidnich bun¢€k v né€kolika fadach, které se rozpadaji na jednotlivé koky. Je
mozno zhotovit t€Z histologické preparaty.

Pted kultiva¢nim vySetfenim je vhodné vzorek specifickym zptisobem zpracovat. Vyuzivame
aktivni migrace zoosp6r do prostiedi s vhodnym pomérem kysliku a oxidu uhli¢itého. Krusty a chlupy
inkubujeme nékolik hodin pfi laboratorni teploté ve fyziologickém roztoku. Zoospory zatim stoupaji
k hlading. Posléze pipetou nebo klickou odebirame 10 — 20 ul z povrchové vrstvy a ockujeme na krevni
agar. Po nejméné 48 hodinach (ale je nutno nechat n¢kolik dni, nez vysetieni ukon¢ime) pii 37°C a 5 —
10 % CO2 lze pozorovat drobné Sedé kolonie, pevné vrostlé do média. Pozd¢ji ziskavaji hruby, vraséity
vzhled a zbarveni do zlatova az oranzova. Jsou obklopené zoénou uplné hemolyzy.

D. congolensis je pozitivni na katalazu, ale jinak je vétSina kmend biochemicky dost inertni
(vyjimkou je produkce ureazy nékterymi kmeny) a sacharolyticka aktivita je pomérné nizka. Mikrosko-
picky vzhled je vétsinou natolik typicky, ze staci k identifikaci.

2.2.1.3 Terapie

V akutni fazi infekce ¢asto staci zlepSeni chovnych podminek a odstranéni predispozi¢nich
faktord k tomu, aby se zvifata uzdravila sama od sebe. Je vSak tfeba dbat na to, ze dermatofildza je po-
tencialné zoonoticka. Zavazné pripady a rozsahlé 1éze je vhodné 1é¢it antibiotiky (peniciliny, tet-
racykliny aj.). Vakciny byly vyvinuty, ale bézn¢é se nepouzivaji.
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2.2.3 Rod Streptomyces

Obrovské mnozstvi druhil rodu Streptomyces z ¢eledi Streptomycetaceae, podiadu Streptomy-
cinae a fadu Actinomycetales se vyznacuje zvlastnim klinickym vyznamem, nebot’ obrazné feceno stoji
spiSe na opacné stran¢ barikady; jedna se totiz o nejvyznamné;jsi ptfirozené producenty antibiotik. Jejich
vyznam coby patogentl je maly, piestoze prilezitostné byly klinické infekce zaznamenany.

Streptomycety jsou acrobni grampozitivni vlaknité bakterie s velmi charakteristickou strukturou
pfipominajici plisn€, za néz byly také diive povazovany (jedna se vSak o pravé prokaryotické orga-
nismy). Jejich vétvené vegetativni hyfy, které vrustaji do substratu, z néhoz berou ziviny, tvofi tzv. sub-
stratové mycelium. Na druhé stran¢ v urcité fazi vyvoje vytvareji navic tzv. vzdusné mycelium, na kte-
rém vznikaji fetizky a zavity kulovitych ,,spor (nejedna se endospory!). Streptomycety jsou nepohyb-
livé, ale dokédzou se Sifit praveé rozsevem spor, z nichz vyrlstaji novd mycelia.

Streptomycety jsou Siroce rozsifené v prostiedi. Jejich ptivodnim habitatem jsou rostliny. Tato
interakce je velmi starobyla; prvni streptomycety kolonizovaly rostliny asi pfed 500 miliony lety. Jejich
mycelia vristaji do pletiv odumielych rostlin a enzymaticky napomahaji jejich rozkladu. Schopnost
produkovat latky s antibiotickymi a antifungalnimi t€inky vznikla zfejmé jako zbraii k potlaceni ristu
konkurujicich plisni. Prvnim izolovanym antibiotikem streptomycet byl, jak jinak, streptomycin (S. gri-
seus), pouzity ve 40. letech k 1é¢bé tuberkuldzy. Od té doby bylo ze streptomycet izolovano uctyhodné
mnozstvi dalSich antibiotik, jako je napfiklad chloramfenikol (S. venezuelae), fosfomycin a neomycin
(S. fradiae), linkomycin (S. lincolnensis), tetracyklin (S. rimosus, S. aureofaciens), kyselina klavulanova
(S. clavuligorus), ale i antimykotik — amfotericin B (S. nodosus) a natamycin (S. natalensis), antipara-
zitik — ivermektin (S. avermitilis), a cytostatik — napt. bleomycin (S. verticillus).

Nékteré druhy mohou zpiisobovat onemocnéni rostlin a vzacné jsou zaznamenany i ptilezitostné
infekce saven, pfevazné v podobé aktinomycetomu; napt. S. albus a S. somaliensis vSak byly asociovany
S ptipady pneumonii a keratitidy u clovéka.

Streptomycety jsou velmi Casto izolovany v béznych laboratornich podminkach jako konta-
minanty z prosttedi bez klinického vyznamu. K ristu viak samy preferuji teplotu kolem 30°C. Casto si
vS§imneme okrouhlych kolonii s nejprve hladkym povrchem a tuhou, voskovitou strukturou, pevné vrost-
Iych do média, takZe nejdou dobie nabrat klickou. Za vhodnych podminek kolonie tvoii vzdusna myce-
lia a jejich povrch se zvrasiiuje, ziskdva sametovy az prasny vzhled. V této fazi jsou také produkovany
sekundarni metabolity, jako jsou antibiotika. Mohou se tvofit i pigmenty. V mikroskopu pozorujeme
slozité propletend vlakna, nékdy mizeme zaznamenat i typicke fetizkovaténi pti tvorbé spor (na vege-
tativnim myceliu se spory tvofi jen ojedinéle). Buné¢na sténa obsahuje kyselinu L-diaminoepimelovou,
ale ne mykolové kyseliny. Streptomycety jsou aerobni organismy s oxidativnim typem metabolismu.
Produkuji katalazu a redukuji nitraty, rozkladaji zelatinu a kasein, skrob, eskulin a n¢které dalsi mole-
kuly. Identifikace hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF byva €asto netispésna.
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2.3 Rod Mycobacterium

Rod Mycobacterium je jedinym zastupcem Celedi Mycobacteriaceae z fadu Actinomycetales,
tfidy a kmene Actinobacteria. Jsou to aerobni nepohyblivé bakterie se zvlastni stavbou bunécné stény,
ktera rozhoduje o fad¢ specifickych vlastnosti mykobakterii. Morfologicky jsou to §tihlé, lehce zahnuté
nebo rovné ty¢inky (0,2 — 0,6 X 1 — 10 um), které se mohou vétvit a ¢asto je miizeme pozorovat uspora-
dané ve shlucich a propletenych zmétich, které mohou ponékud ptipominat plisfiové mycelium. Odtud
barvivo. Mykobakteria jsou modelovym zastupcem skupiny zvané ,,mycolata®, kam mizeme zahrnout
také rody Corynebacterium, Rhodococcus, Nocardia a Gordonia, které vykazuji ¢aste¢nou nebo uplnou
acidorezistenci diky obsahu mykolovych kyselin v bunééné sténé. Mykolové Kyseliny jsou a-alkyl-f3-
hydroxy-mastné kyseliny, pficemz délka jejich fetézct koreluje se schopnosti odolavat odbarveni kyse-
lym alkoholem (acidoalkoholorezistenci). Mykolové kyseliny mykobakterii dosahuji délky 70 — 90 C,
zatimco u jinych ,,mykolat” je to méné (Corynebacterium 22 — 36 C, Rhodococcus 34 — 54, Nocardia
50— 62 C atd.).

Tato zvlastni bunécna sténa s vysokym obsahem lipidt (n€které jeji slozky budou popsany po-
drobnéji) ma nékolik zasadnich implikaci pro ekologii, patogenezi a moznosti diagnostiky. Zaprve je to
jiz zminéna acido(alkoholo)rezistence, tedy zna¢na odolnost vii¢i uéinkiim kyselin, ktera se projevuje
schopnosti zadrzet barvivo pii odbarvovani kyselym alkoholem a vyuziva se diagnosticky pfi barveni
dle Ziehl-Neelsena. Acidorezistence se muze li§it mezi druhy a také v riznych fazich ristu. Bunééna
sténa poskytuje mykobakteriim, at’ uz se jedna o saprofytické nebo parazitické druhy, také znacnou
odolnost ve vn&jsim prostiedi: k UV zafeni, relativné vysokym teplotam (snesou 60°C az 30 minut) a
také k fad€ béznych antiseptik, jako je chlorhexidin nebo kvarterni amoniové soli. Vhodné jsou naopak
alkoholy, formalinové pary nebo kyselina peroctova, ale i jejich G¢innost mlze byt sniZena, jsou-li my-
kobakteria skryta v hlenu ¢i jiném materialu.

Bunéc¢na sténa mykobakterii a specificky jednotlivé jeji slozky interaguji s buiikami imunitniho
systému, moduluji jejich chovani a produkeci cytokint a hraji tedy klicovou roli v patogenezi mykobak-
terioz. Mykobakteria jsou adaptovana na dlouhodobou perzistenci v makrofazich a vyvolavaji tak u
svych hostiteltl obvykle chronicka progresivni onemocnéni. Neméné dalezitym disledkem silné bu-
nécné stény je z diagnostického hlediska vyrazné pomaly rist patogennich mykobakterii. Pfenos zivin
a dalsich molekul pres buné¢nou sténu je naro¢ny a vyzaduje specialni transportni systémy.

2.3.1 Klasifikace

Rychlost ristu je diilezitym znakem, podle kterého rozlisujeme skupinu rychle rostoucich (maji
genera¢ni ¢as do 6 hodin, kolonie se pfi kultivaci in vitro objevuji za méné nez 7 dni) a pomalu rostouci
mykobakteria (vyzaduji tydny az mésice). Mezi rychle rostouci mykobakteria patii obecné saprofytické,
malo patogenni druhy, napt. M. smegmatis, M. fortuitum a M. chelonae/M. abscessus. Naproti tomu
klinicky vyznamné skupiny, jako je komplex M. tuberculosis, komplex M. avium, M. marinum, M. ul-
cerans a M. leprae rostou pomalu. Genera¢ni ¢as M. tuberculosis je 24 hodin a M. leprae (rostouci pouze
intracelularné) vykazuje viibec nejdelsi generacni cas ze vSech znamych bakterii — miZze trvat az 14 dni.

Jinym pomocnym znakem, na némz je zalozena tzv. Runyonova klasifikace netuberkuléznich
mykobakterii (tj., jinych nez MTC), je produkce pigmentil koloniemi na pevném médiu. RozliSujeme
nechromogenni druhy, které pigmenty neprodukuji, pfedevsim dulezité patogeny MAC a M. ulcerans.
Jedna se o Runyonovu skupinu III. Do skupiny I patii fotochromogenni druhy, které produkuji vétSinou
zluté az oranzové karotenoidni pigmenty pouze za piistupu svétla (napt. M. marinum, M. kansasii),
zatimco skotochromogeny skupiny Il (jako je M. scrophulaceum) tvofi pigmentované kolonie i bez
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ucinku svétla. Tyto prvni tii skupiny zahrnuji pomalu rostouci mykobakteria. Stranou stoji Runonova
skupina IV, do niz patfi rychle rostouci druhy (viz vyse). Ty vétSinou pigment netvori.

Nejpodstatnéjsi pro rozdélovani mykobakterii je ovSem klinické a epidemiologické hledisko.
Zcela obecné a nepfili§ pfesné¢ mizeme rozliSovat mezi druhy saprofytickymi, jejichz primarnim re-
zervoarem je prostedi (napf. rychle rostouci druhy, M. kansasii, M. intracellulare) a obligatné parazi-
tickymi, jez samostatn¢ v prostiedi nerostou a jsou adaptovany primarné na urcité hostitelské druhy
(MTC, M. marinum, M. avium ssp. avium nebo paratuberculosis). Nejbéznéji pouzivana klasifikace
vychazi z humanni mediciny a je zalozena na vyznamu jednotlivych skupin pro ¢lovéka. Vyznamem na
prvnim misté stoji tuberkulézni mykobakteria, tedy komplex M. tuberculosis (MTC), zahrnujici M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. canettii, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, ktery je pivod-
cem ,,typickych® tuberkuldznich zmén ¢lovéka a jinych savet. Stranou stoji M. leprae, obligatni intra-
celularni patogen a ptivodce lepry ¢lovéka. Zbytek pomalu rostoucich mykobakterii je zahrnut ve sku-
pin¢ tzv. netuberkuléznich mykobakterii (NTM), jinak téz atypickych. To je velice riznoroda sku-
pina, obsahujici jak obligatné patogenni, tak saprofytické druhy. Pfedev§im se jedna o komplex M.
avium (MAC; zahrnuje M. avium se 4 poddruhy, ssp. avium, ssp. hominissuis, ssp. paratuberculosis, a
ssp. silvaticum; dale se sem pfifazuje M. intracellulare, M. chimeara, M. colombiense), M. kansasii, M.
marinum a M. ulcerans. Dale miZzeme jmenovat M. Xenopi, M. simiae, M. genaviense, M. bohemicum,
M. scrophulaceum a mnohé dalsi. Jejich spoleénym znakem je, Ze u ¢lovéka jsou asociovany s ,,atypic-
kymi* infekcemi, jako jsou ulcerujici kozni 1éze a kréni lymfadenitidy. U zvlasté imunosuprimovanych
lidi jsou vsak pfic¢inou vaznych infekci plicnich, stfevnich a systémovych. Spise na okraji klinického
zajmu pak stoji rychle rostouci saprofyticka mykobakteria (RGM, rapid-growing mycobacteria), ktera
se uplatiuji pti zavazné imunosupresi jako oportunni pivodci infekei kize, mékkych i tvrdych tkani,
vzacné i diseminovanych forem s postizenim napt. CNS.

2.3.2 Vyskyt

Rychle rostouci a mnoha netuberkul6zni pomalu rostouci mykobakteria, jako je M. avium ssp.
hominissuis, M. kansasii, M. fortuitum, M. xenopi, M. ulcerans aj. jsou rozsifena Siroce v prostiedi a
rostou saprofyticky v nejruznéjsich nikach; ve vod¢, v padé, v asociaci s zivymi organismy. Vyhovuje
jim mirna kyselost a slanost, nékteré, napt. M. marinum, preferuji vysoké koncentrace soli. Hydrofobi-
cita bunééné stény je ve vodnim prostiedi vyhodou a navic umoznuje snadnou disperzi ve form¢ aero-
solu. Environmentalni mykobakteria s oblibou tvofi biofilmy na vlhkych povrsich s vysokym odparem.
Nachazime je v prirodnich vodnich zdrojich, jako jsou jezera a prameny, ale také v rozvodech pitné a
napéjeci vody a vodnich zdrojich v domécnosti a v nemocnicich, kde mohou byt zdrojem nosokomial-
nich mykobakterioz. Biofilm ve sprchové hlavici se povazuje za obzvlast rizikovy pro vznik plicnich
infekci imunosuprimovanych lidi (napf. pacienti s HIV nebo po chemoterapii). Chlorovani pitné vody
ve 2. poloviné 20. stoleti mélo také vliv na prevalenci jednotlivych druhti; v jeho diisledku naptiklad M.
avium, zna¢né rezistentni vii¢i chlorovym slou¢eninam, téméft vytla¢ilo M. scrophulaceum, v minulosti
hlavniho puvodce détskych krénich lymfadenitid (krtic).

Kromé vody nachazime netuberkul6ézni mykobakteria i v hlin€, v prachu, mechu a nejriznéjsich mate-
ridlech, které se pouzivaji jako podestylka pro domaci zvifata, napt. raselin€. Ingesce téchto materialti
se povazuje za zdroj mykobakteridéz zejména u prasat.

Ptes jejich relativné nevyhranéné hostitelské spektrum se netuberkul6zni mykobakteria nepo-
vazuji v pravém smyslu za zoonotické patogeny, ale jejich vyznam je v tomto ohledu mozna podceno-
van. Byly zaznamenany piipady infekce ¢lovéka M. avium, jejichz zdrojem byla driibez nebo dribezi
produkty. Kmeny izolované z prasat jsou navic velmi podobné lidskym izolatim — prase potencialné
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vyznamnym zdrojem netuberkuldéznich mykobakterii, zejména M. avium a M. intracellulare, pro ¢lo-
veéka. Vzacné mohou takové riziko predstavovat i doméci mazli¢ci, imunosuprimovani psi a kocky
s chronickymi diseminovanymi infekcemi. Mykobakteria (zejména M. marinum, M. chelonae, ale i M.
avium) také rostou v asociaci s riznymi vodnimi zZivoéichy, jako jsou musle a korysi, a ¢asto zptisobuji
infekce vodnich obratlovcl. Pravé akvarijni rybi¢ky byvaji zdrojem koznich infekci M. marinum na
rukou chovateld, ktefi se nakazi pfi manipulaci s kontaminovanou vodou a ¢isténi akvaria.

Z evoluéniho hlediska je velice vyznamna interakce mykobakterii s vodnimi a ptidnimi amé-
bami (Acanthamoeba spp., Echinamoeba spp., Vermamoeba spp. aj.). Tito prvoci se bézné krmi bakte-
riemi a rychle rostoucimi mykobakterii. Néktera mykobakteria jsou v8ak odolna; nechaji se sice spolk-
nout, ale nenechaji se stravit a misto toho si z builky vytvoii bezpecny ukryt; améba splace nad vydél-
kem. Mykobakteria se potom nalézaji i v cystach améb. Pozoruhodné je, ze praveé odolnd mykobakteria,
schopna preziti v amébach, vykazuji vyssi virulenci pro obratlovce (kufeci a mysi modely) a také rezi-
stenci k antibiotiktim. Tak prakticky nepatogenni M. smegmatis je Gsp&$né amébami straveno, zatimco
M. avium, M. fortuitum a dalsi perzistuji. Podobné jako u Legionella spp. pifedpokladame, Ze praveé
adaptace na améby je podkladem schopnosti mykobakterii invadovat makrofagy a manipulovat s jejich
funkcemi, coz je pravé leitmotivem patogeneze vSech mykobakterialnich infekci.

Na okraj poznamenejme, Ze tato ubikvitarni environmentalni mykobakteria se vyvijela po tisice
let v uzké interakci se zvifaty i s ¢lovékem a jejich vliv nemusi byt nutné pouze skodlivy. Naopak, tzv.
hygienicka teorie predpoklada, ze nariist autoimunitnich onemocnéni a alergii v rozvinutych zemich
béhem 20. stoleti souvisi se zavedenim nékdy az prehnanych hygienickych navyka, které zbavuji imu-
nitni systém impulzii nezbytnych pro zdravy vyvoj imunitniho systému. Takto ,,necviceny* imunitni
systém ma tendenci k dysregulaci. Skodlivy je proto jak extrémni infekéni tlak v nevhodnych Zivotnich
podminkach, jak je tomu v mnohych rozvojovych zemich, tak i nedostatek infekéniho tlaku.

S ponékud jinou situaci se setkavame v pripad¢ obligatné ,,parazitickych® druhit mykobakterii,
Vv prvni fadé tedy komplexu M. tuberculosis (MTC) a M. leprae. Tyto bakterie jsou sice odolné ve vnéj-
§im prostfedi a mizeme se s nimi setkat v nejriznéjsich materialech podobné jako s NTM, ale nejsou to
saprofyté, primarnim zdrojem kontaminace je hostitelsky organismus: lidé v ptipadé M. tuberculosis a
M. africanum, skot a jina zvitata (napiiklad jezevci) u M. bovis, kozy u M. caprae, tuleni u M. pinnipedii,
hrabosi u M. microti. Mezidruhovy pienos je mozny, ale rizné druhy vykazuji riiznou miru vnimavosti.
M. leprae je extrémni ptipad, jehoZ ptirozenym hostitelem je ¢lovék a jen malo jinych savci je vnima-
vych k této infekci — v prvni fadé je to pasovec devitipasy, ktery se pouziva jako experimentalni orga-
nismus. Mezi obligatni patogeny mizeme ovsem fadit M. avium ssp. paratuberculosis, jez je pivodcem
onemocnéni prezvykavct, a pravdépodobné i M. avium ssp. avium, kde 1ze predpokladat ptaci hostitele
jako primarni zdroj.

2.3.3 Klinické onemocnéni

Tuberkuldza je progresivni onemocnéni obvykle s dlouhou inkuba¢ni dobou (mésice az roky) a
chronickym probéhem, charakterizované vznikem typickych granulomatoznich 1ézi v postizenych orga-
nech. Léze mohou mit diftzni charakter, ,,typicka“ tuberkuldza se vSak vyznacuje vznikem uzlikd, tu-
berklti, coz jsou vlastné vazivové opouzdiend mista specifického zanétu, slozend z vrstev imunitnich
bun¢k (makrofagti, lymfocytll) obklopujicich nekroticky stfed s Zivymi i mrtvymi makrofagy a bakteri-
emi. Tuberkly maji pomémé specificky makroskopicky vhled i mikroskopickou strukturu, mohou se
v8ak zna¢né liSit podle druhu hostitele 1 vyvolavajiciho agens; k zaznamenavanym rozdiltim patii napf.
piitomnost epiteloidnich a mnohojadernych Langhansovych buné€k nebo pritomnost kasedzni nekrozy a
kalcifikaci, které nachazime v dobfe rozliSenych tuberklech v pfipadech tuberkuldzy skotu ¢i Clovéka,
ale které naopak chybi obvykle u prasat, ptaki, kocek aj., kde byvaji uzliky méné strukturované
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2.3.3.1 Tuberkuloza cloveka a skotu (MTC)

M. tuberculosis a M. africanum (endemické v Africe) jsou primarnim patogeny ¢lovéka, ktery
je v8ak vnimavy i k M. bovis a jinym druhim MTC, primarné infikujicich zvitata. Tuberkuloza ¢lo-
véka, souchotiny neboli Uibyté provazi lidstvo po celé d€jiny a dodnes patii celosvétoveé k infekcim
S nejvyssi mortalitou; kazdoro€né si vybere vice nez milion obéti. Odhaduje se, Ze je nakazena ptiblizné
tretina lidské populace, pricemz aktivni infekci si vyvine 5 — 10 % nakazenych — vyssi riziko je u lidi
podvyzivenych nebo imunosuprimovanych. Poéty aktivnich ptipadit masivné narostly spole¢né s epide-
mii HIV, incidence se zvySuje imerné s ristem populace. Nejvetsi riziko predstavuje tuberkuloza v roz-
vojovych zemich s nizkou zivotni Grovni, v oblastech postizenych chudobou. V Evropé zaznamenala
svij vrchol v 19. stoleti, ziejmé také v souvislosti s primyslovou revoluci, kterd nutila chudsi vrstvy
délnické stehovat se do mést. Tésné tmavé pribytky, nizkéd hygienicka Groven, Spatnd vyziva, nejistota
a strach z budoucnosti tvofili idealni podminky pro pienos a rozvoj onemocnéni; souchotiny se vSak
nevyhybaly ani vy$§im spoleCenskym vrstvam, ani umélctim, a zanechaly vyraznou stopu v literatufe i
vytvarném umeéni. Béhem 20. stoleti, ruku v ruce s vSeobecnym zlepSenim Zivotni urovné a zavedenim
o¢kovani vakcinou BCG (Bacillus Calmette-Guérin), ale také pasterace mléka, tuberkuldza z rozvinu-
tych zemi Evropy a Ameriky zdanlivé vymizela, 1épe feceno ustoupila do pozadi. Tento trend se vSak
muze kdykoli zvratit; v poslednich desetiletich incidence tuberkulozy v Evropé opét vyrazné narUsta.

Tuberkuldza u ¢lovéka je obvykle chronické onemocnéni s plizivym rozvojem. Inkubaéni doba
(pfesnéji doba od nakazeni po aktivaci infekce) je velmi dlouha, muize jit o mésice aZ roky. Vyjimkou
je primarné generalizovana milidrni tuberkuldza, ke které dochazi u novorozencti a vyrazné oslabenych
jedincti. Tuberkuléza je pomérné malo nakazliva; nakazeni a rozvoj infekce vyrazné zavisi na vnéjsich
a vnitfnich podminkach (extrémni infek¢ni tlak, oslabeni). Hlavni cesta infekce je aerogenni a primarné
napadenym organem jsou nejcastéji plice, kde vznikaji kasedzni loziska a kavitace. Pfi rozvinuté infekci
mohou vznikat sekundarni extrapulmonarni loziska napft. v hrtanu, travicim traktu, kostech a kloubech,
mozku, na ser6zach a v parenchymatéznich organech. Primarni extrapulmonarni 1éze pii typické tuber-
kuldze vznikaji spise vzacné. K piiznakiim progrese patii hubnuti, slabost, dlouhodoba subfebrilie,
no¢ni poceni, bolest na hrudi a kasel, nejprve suchy, pozd¢€ji s vyhozem, produkujici velké mnozstvi
infek¢niho sputa a aerosolizaci bakterii. Provaleni kase6znich uzlikl do bronchti vede k rozvoji kasedzni
pneumonie s rychlym fatalnim prabéhem, tzv. rychlym souchotim (phthisis gallopans). V pokro¢ilych
stadiich se objevuje chrleni krve. Pfiznaky doprovazejici extrapulmonarni 1éze se 1isi podle postizeného
organu — napf. prijmy (GIT) nebo ochrnuti (tuberkul6za patete) aj.

Skot je hlavnim hostitelem M. bovis. Tento druh ma vsak $irsi hostitelské spektrum, zahrnujici
dalsi prezvykavce, psi a kocky, voln€ Zijici zvifata, ale také prasata a lidi. V n¢kterych zemich (Velka
Britanie) je jeho hlavnim pfirodnim rezervoarem jezevec. Skot je vSak stejné vnimavy i k M. tubercu-
losis. Dtive predstavoval tuberkulozni skot pro ¢lovéka velké nebezpeéi; v soucasnosti je tomu v nasich
podminkach spis§ naopak, zdrojem sporadickych infekei skotu je velmi ¢asto nakazeny oSetiujici perso-
nal.

Tuberkuléza skotu se velmi podoba onemocnéni ¢loveka, jedna se o predev§im aerogenni
infekci s pomalym rozvojem, hubnutim, chitadnutim a vlhkym kaslem, pii némz nakazeni jedinci
kontaminuji prostfedi infekénim sputem. Extrapulmonarni loZiska vznikaji ¢astéji, s variabilni
symptomatologii a vylu¢ovanim agens jinymi cestami. Pti tuberkuloze mlééné Zlazy se bakterie vy-
lucuji mlékem, coz mize byt zdrojem infekce telat a bylo to jednim z diivodt zavedeni standardni pas-
terizace mléka. V soucasné dob¢ je tuberkuldza skotu a jinych chovanych prezvykavcii peclivé moni-
torovana, diky cemuz se objevuji jen sporadické ptipady.

24



U malych pfezvykavct probiha tuberkuldza stejné jako u skotu, ale jsou rezistentni k M. tuber-
culosis.

2.3.3.2 Tuberkuloza prasat, ptikii a dalsich zvirat (MTC, NTM)

Prasata jsou vnimava k M. bovis i M. tuberculosis, ¢astéji se vSak u nich setkavame s druhy
z komplexu M. avium, piedevsim M. avium ssp. avium a hominissuis a M. intracellulare, jejichz zdrojem
je prostiedi, voda, podestylka (piliny, raselina). Mén¢ ¢asto muze k infekei dojit i kontaktem s naka-
Zzenym personalem nebo jinymi hospodatskymi zvitaty, ptipadn€ pii zkrmovani zbytkli. K nakazeni
dochazi obvykle alimentarné a primarni 1éze vznikaji v pribéhu traviciho traktu obvykle s postizenim
mandibularnich nebo mezenterialnich miznich uzlin. Diseminované infekce jsou spiSe vzacné a 1éze
jsou vétsinou zaznamenany az po porazce. Granulomy v miznich uzlinach jsou mikroskopicky malo
strukturované a neobsahuji kasedzni nebo kalcifikovany stied. V podstaté stejné 1€ze vznikaji pti infekci
R. equi, jehoZ zdrojem také byva ptuda. Pfedpoklada se, Ze prasata mohou byt zdrojem obou agens pro
Clovéka.

Psi a ko¢ky jsou znaéné vnimavi k M. bovis, méné M. tuberculosis a NTM, ale piesto je pro né
kontakt s nakazenym majitelem jednim z hlavnich zdrojt infekce. Dal§im zdrojem je skot a jina hospo-
datska a volnég zijici zvifata, napt. hlodavci. Pfedev§im u kocek byva primarné postizen alimentarni
trakt, ale infekce miize postihovat pleuru, peritoneum, plice, meningy aj. Casté jsou také kozni formy.
Typickym ptikladem je M. lepraemurium, které zptisobuje tzv. lepru koc¢ek. Nejedna se o lepru v pra-
vém slova smyslu tak, jak ji zname u ¢loveéka. M. lepraemurium patii mezi NTM a jeho primarnim
hostitelem jsou hlodavci. Lepra kocek je ulceronodularni zanét kize, podkozi a miznich uzlin, ktery
ptfipomina lepru v tom, Ze postihuje hlavné koncetiny a histologicky miizeme rozlisit dvé formy: tuber-
kul6zni (paucibacilarni) a lepromatozni (diftzni léze s velkym mnozstvim bakterii).

Tuberkuléza je velmi vzacna u koni, Castéji byvaji popisovany alimentarni infekce M. avium
ssp. hominissuis. Naopak bézna je tuberkuléza u volné Zijicich a zoo zvifat, at’ uz se jedna o prezvykavce
(bizoni, buvoli, antilopy, velbloudi), Selmy (kojoti, myvali, liSky, jezevci) a jina zvifata. Stejné jako
¢lovek trpi i ostatni primati primarné M. tuberculosis a M. bovis, infekce NTM jsou podminény imuno-
supresi. Tuleni a jini moi§ti savci jsou vnimavi k M. pinnipedii, druhu pfibuzném M. bovis adaptovaném
na tyto druhy zvifrat.

Vyznamnou kapitolou je ptac¢i tuberkuléza. Druhem priméarné adaptovanym na ptaky je M.
avium ssp. avium. K ostatnim poddruhm M. avium a ptibuznému M. intracellulare jsou vnimavi méné
(M. a. hominissuis je vice adaptovano na savce, M. a. paratuberculosis infikuje pfezvykavce — viz nize;
primarnim hostitelem M. a. silvaticum je pravdépodobné holub htivnag). Pfedpoklada se, ze vnimavé
jsou vSechny ptaci druhy s vyjimkou papousku. Nejcitlivejsi jsou domaci a volné zijici hrabavi, ale také
vrabci, naopak vodni driibez a holubi jsou pomérné rezistentni. Nakazena hejna a jimi kontaminované
prostiedi je potencialnim zdrojem infekei jinych zvifat a ,,atypickych infekei (mykobakterioz) imuno-
suprimovanych lidi. M. avium bylo izolovano i z vajec. Vzhledem k dlouhé inkubaéni dobé a chronic-
kému pribéhu se tuberkuloza prakticky nevyskytuje v komer¢nich chovech, kde driibez nezije dosta-
tecn¢ dlouhou dobu. Naopak problém mtize pfedstavovat u driibeze na dvorku, zejména neni-li chovana
Vv optimalnich podminkach a ma-li kontakt s voln¢ Zijicim ptactvem. M. avium napada prednostné ali-
mentarni trakt a primérni 1éze vznikaji ve sti‘evni sténé, postupné zachvacuji jatra, slezinu, kostni
dien a dalsi organy. Onemocnéni se kromé chiadnuti dlouho nemusi vyrazné projevit, v rozvinutych
stadiich mize dojit k nadhlému thynu pfi ruptuie organli nebo paralyze kiidel ¢i koncetin. Jinak se po-
stupné rozviji kachexie s nespecifickymi pfiznaky, jako je prijem, dyspnoe, pokles snasky. V organech
nachazime vétSinou mnohocetné uzliky Sedobilé nebo Sedozluté barvy, tuhé, ale bez kalcifikace, struk-
turou ptipominajici nadory jako pii Markoveé chorobé¢ nebo avidrni leukoze.
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Tuberkuléza ryb je vyznamné a celosvétove rozsifené onemocnéni riznych druhti chovanych
v akvariich a akvakulturach, jehoz piivodcem je M. marinum a néktera dalsi NTM preferujici nizsi tep-
lotu (M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus). Z ryb a dalSich vodnich Zivo¢icht vSak bylo izolovano
1 mnoho jinych druhtit NTM. Vznik onemocnéni je mozny u volné zijicich ryb, ale podminky pro jeho

4

rozvoj nachazime hlavné v intenzivnich chovech — vyssi teplota vody, organické znecisténi, vysoka
koncentrace ryb, niz$i pH a stres vedouci k oslabeni imunitniho systému podporuji §ifeni virulentnich
kmenti atd. Jako u jinych zivocicht je i tuberkuldza ryb chronické onemocnéni charakterizované chiad-
nutim a vznikem granulomatoznich 1ézi v postizenych tkanich. Navenek se projevuje hubnutim, zmé-
nou zbarveni, ztratou Supin a koZnimi ulceracemi. S podobnymi problémy se setkavame i u obojzi-
velnikli. Kontaminovana voda a sedimenty mohou byt zdrojem kontaminace koznich odérek na rukou

akvaristt pti Cisténi akvarii. Jinym zdrojem mohou byt i plavecké bazény nevalné hygienické tirovneé.

3.3.3.4 Atypické mykobakteriozy a lepra ¢loveka (NTM, M. leprae)

Infekce netuberkuldznimi druhy mykobakterii (tzv. atypické infekce neboli mykobakteriozy)
jsou vyznamné ve veterinarni mediciné v tom smyslu, Ze primarnimi hostiteli nebo moznymi zdroji
téchto druhil jsou Casto zvifata a preventivni opatieni, jako tuberkulinace skotu nebo kontrola tuberku-
loznich 1ézi v ramci veterinarnich prohlidek na jatkéch, je soucasti bézné praxe. NTM piedstavuji nej-
vEtsi nebezpedi pro lidi se zavaznou imunosupresi (pacienti s HIV, leukémii, diabetem, cystickou fibro-
zou, po chemoterapii nebo transplantaci), u nichz zptisobuji zavazné plicni, alimentarni a diseminované
infekce. U imunokompetentnich lidi mohou vznikat lokalizované infekce klize a miznich uzlin, ptipadné
dalsich mékkych i tvrdych tkani, nejc¢astéji v souvislosti s traumaty nebo chirurgickymi zakroky. V mi-
nulosti byly u déti kolem 5 let velmi b&ézné tzv. krtice, granulomatézni zanét krénich miznich uzlin.
K infekci dochazi inhalaci infek¢éniho aerosolu, alimentarné nebo kontaminaci koznich odérek, traumat
a chirurgickych ran. Z nejvyznamné&jsich pivodct jmenujme MAC (M.a. avium a hominissuis, M. in-
tracellulare), M. kansasii, M. ulcerans, M. marinum, M. chelonae/abscessus, M. scrophulaceum, M.
malmoense, M. fortuitum, jejichz zdrojem je v rizné mife vodni prostiedi, vodni zivocichové, hlina,
hospodaiska a volné zijici zvitata (viz vyse).

Lepra, malomocenstvi nebo Hanssenova choroba je onemocnéni charakterizované chronickym
granulomatoznim zanétem kiize a svaloviny s destrukci perifernich nervi, zptisobované vysoce speci-
fickym lidskym patogenem M. leprae. Tento druh se v pribéhu tzv. reduktivni evoluce zbavil celé fady
genu a adaptoval se cele na intracelularni niku; je obligatn€ intracelularni a v prostfedi se samostatné
nevyskytuje. Rostou extrémné pomalu, maji nejdelsi generacni ¢as ze vSech znamych bakterii (az 14
dni), proto i inkubacni doba je dlouhd — az 10 let. Kromé ¢lovéka je jen malo zivociSnych druhil vnima-
vych k infekci; v prvni fadé€ je to pasovec devitipasy, ktery se pouziva v experimentech, a néktefi hlo-
davci. M. leprae pieziva v makrofazich, ale jejich hlavnim cilem jsou Schwannovy buiiky. Disledkem
je preruSeni komunikace Schwannovych bun¢k s neuronalnimi axony a jejich demyelinizace. Pfi lepte
se rozeznavaji 2 zakladni typy 1ézi: a) forma tuberkuldzni, ktera je znakem efektivni bunééné imunity a
schopnosti lokalizovat a omezit infek¢ni proces; projevuje se tvorbou ztlustélych ¢ervené lemovanych
plakt a nodulti na kizi a ztratou citlivosti k bolesti a teplotnim vjemtim, b) forma lepromat6zni, pfi niz
disregulace imunitni odpovédi vede k difiznimu infekénimu procesu, ktery zasahuje oblicej (nos, oci)
a kosti, dochazi k deformacim tvate a akralnich ¢asti t€la, mize dojit i ke ztraté ¢lankd prsti. Histolo-
gicky je lepromatozni forma charakteristickd velkym mnoZzstvim bakterii uspofddanych v svazeccich a
palisadach. V soucasnosti se lepra vyskytuje v Jizni Americe, Africe, Indii, Tanzénii aj.

Vyznamem na tfetim misté stoji u ¢lovéka M. ulcerans, vyskytujici se na africkém kontinent¢,
kde je ptivodcem tzv. burulskych viedi. Pivodné nebolestivy kozni nodulus se méni v rozsahlou ote-
vienou lézi, zasahujici Casto hluboko do tkan€. Onemocnéni neni nakazlivé, zdrojem je v endemickych
oblastech ziejmé voda.
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2.3.3.5 Paratuberkuloza prezvykavcii (Johneho choroba)

M. avium ssp paratuberculosis je primarné adaptovano na ptezvykavce, u nichz zpisobuje
chronické progresivni onemocnéni traviciho traktu. Zdrojem infekce jsou asymptomati¢ti nosici.
K infekci dochézi alimentarné pozfenim materialt kontaminovanych vykaly, ale také mléka nebo ko-
lostra. Pfedpoklada se i moznost infekce in utero. Zdaleka ne u vSech nakazenych se vyvine klinické
onemocnéni (odhaduje se jen asi 5 % klinickych forem); nejcitlivéjsi jsou telata asi do 1 mésice veku.
Inkubacni doba je vSak velmi dlouha a onemocnéni se tedy miize projevit az za rok ¢i déle. Granuloma-
tozni zanét ve stievni sténé vede postupné k ztlusténi a gyrifikaci stievni sliznice s rozvojem malab-
sorpéniho syndromu, postiZzena zvifata hubnou a trpi chronickym prijmem, ¢asto s ptimesi krve. U
malych prezvykavci se Casto objevuje kachexie bez prajmu.

Existuje teorie, ze M. avium ssp. paratuberculosis hraje jistou roli pfi vzniku Crohnovy choroby
&loveka, spise viak jako spousté¢ imunopatologického procesu nez piimé kauzalni agens. Rada po-
znatkll tuto teorii podporuje (napt. zlepSeni stavu pacientd po aplikaci antituberkulotik), ale pfesna uloha
této bakterie v patogenezi tohoto onemocnéni objasnéna nebyla.

2.3.4 Patogeneze
2.3.4.1 Mykobakterialni faktory virulence

Mykobakteria se vyznacuji silnou, zna¢n€ nepropustnou bunécnou sténou s velkym mnozstvim
latek charakteru lipidd, glykolipida a peptidoglykolipidi (souhrnné se nékdy pouziva pojem mykosidy).
Komponenty bunééné stény nejen poskytuji mechanickou ochranu, ale také interaguji s bunkami imu-
nitniho systému, umoziuji dlouhodobou perzistenci v makrofazich a ptispivaji k rozvoji specifického
granulomato6zniho zanétu. Mnohé z nich jsou spole¢né pro vSechny druhy mykobakterii. Obligatné pa-
togenni druhy se v§ak vyznacuji pomalejsim ristem, vysokou adaptaci na své hostitelské druhy a
vyssi schopnosti perzistovat v makrofazich. Vrchol tohoto adaptacniho procesu ziejmé predstavuje
M. leprae, které se redukci genetické vybavy stalo obligatn¢ intracelularnim patogenem.

Mykobakteria v podstaté nemaji faktory virulence v pravém slova smyslu. Vice nez u jinych
puvodct zde plati, Ze onemocnéni je vysledkem souhry faktorti danych mikroorganismem, hostitelem a
prosttedim, jak potvrzuji také pokusy na kralicich: infikujeme-li dvé skupiny kralika stejnym virulent-
nim kmenem TBC, smrtelné onemocnéni se rozvine u skupiny, kterou budeme chovat v kleci (vysoka
koncentrace, nizka hygiena, nedostate¢na vyziva, nedostatek svétla, socialni stres), zatimco ve skuping
chované v prirozenych venkovnich podminkach se ptiznaky pravdépodobné neobjevi viibec nebo jen u
nekterych jedinct. Ke geniim asociovanym s virulenci mykobakterii patti takové, které 1) jsou zapojeny
v metabolismu mastnych kyselin, 2) koduji slozky bunécné stény, 3) koduji sekreéni systémy, 4) koduji
enzymy a jiné molekuly chranici pfed U¢inky reaktivnich forem kysliku a dusiku, 5) koduji dalsi pro-
dukty zapojené v inhibici maturace fagozomu a modulaci imunitnich funkci, 6) reguluji expresi téchto
faktord.

Bunééna sténa tvoii az 40 % bunécné hmoty a poskytuje mechanickou ochranu pied vlivy
vné&jsiho prostiedi. Cytoplasmatickou membranu a vrstvu peptidoglykanu kryje dalsi vrstva heteropoly-
sacharidu arabinogalaktanu, skrze n¢jz se vazou dlouhé fetézce mykolovych kyselin. Mykolové kyse-
liny jsou ,,vosky®, mastné kyseliny se dvéma az devadesatiuhlikovymi fetézci, kovalentné piipojené
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k arabinogalaktanu. Jsou zodpovédné za hydrofobicitu a nizkou propustnost bunééné stény, podileji se
na formaci biofilmu. Jejich syntézu, transport a spravnou lokalizaci zajistuji systémy FASI a FASII,
které jsou cilem nekterych tuberkulostatik (napt. izoniazid). Dal$i komponenty jsou vmezefeny mezi
tyto vrstvy: lipoarabinomanan (LAM) a lipomanan (LM), monomykolat (TMM) a dimykolat trehal6ozy
(TDM, tzv. ,,cord factor*), dalsi glykolipidy, sulfolipidy a proteiny. Kromé toho zde najdeme specialni
transportni systémy, zprostfedkujici obousmérny pohyb molekul pies cytoplazmatickou membranu a
bunécnou sténu. Umoziuji transport jednotlivych slozek bunééné stény véetné dilezitych faktorti viru-
lence a hraji také roli v rezistenci k antibiotikim. Jedna se jednak o systém TAT (twin-arginin transpor-
ter) v cytoplasmatické membrané a dale n€kolik typt systémi ESX (jinak téZ sekre¢ni systém typu VII,
T7SS), ktery je znam specificky pouze u mykobakterii.

Lipoarabinomanan je pravdépodobné kli¢ova molekula interakce s imunitnim systémem od
faze vstupu bakterii do bunek pies inhibici fagolysozomalni fize po ovlivnéni cytokinové exprese. In-
teraguje s receptory makrofagi a zajistuje fagocytézu mykobakterii preferovanym zptisobem pies
manodzovy nebo komplementovy receptor. Vmezeiuje se do membrany fagozomu a inhibuje jeho matu-
raci a schopnost splynout s lysozomem. Tlumi expresi cytokint dilezitych pro aktivaci efektivni anti-
mykobakteridlni imunitni odpovédi, jako je IL-6 a IL-12, naopak vyvolava produkci TNFa a IL-10 a
prispiva tak k ,,rozladéni imunity. Ovliviuje téz schopnost makrofagli prezentovat antigen na molekule
MHC-II CD4 T-lymfocytim a snizuje odpovidavost makrofagl na signaly IFNy, ¢imz brani jejich ak-
tivaci. Tlumi téz u¢inky volnych radikald.

Dimykolat trehal6zy, TDM zvany ,,cord“ faktor je diester mykolové kyseliny s trehaldzou.
Je povazovan za hlavni molekulu zodpovédnou za fenomén zvany v anglické literatufe ,,cording*, ktery
vykazuji néktera mykobakteria, kdyZ rostou v tekutych médiich — buriky se zachycuji do sebe a vytvareji
dlouhé spletité a zakroucené svazky (jako zvinéné kadete vlast). Tento fenomén se zda korelovat s Vi-
rulenci a souvisi téZ s ristem kmene v hrub¢ fazi. Je typicky pro MTC, na druhou stranu se ale objevuje
nékdy i u nepatogennich druhti jako M. smegmatis.

Dalsi komplexni lipidy bunécné stény jsou zapojeny v inhibici a modulaci imunitnich procesu:
sulfolipidy, fenolglykolipidy (PGL) a phthioceroldimykocerozat (PDIM). PGL1 M. leprae je mimo
jiné zodpovédny za demyelinizaci neuronovych axont.

Bunécéna sténa krome lipida obsahuje i velké mnozstvi proteinti a lipoproteind, které jsou sou-
¢asti systému pro transport nutrientti a stavebnich komponent a jsou zapojeny v interakci s hostitelskym
organismem. Napiiklad lipoglykoprotein LpgH (tzv. 19kDa protein) patii k hlavnim antigennim de-
terminantam povrchu mykobakterii, reaguje s receptory TLR-2 a indukuje bunéénou imunitni odpoveéd’.
Sekrecni systémy ESX (T7SS) jsou specializované molekularni komplexy zajistujici transport efekto-
rovych proteint ptes bunécny obal mykobakterii. Podobné systémy se nachazeji i u jinych aktinomycet
se silnou hydrofobni bunétnou sténou, napf. streptomycet ¢i korynebakterii. Je znamo pét typt téchto
systémi (ESX-1 az 5), ne u vSech je vSak objasnéna jejich funkce a vyznam pro virulenci, ackoli je
ziejmé, ze pro plnou virulenci jsou dilezité. Napiiklad ESX-1, secernujici efektorovy protein ESAT-6,
je kodovan na jednom z lokusti znamych jako regions of difference (RD1), jimZ se plné virulentni refe-
ren¢ni kmen M. tuberculosis 1isi od atenuovaného kmene BCG. ESX-1 se zda byt zapojen v disrupci
membran a bunééné lyze, ale také ziejmée zajist'uje konjugaci, pienos genetické informace mezi bakte-
riemi. ESX-5 je zndm pouze u pomalu rostoucich mykobakterii, jeho substratem jsou tzv. PE a PPE
proteiny. Jelikoz substraty sekrecnich systému jsou imunogenni a zdaji se byt zasadni pro virulenci
mykobakterii, pfedstavuji potencialni cile vakcin.

Vedle fagolysozomarni fuze je produkce reaktivnich forem dusiku hlavnim baktericidnim me-
chanismem aktivovanych makrofagti. Mykobakteria jsou vybavena enzymy a antioxidanty, které je
chrani pted toxickymi u€inky produkti metabolického vzplanuti v aktivovanych makrofazich a umoz-
nuji jim tak unik z jejich dosahu. Patii k nim katalaza, superoxiddismutaza, alkylhydroxyperoxidaza
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C (AhpC, patii mezi tzv. peroxiredoxiny) a mykothiol (obdoba glutathionu). AhpC napiiklad redukuje
vysoce toxicky peroxynitrit na nitrit.

Asi jedinym faktorem virulence v tizkém slova smyslu znamym u mykobakterii je cytotoxin M.
ulcerans, mykolakton. Je to makrolidova molekula kodovana na plazmidu, ktera ptispiva k tvorbé ul-
ceraci (burulské viedy) a inhibici imunitni odpovédi. Je znam téZ u n€kterych kmentt M. marinum.

2.3.4.2 Interakce s imunitnim systémem

Ustiednim d&jem mykobakterialni infekce, at’ uz mluvime o tuberkuldznich &i netuberkuléznich
druzich, je interakce mykobakterii s imunitnim systémem, specificka zanétliva reakce s formaci granu-
lomu a perzistence mykobakterii uvniti makrofdgti. Vyraznéji nez u jakékoli jiné infekce je zde ilustro-
vano pravidlo, ze prubéh infekéniho onemocnéni zavisi na interakci ti Ciniteld, totiz faktord danych
mikroorganismem (virulence), faktora danych hostitelem (komorbidity, imunitni status ovlivnény
genetickou dispozici i okamzitymi podminkami) a faktor vnéjsiho prostiedi (zivotni podminky), fak-
tord, které se pochopitelné v ¢ase meni. Tyto interakce jsou extrémné komplexni. VEtSina imunitnich
mechanismi ma ambivalentni roli, ve spravné mife a ve spravném ¢ase piispivaji v obrané, vychyleny
z rovnovahy se naopak podileji na zhorseni stavu; jejich ucinek 1ze posuzovat jen v celkovém kontextu.
Proto i zjednodusené tvrzeni, Ze podkladem progresivniho onemocnéni je nedostatek buné¢né Thl a
prevaha neefektivni Th2 imunitni odpovédi, miize byt zavadéjici; jedna se spise o selhani regulace obou
téchto sméri.

Imunita pii mykobakterialni infekci nastupuje obecné pomaleji nez v ptipade jinych fakultativné
intracelularnich bakterii, napt. salmonel. To Ize vysvétlit jak pomalym ristem mykobakterii, tak jejich
interferenci s prezentaci antigenu. Velmi opozdény nastup imunity ve fazi prvniho setkdni organismu
s infektem umoZzni masivni infekci regionalni mizni uzliny a ptes ni prinik do krve, coz vede k Sifeni
velkého mnozstvi mykobakterii v krevnim ob&éhu a primarni diseminované infekci, tzv. miliarni tu-
berkuloze se vznikem drobnych granulomt prakticky ve v§ech organech véetné CNS. K této formée jsou
nachylni novorozenci a osoby se zavaznou imunosupresi; byva obvykle fatalni. U vét§iny nakazenych
se vsak infekce ve fazi primarniho nakazeni zastavi, nehledé na cestu vstupu. V ptipadé MTC je nejcas-
t&ji inhalaéni a primarni cil pfedstavuji alveolarni makrofagy. Netuberkul6zni mykobakteria s oblibou
vstupuji peroralné a k primarni interakci dochazi v priabéhu traviciho traktu s afekci krénich nebo me-
zenterialnich miznich uzlin. Téz M. avium ssp. paratuberculosis primarné interaguje s M buiikami
stifeva. M. marinum a riizna environmentalni mykobakteria ¢asto infikuji kiizi ¢i operacni rany.

V miste vstupu infekce dochazi k zanétlivé reakci, kterou nazyvame primarni afekt; ne¢ktera
mykobakteria jdou dendritickymi buiikami zanaSeny do miznich uzlin, kde vznika dalsi 1éze; kombinaci
primarniho afektu se zasazenou mizni uzlinou nazyvame primarni komplex. K priniku do krve pies
mizni uzlinu dochazi pouze omezené, imunitni systém je u zdravych jedincl véas mobilizovan a zanét-
livy proces je sekvestrovan vzniknuvsim granulomem v primarn¢ infikovaném organu. Nastava latentni
faze, béhem niz vSak dochazi k dynamické komunikaci mezi infektem a imunitnim systémem. Vznik
granulomu je podminén efektivni bunénou imunitni odpovédi typu Thl, kdy pfedev§im vlivem cy-
tokind IL-2 a IL-12 pfi prezentaci antigenu na molekule MHC-II se naivni Th lymfocyty diferencuji na
populaci Th1 a produkuji mimo jiné klicovy cytokin IFNy antimykobakterialni odpovédi, ktery aktivuje
makrofagy a potencuje jejich baktericidni schopnosti.

Pozdéji dochazi také k tvorbé protilatek vlivem Th2 lymfocytd, diferencujicich se uc¢inkem IL-
4, IL-5 a IL-13. Tato imunitni odpovéd’ se vSeobecné nepovazuje za protektivni, naopak nékdy (v ne-
spravném poméru k Th1) je ozna¢ovana za Skodlivou. Neutralizacni protilatky vSak pravdépodobné po-
mahaji chranit pfed diseminaci infekce v krvi a jejich pritomnost je znakem urcité rezistence.
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Po urcité dobé latence, ktera miize trvat mésice az roky, dochazi k aktivaci infekce. Pfi konti-
nualnim infekénim tlaku mize dojit k opakované infekci. Zda se ve skutecnosti jedna o pravou reakti-
vaci nebo reinfekei, zistava kontroverzni. Tak ¢i tak, toto stadium se nazyva postprimarni faze. Ak-
tivni infekci si vyviji asi 10 % nakazenych TBC, zatimco u paratuberkul6zy skotu je to jesté o néco
mén¢. Imunitni systém neni nadale schopen udrzet integritu granulomu a omezovat $ifeni infekce; my-
kobakteria se za¢inaji mnozit a pronikat vné granulomu na okolni tkan. Na rozdil od primarni faze ma-
lokdy dochézi k celkové diseminaci krvi. Bakterie se §ifi spiSe pfimym pifestupem — napt. na serozy,
polykanim infekéniho sputa do stfeva a podobné.

2.3.4.3 Interakce s makrofigy a vznik granulomu

Mykobakteria jsou fakultativné intracelularni bakterie, adaptované na perzistenci v mak-
rofazich a odolnost vii¢i fagocytéze. V misté vstupu do organismu se setkavaji s regionalnimi makro-
fagy a dal$imi antigen-prezentujicicimi buiikami. APC pak putuji do miznich uzlin, aby aktivovaly T
lymfocyty (tzv. ,,priming*). Aktivované¢ CD-4 a CD-8 T lymfocyty se zase vydavaji do mista zanétu.
Nezanedbatelnou roli béhem akutni faze hraji také neutrofily, ptivolavané chemokinem IL-8, neni vSak
znam mechanismus, kterym proti mykobakteriim zasahuji — pravdépodobné se jedna o tzv. NETs, ne-
utrofilni extracelularni pasti, kdy jsou bakterie chytany do chromatinovych ,,siti* a likvidovany.

Cilem mykobakterii je schovat se v makrofazich, aniz by je aktivovaly. Interakce s riiznymi receptory
(NOD, NLR, TLR, CR, FcR aj.) vede k bun&¢né signalizaci a spusténi baktericidnich mechanismu, jako
je maturace fagozomu, fuze s lysozomem, okyseleni a aktivace hydrolytickych enzymt a baktericidnich
peptidi, aktivace inducibilni NO-syntazy (NOS2) s produkei reaktivnich forem dusiku (RNI). Lipoa-
rabinomanan a dalSi povrchové molekuly mykobakterii zprostiedkuji primarné vstup pres recep-
tory, které makrofagy aktivuji malo, pfedevsim mano6zovy receptor (MR) a komplementovy receptor
CR. Takto je fagocytovanym bakteriim poskytnut dostate¢ny ¢as na to, aby ovlivnily dal$i procesy:
zabranily ,,zrani“ membrany fagozomu, tim zabranily jeho splynuti s lysozomem a zastavily jeho
okyselovani. Dale ovlivituji riznymi zptisoby komunikaci infikovanych makrofagt s dal§imi imunit-
nimi bunikami, zejména Th lymfocyty: ovliviiuji rizné expresi tlumivych (IL-10) i prozanétlivych
cytokini, jako je TNFa (hraje roli v udrzeni integrity granulomu), IL-6 (¢asny prozanétlivy cytokin) a
IL-12 (klicovy cytokin Th1 odpovédi), a sniZuji expresi MHC-I1. Jak jiz bylo fe¢eno, CD4 T lymfocyty
pod IL-12 pfi prezentaci antigenu na MHC-II produkuji IFNy, ktery je klicovym cytokinem pro aktivaci
makrofagl. Aktivované makrofagy (také oznatované M1) rychle mobilizuji vSechny své energetické
rezervy Kk produkci cytokint, fagolysozomarni fizi a metabolickému vzplanuti. Pfestoze mykobakteria
disponuji fadou antioxidantti, které je chrani pfed ucinkem volnych radikalt, v takto aktivovanych mak-
rofazich dlouho nepiezivaji. Naopak pod vlivem cytokint Th2 odpovédi (IL-4, IL-13) tzv. alternativné
aktivované makrofagy (M2) zvysuji oxidativni metabolismus a poskytuji prostiedi velice vhodné pro
perzistenci a mnozeni intracelularnich bakterii. (Tento mechanismus imunitni odpovédi je nejspis urcen
K reparaci a hojeni tkané napf. pfi invazi parazity. Zde je vyrazem dysregulace.) Mykobakteria dale
brani apoptoze infikovanych makrofagt snizenim exprese receptorti pro TNFa a pro Fas ligand cytoto-
xickych T lymfocytu.

2.3.4.4 Latence a reaktivace

Takto v misté infekce dochazi k boji mezi imunitou a bakteriemi, pfi¢emz ani jedna strana ne-
ziskava jednoznacnou prevahu. Kontinudlni cytokinova signalizace pfivolava dalsi a dal$i monocyty a
lymfocyty, v okoli proliferuji fibroblasty a tvoii se granulom. V jeho stfedu nachazime smés zivych a
mrtvych makrofagl a Zivych i usmrcenych bakterii. U typickych tuberklll rozeznavame kaseifika¢ni
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nekrozu, ¢asto s kalcifikaci, granulomy vyvolané M. avium a jingymi NTM byvaji méné organizované.
Stred lemuji vrstvy zivych aktivovanych makrofagi, které se ¢asto fadi vedle sebe jako tzv. epite-
loidni buriky nebo splyvaji do obrovskych mnohojadernych utvarti (Langhansovy buitiky), a vrstvy
lymfocyti. Cely uzlik byva v pozdé&jsi fazi opouzdi‘en vazivem. Granulom tedy predstavuje efektivni
zpusob, jak zastavit infekci, ale zaroven slouzi jako rezervoar mykobakterii a zdroj reaktivace infekce.
Neni jasné, jak se mykobakteria chovaji béhem latentni faze uvnitf granulomu, zda se mnozi nebo se
nachdzeji v jakési dormanci, zda se vyskytuji pfevazné intracelularn€ nebo extracelularné, jak jsou me-
tabolicky aktivni.

Prave tak neni objasnéno, jaké okolnosti ¢i jejich souhra vedou ke ztraté kontroly nad infekei a
jeji reaktivaci. Neni ani dokdzano, zda skute¢n€ v granulomu pfeziva po tak dlouhou dobu dostatek
bakterii a zda spousStéem progresivni faze onemocnéni neni reinfekce, ktera se odehrava za Gplné jiné
imunitni situace nez v primarni fazi. Tzv. dynamickd hypotéza ptedpoklada, ze beéhem latentni faze do-
chazi ke kontinualnimu uvoliiovani mykobakterii z granulomu a permanentni endogenni reinfekci. Ri-
ziko vzniku aktivni infekce je vysoké v ptipad¢ trvajiciho infekéniho tlaku, coz naznacuje, ze spousté-
¢em muze byt i opakované exogenni reinfekce.

Selhani kontrolnich mechanismli vede mnozeni mykobakterii. Tak ptisobi predev§im deplece
CD4 T lymfocytt aktivujicich makrofagy, jak dokazuje vysoka vnimavost HIV pacientl. V udrzeni in-
tegrity granulomu hraje zasadni roli TNFa; jeho neutralizace (pii 16€bé nékterych autoimunit) vede k ak-
tivaci infekce. Na druhou stranu ve vysoké koncentraci nebo v kombinaci s vysokou hladinou IL-4 vede
k nekrotizaci 1ézi a zhorSeni choroby, je také zodpovédny za typickou kachexii doprovazejici onemoc-
néni. Je to tedy dalsi ptiklad ambivalence, kdy urcity imunitni mechanismus mize byt protektivni nebo
destruktivni v zavislosti na mnozstvi a na kontextu. Aktivni infekci exacerbuje také 1écba glukokorti-
koidy. Glukokortikoidy jsou stresové hormony, pravdépodobné zodpovédné za imunosupresivni tcinek
chronického stresu. Lze tedy fici, Ze naruseni jemné rovnovahy imunitniho systému vedouci k progresi
onemocnéni mize souviset s mnoha rozli¢nymi faktory, véetné stafi, koinfekce, jiného onemocnéni,
vyzivy i psychického stavu.

2.3.5 Diagnostika

Diagnostika tuberkul6zy i mykobakterioz clovéka a doméacich zvirat se opira o kultivacni vy-
Setieni, které je velmi zdlouhavé, s naslednou identifikaci ptivodce dnes jiz pfevazné molekularnimi
metodami. Pfima mikroskopicka detekce nebo piima detekce DNA ptedstavuji rychlejsi alternativu,
problémem je vSak nizka citlivost, respektive nedostupnost, proto kultivace ztistava zlatym standardem.

2.3.5.1 Vzorky

Sputum je nejcastéji vyuzivany vzorek pii podezieni na plicni tuberkuldzu u ¢lovéka. A zvirat
se obvykle preferuji spise lavaze a aspiraty z dychacich cest (plicni formy), dale aspiraty abscest, bi-
optaty granulomi, koznich ulceraci, zvétSenych miznich uzlin; cerebrospinalni tekutina a kostni dfen;
mléko (tuberkuldza vemene), faeces a rektalni seSkraby (stfevni formy, paratuberkul6za). Posmrtné
odebirame celé zménéné organy, zejména mizni uzliny. Dilezité je, Ze stéry bézné pouzivané pro bak-
teriologické vySetieni se povazuji za zcela nevhodné, nebot’ ptfi nich zachytime pouze minimum intra-
celularnich a hydrofébnich mykobakterii.
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2.3.5.2 Prima mikroskopie

Ptfima mikroskopie poskytuje v pfipadé pozitivniho vysledku rychlou informaci o stavu paci-
enta, nez jsou znamy vysledky kultivacniho vySetfeni. Nevyhodou je nizk4 citlivost — spolehlivé je te-
prve pii koncentraci asi 10° bakterii/ml vzorku. Nejcast&ji provadime otiskové preparaty odebranych
organt a lézi, pfipadné roztéry bioptatl a aspiratli. Zakladnim postupem je klasické barveni na aci-
dorezistenci dle Ziehl-Neelsena, pii némz vyuzivame schopnosti mykobakterialni stény podrzet bar-
vivo (koncentrovany karbolfuchsin) pfi odbarvovani kyselym alkoholem. V prvnim kroku fixovany pre-
parat prevrstvime koncentrovanym karbolfuchsinem. Sklicko s barvivem drzime nad plamenem kahanu.
Diive nez se zacne vafit, sklicko stdhneme, pfi cemz dojde k vystupu pary. To opakujeme tiikrat (bar-
vivo se nesmi priskvafit). Tato procedura zajistuje, ze vlivem tepla barvivo vstoupi do bunécéné stény
mykobakterii. Posléze preparat odbarvujeme roztokem kyseliny (1% HCI) a alkoholu (70% ethanol),
dokud se vymyva barvivo. Okoli se kratce (v fadu desitek sekund) dobarvi kontrastné metylenovou
modii nebo malachitovou zeleni. Po zaschnuti prohlizime dlouho a dikladné cely preparat a hledame
Cervené zbarvené jemné §tihlé tyCinky, ¢asto ve svazecCcich ¢i nepravidelnych shlucich, na modrém nebo
zeleném pozadi. Zachyt malého mnozstvi acidorezistentnich tycinek ve vykalech ¢i seskrabech stieva
je nutno interpretovat opatrné, nebot’ se zde mohou vyskytovat pfirozen¢ riizna environmentalni my-
kobakteria; vypovidajici je teprve masivni zachyt. Naopak i malé mnozstvi mykobakterii v otiskovych
preparatech miznich uzlin apod. je signifikantni.

Soubézné s barvenim acidorezistenci se obvykle provadi fluorescenéni barveni auraminem-
rhodaminem nebo podobnym nespecifickym fluorochromem, ktery se vaze na mykolové kyseliny. Po
primarnim barveni (15 minut) se opét vyuziva odbarveni kyselym alkoholem a okoli se dobarvuje man-
ganistanem draselnym. Preparat se pozoruje pod fluorescencnim mikroskopem, acidorezistentni tycinky
zluté az oranzové sviti.

Uzitecné je téz histologické vySetteni, které odhali specifickou zanétlivou reakci tkang.

2.3.5.3 Prima detekce DNA

Metody amplifikace nukleovych kyselin (NAAT — nucleic acid amplification test) umoziuji
rychlou identifikaci v¢etné odliSeni MTC a NTM, zejména v ptipadé pozitivni mikroskopie, a nasledné
nasazeni terapie, jsou vSak pomérnée drahé a ve veterinarni medicing€ zatim nenachazeji vyuziti. Existuje
fada schvalenych metod, ¢asto principidlné jsou zaloZeny na real-time PCR. Mnohé z nich umozZiluji
zaroven detekci mutaci spojenych s rezistenci k rifampicinu a dal§im terapeutiktim.

2.3.5.4 Zpracovani vzorku na kultivaci

Specifikou patogennich mykobakterii je extrémné dlouha doba ristu, béhem niz by i pii pouziti
selektivnich médii preristaly kontaminujici mikroflorou. Odebirané vzorky jsou navic ¢asto nesterilni.
Prvnim krokem kultivacniho vysetieni je proto dekontaminace vzorku. Neékdy, predevsim vysettuje-li
se sputum, je nutné navic ,,ztekuceni vzorku, to znamena rozpusténi hlenu, ktery chrani kontaminanty
a zadrzuje mykobakteria, riznymi mukolytickymi ¢inidly. Doporucuje se napt. N-acetylcystein, dithio-
threitol, benzakoniumchlorid (Zephiran) a rizné enzymy. Mukolyticky ptsobi i NaOH. Pti dekontami-
naci se vyuziva relativni rezistence mykobakterii vii¢i kyselinam i zasadam. Vzorek se homogenizuje a
vystavuje cca ¢tyfnasobnému mnozstvi 3 — 6% roztoku kyseliny sirové nebo chlorovodikové po dobu
15 minut, posléze se neutralizuje prisluSnym mnozstvim 4% NaOH a odstied’uje 15 minut pfi nizkych
otackach. Kultivuje se sediment.
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2.3.5.5 lzolace

Kultivaéni vySetfeni je zlatym standardem diagnostiky, jeho citlivost je vyrazné vyssi nez u
ptimé mikroskopie (10 — 100 bunék/ml). Mykobakteria jsou aerobni, ptidy se inkubuji v atmosféie s 5

rrrrrr
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mesici a kolonie rychle rostoucich mykobakterii se objevuji béhem nékolika dnt.

Mykobakteria vyzaduji specialni obohacena média. Jejich zakladnim pozadavkem je dostatek
fosfolipidu, které se obvykle dodavaji ptidavkem zloutku. Jednotlivé druhy se navic v narocich na ziviny
lisi. M. tuberculosis, stejné jako mnoha NTM, vyzaduji pfitomnost glycerolu, ktery naopak pasobi inhi-
bi¢né M. bovis. Rust M. bovis podporuje pyruvat sodny. Proto se doporucuje inokulovat zarovent mé-
dium s glycerolem i bez glycerolu. Pro potlaceni riistu kontaminant se ptidavaji antibiotické a antimy-
kotické suplementy (chloramfenikol, polymyxin B, linkomycin, kyselina nalidixova, cykloheximid, am-
fotericin B, malachitova zelel). V indikovanych piipadech (vySetfeni miznich uzlin prasat) se vyplati
zaroven inokulovat béZna média pro moznou ptitomnost R. equi.

M. avium ssp. paratuberculosis vyZzaduje ptidavek mykobaktinu, sideroforu, ktery se ziskava
extrakci z M. phlei.

Puvodni a dosud nejbéznéjsi pevna média pro mykobakteria jsou vajeéné pudy, K nimz patii
Lowenstein-Jensen a Herrold. Ty jsou jednak pfirozenym zdrojem lecitinu, jednak vydrzi déle nez
agarova média, coz je pti dlouhodobé kultivaci vyhodou. Agarové pudy (napf. Middlebrook 7H11)
maji 1épe definované slozeni, ale rychleji vysychaji. Pevné ptdy jsou nality naSikmo ve zkumavkach
nebo kultivacnich lahvickach opatienych vickem, ockuje se povrch Sikminy.

Tekuté piudy (Middlebrook 7H9, Dubos Tween Albumen) nachazeji vyuZiti zejména v bioche-
mickych a fenotypickych testy. Fluorescenéni tekuta média (MGIT, mycobacterium growth indicator
tube) se pouziva v automatizovanych systémech, jez umoziuji podstatné rychlejsi detekci rdstu my-
kobakterii. Rostouci mykobakteria spotiebovavaji kyslik, ktery piisobi jako zhase¢ fluorescence.

M. lepraemurium na béznych médiich urenych pro mykobakteria neroste a vyzaduje specialni
pudy. Izolace je vSak tak naro¢na, Ze se obvykle neprovadi a diagnostika se opira o mikroskopicky nalez.

2.3.5.6 ldentifikace

Po pftislusné dobé inkubace vyriistaji na pevnych ptidach kolonie, jejichz morfologie mtize na-
pomoci predbézné identifikaci. Jde pfedev$im o0 pigmentaci, velikost a konzistenci (strukturu) kolonii.
Pigmentace slouzi k rozliseni NTM (zluty az oranzovy pigment se objevuje sam od sebe, po vystaveni
kolonie svétlu, anebo chybi). Druhy komplexu M. tuberculosis pigmenty neprodukuji, kolonie jsou
matné bélavé, nasedlé nebo nazloutlé, a s vyjimkou M. canetti tvofi hrubé kolonie. M. tuberculosis roste
bujné na médiu s glycerolem a jeho kolonie jsou hrubé, suché a kozovité. M. bovis ma drobné kolonie a
na médiu s glycerolem roste $patné. M. avium je rovnéz nepigmentované a kolonie mohou byt hrubé
nebo hladké, vlhké a lesklé, s okrouhlym okrajem. M. avium ssp. paratuberculosis tvoii drobné bezbarvé
hladké kolonie, které casem hrubnou, na Herroldové médiu suplementovaném mykobaktinem.
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K biochemickym testim slouzicim k identifikaci patii produkce ureazy, deaminace pyazinamidu, re-
dukce nitratia (M. tuberculosis a M. kansasii), produkce niacinu (M. tuberculosis), tolerance 5 %
NaCl (M. chelonae, M. fortuitum), hydrolyza Tween 80, produkce katalazy (obvykle pozitivni).

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF umoznuje identifikaci komplexu, nikoli v§ak druhu.
Pfistupuje se proto prevazné k molekuldrnim metodam (PCR, fingerprintové metody, sekvenovani
apod.), které poskytnou dalsi uzite¢né udaje z hlediska charakterizace kmene a epidemiologie.

2.3.5.7 Testovani antibioticke citlivosti

Citlivost k antibiotikiim se tradi¢né testovala agarovou metodou, zalozenou na poéitani kolonii
na médiich s ptislusnou latkou a bez ni. Tato metoda je ovSem pracna a asove narocna. Rychlejsi vy-
sledek nabizeji vétSinou automatizované bujénové metody provadéné v mikrotitra¢nich destickach s fa-
dou testovanych antibiotik, pfi nichZ se riist méfi radiometricky nebo fluorescenéné. Cim dal astgji se
vyuziva detekce znamych mutaci PCR nebo sekvenovanim.

2.3.5.8 Alergenodiagnostika a sérologie

Tuberkuldza skotu je od roku 1968 povazovana v CR za utlumenou nakazu, k jejimuz zavlegeni
do chovu dochazi jen vyjimeéné, nafizen je vSak pe¢livy monitoring, zalozeny na tzv. tuberkulinaci.
Jedna se o zjisténi hypersenzitivni reakce po intradermalni aplikaci roztoku druhové nespecifickych
slozek z M. bovis, tzv. PPD (purified protein derivative), u nas dostupny pod nazvem Bovitubal. Zvitata,
ktera se setkala s infekci MTC, reaguji hypersenzitivni reakci IV. typu (oddaleny typ hypersenzitivity,
V podstaté bunécna imunitni reakce popsana vyse). Zkouska se provadi pravidelné dle natizeni veteri-
narni spravy: misto aplikace (obv. na krku) se vyholi, kutimetrem se zméfi tloustka kozni fasy a aplikuje
se intradermaln¢ 0,1 ml ptipravku. Reakci posuzujeme za 72 hodin. Zesileni koZni fasy o vice nez 4 mm
znaci pozitivni reakci, rozdil 2 — 4 mm se povazuje za dubidzni. Test indukuje doCasnou desenzitizaci
(anergii), takze opakovani je mozné teprve za 42 dni (stanoveno metodikou Statni veterinarni spravy).
Falesné pozitivni reakce mohou byt zplisobeny zkiizenou reakci na netuberkul6zni mykobakteria (v
téchto piipadech miiZze pomoci nasledna simultanni aplikace PPD z M. avium a posouzeni obou reakci,
ovsem az po uplynuti 42 dnti), naopak faleSné negativni byva test u zvifat v rané fazi infekce nebo ve
velmi pokrocilych stadiich — tzv. anergent(i, u nichz velké mnozstvi antigenti utlumilo hypersenzitivni
reakci.

Tuberkulinace se mize bézné provadét také u prasat a driibeze. Pouziva se PPD z M. avium
(Avitubal). U prasat se ¢asto pfistupuje k simultanni aplikaci zarovein s PPD M. bovis. Totéz lze vyuzit
i u malych ptezvykavct, koni, psil, nebo i clovéka, pokud nebyl ockovan. Konim a kozam se ptipravek
aplikuje stejné jako skotu na krku, u ovci, prasat a pstt vyuzivame dorzalni plochu u$ni boltce, kdezto u
driibeze lalicky. Reakce se posuzuje za 48 hodin (72 hodin u skotu).

Poznamka: Robert Koch ptivodné popsal v roce 1890 tuberkulin jako mozné terapeutikum a provadel
pokusy na morcatech a lidech s lupus vulgaris (kozni tuberkul6za). Tito jedinci reagovali na injekei tuberkulinu
do jiného mista zanétem a nekrézou primarnich 1¢zi, které se odlucovaly. Robert Koch to povazoval za pozitivni
jev, ktery brani rozsifeni infekce do miznich uzlin. Bohuzel u pacientti s pokrocilou plicni tuberkulézou je efekt
presné opaény; dochazi k reaktivaci infekce.

Sérologické testy detekujici protilatky nejsou pro béznou diagnostiku prakticky pouzitelné, ne-
bot’ jsou malo citlivé a znacné nespecifické. Vyjimkou je tzv. interferonovy test, zalozeny na principu
ELISA nebo ELISpot. Tento test detekuje hladinu INFy, kli¢ového cytokinu bunééné imunitni odpovédi.

34



K neju¢innéjsim induktorim IFNy patii sekre¢ni antigen 6 (ESAT-6), ktery chybi u mnoha netuberku-
loznich mykobakterii, povazuje se za specifictéjsi nez tuberkulinace.

Sérologie se naopak vyuziva v monitoringu paratuberkul6zy v chovech skotu (ELISA, reakce
vazby komplementu) u starSich zvitat, ackoli i zde je zna¢né riziko fale$né€ pozitivnich nebo negativnich
vysledkd. Kultivaéni vySetteni je vSak zna¢né€ naroné a musi se provadét opakované a na vét§im mnoz-
stvi vzorki, ma-li odhalit asymptomatické nosice. Alternativou je alergenodiagnostika, aplikace PPD
z M. avium ssp. paratuberculosis, tzv. johninu, ktera se provadi podobné jako tuberkulinace.

2.3.6 Terapie a profylaxe

Hovotime-li o terapii tuberkul6zy, pohybujeme se v oblasti humédnni mediciny. U hospodat-
skych zvirat, ktera mohou byt zdrojem infekce pro ¢lovéka a u nichz se provadi pravidelny monitoring,
terapie prakticky nepfichazi v tvahu. I u domécich mazlickli je moznost terapie spiSe teoreticka. Pfi
rozvoji generalizované infekce byva totiz uz pozd¢ a tato zvirata piedstavuji riziko pro své okoli.

Totéz plati o paratuberkuloze; nakazend zvitata musi byt ze stada odstranéna.

Kozni a jiné formy infekce, u nichz se nepiedpokladd vyznamna nakazlivost, jako je naptiklad
kocici lepra, 1ze 1é¢it kombinaci chirurgického oSetfeni a antimikrobialni terapie (klofazimin, fluorochi-
nolony, klarithromycin, doxycyklin aj.). Tradiéni kombinaci 1éCiv pii 1é¢bé lepry ¢loveéka piedstavuje
rifampicin, klofazimin (Lampren) a dapson (diaminodifenylsulfon).

Terapie huménni tuberkuldzy je velice obtizna a nese s sebou fadu rizik. Je nutné dodrzovat
ptisny rezim dlouhodobého podavani kombinace nékolika antituberkulotik, ma-li byt uc¢inna, coz je
Vv rozvojovych zemich nesnadné zajistit. Nedodrzeni rezimu vede k rekurenci onemocnéni a rozvoji re-
zistence. Rada pouzivanych latek je toxickych a jejich dlouhodobé intenzivni podavani se neblaze po-
depisuje na funkci jater a jinych organt. Zakladem je Sestimé&si¢ni podavani izoniazidu a rifampicinu,
v prvnich dvou mésicich jesté v kombinaci s pyrazinamidem a ethanbutolem/streptomycinem (tzv. an-
tituberkulotika prvni linie). V pfipadé net¢innosti nebo nepouzitelnosti pfichazeji v uvahu latky druhé
linie, kK nimZ patii fluorochinolony (ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin), aminoglykosidy (ami-
kacin, kanamycin), polypeptidy (capreomycin, viomycin, enviomycin), cykloserin aj. K tzv. latkam tieti
linie patfi podptrna terapeutika, jejichz ucinnost je slaba nebo neni spolehliveé prokazana, napt. vitamin
D.

Situaci komplikuje stale Castéjsi vyskyt multirezistentnich (MDR) a extenzivné rezistentnich
(XDR) kmend. MDR kmeny vykazuji rezistenci k zdkladnim terapeutikm, tj. rifampicinu a izoniazidu,
XDR kmeny navic k fluorochinolontim a nékterym dal$im latkam druhé linie. Pojem totaln¢ rezistentni
kmeny (TDR) hovoti sam za sebe. Takové kmeny byly jiz identifikovany v asijskych i evropskych ze-
mich.

Jesté v nedavnych dobach se evropska populace plo§né vakcinovala tzv. vakcinou BCG (Ba-
cillus Calmette-Guérin). V soucasnosti je vakcinace vyhrazena pro déti ze socialnich skupin, u nichz se
odhaduje zvySené riziko ndkazy. BCG je kmen M. bovis, ktery jeho objevitelé pasaZzovali v laboratornich
podminkach mezi lety 1908 a 1924. Béhem 231 pasazi doslo k deleci lokusu RD1 a dal$im zménam
vedoucim k vyrazné atenuaci kmene. Pfestoze béhem let byly zkonstruovany dalsi, modernéjsi vakciny,
vcetné subjednotkovych a DNA vakcin, kmen BCG se stale povazuje za nejucinnéjsi, navic je velmi
bezpecny. Je uréen k ochran¢ déti pred fatalni generalizovanou tuberkulézou. Protektivni ucinek se vy-
traci béhem 10 — 20 let a i¢innost podavani u dospélych je predmétem diskuzi, co se také odrazi v od-
hadu ucinnosti: 0 — 80 %. V podstaté to znamena, ze Gcinnost zalezi na okolnostech. Komplexni cha-
rakter imunitni odpovédi je divodem, pro¢ jsou vysledky tak rozporuplné. Jelikoz fada imunogennich
determinant je spole¢na pro vSechny druhy mykobakterii, existuje hypotéza, ze zde hraje roli pfedchozi
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expozice mykobakteriim z prostfedi, jez poskytuje ¢aste¢nou imunitu a nedovoluje patiéné pomnoZeni
vakcina¢niho kmene. Novorozenci, jimz je BCG vakcina priméarné urcena, zadnou interferujici imunitu
nemaji a vakcinace je u nich velmi G¢inna a bezpecna.

Tabulka 1 Klasifikace vybranych zdstupcii Mycobacterium spp.

suis

Skupina Zastupce Hostitel Klinicky vyznam
Pomalu rostouci - Kom- | M. tuberculosis Ho, primati, Ca, Bo, Su, | TBC
plex M. tuberculosis papousci
Celosvétove
M. canetti Ho, vychodni Afrika TBC
M. africanum Ho, zapadni Afrika TBC
M. bovis Bo, voln¢ zijici Ru, Ho, TBC
jezevec, Su, Fe aj. savci
M. microti Hrabos, nékdy jini savci | TBC
(Fe, velbloudi)
M. caprae Cap, Bo TBC
M. pinnipedii Tuleni, lachtani, nékdy TBC
jini savci
Pomalu rostouci — foto- M. kansasii Ho, Bo, volné Zijici Ru, Mykobakteriozy (kize,
chromogenni (Runyon I) Su plice, MU)
M. simiae Ho, primati Mykobakteriozy (plice,
MU)
M. marinum Motské a akvarijni ryby, | TBC ryb a obojzivelnikil
obojzivelnici, vodni Kozni infekce
savci, Ho
M. vaccae Saprofyt -
Pomalu rostouci — Sko- M. scrophulaceum Su, Ru, Ho Mykobakteriozy (MU)
tochromogenni (Runyon
1))
Pomalu rostouci — ne- M. avium ssp. avium Ptaci Ptac¢i TBC
chromogenni (Runyon Ho, Su aj. savci Mykobakteriozy (MU,
1)) plice, stievo...)
M. avium ssp. hominis- Ho, Su Mykobakteriozy (MU,

plice, stievo...)

M. avium ssp. silvaticum | Ptaci (savci?) TBC (mykobakteri6zy)
M. avium ssp. paratuber- | Ru Paratuberkuléza
culosis
M. intracellulare Ptaci TBC
Ho, Ru, Su, primati Mykobakteriozy (MU,
Saprofyt plice, stfevo...)
M. ulcerans Ho, Fe Noduloulceralni kozni
1éze
M. xenopi Ho, Fe, zaby Noduloulceralni kozni
1éze
M. lepraemurium Fe, hlodavci Noduloulceralni kozni
1éze
Rychle rostouci (Runyon | M. chelonae/M. absces- | Ryby Diseminované infekce
V) sus Zelvy Plice
Ho, Bo, Fe, Su MU, disem. infekce
M. fortuitum Ho, Bo, Fe, Ca, Su, MU, mlééna zlaza, kize,
saprofyt diseminované infekce
M. phlei Saprofyt Vzacné kozni 1éze
M. smegmatis Saprofyt Vzacné kozni 1éze, mas-

titidy
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| Nezatazené

| M. leprae

| Ho (pésovec)

| Lepra

Tabulka 2 Vnimavost hostitelskych druhii k patogennim mykobakteriim

+++ - vysoka vnimavost (typicky hostitel), ++ - zna¢n4 vnimavost, + - vnimavost (oportunn¢), - -
nizké nebo zadna vnimavost

Hostitel M. tuberculosis M. bovis M. avium
Ho (primati) +++ ++ +
Bo ++ +++ +
Cap. Ov - +++ +
Su + ++ +
Eq - ++ ++
Ca ++ ++ +
Fe ++ ++ +
Drtibez - - +++
Kanati ++ - Tt
Papousci ++ - -
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3. Grampozitivni koky

3.1 Celed’ Micrococcaceae

Celed” Micrococcaceae patii ke klinicky mén& vyznamnym skupinam bakterii. Taxonomicky
spadd do fadu Micrococcales kmene Actinobacteria. Zahrnuje aerobni nebo fakultativné anaerobni
koky, které se vyskytuji v prostiedi a na zivych organismech jako komenzalové. Nékteré druhy byly
popsany v souvislosti s oportunnimi infekcemi imunokompromitovanych jedincu.

Titulni rod této ¢eledi, Micrococcus, patii mezi typické komenzaly kiiZe, najdeme ho ale i bézné
Vv prostfedi. Jedné se o obligatné aerobni nepohyblivé koky, velké 0,5 az 3 um, které vytvaii typické
tetrady a kuboidni bali¢ky. Jsou pozitivni na katalazu a oxidazu. Snasi dobfe slané prostiedi a podili
se na rozkladu aromatickych slozek potu. V souvislosti s oportunnimi infekcemi (bakteriémie, septicka
arthritida, endokarditida) jsou izolovany vyslovené vyjime¢né a miZzeme je povaZzovat za nepatogenni
mikrofloru koznich stérd. Rostou snadno za aerobnich podminek na béznych médiich, ale i na manito-
lovém slaném agaru. Podobn¢ jako stafylokoky tvoii pomérné velké hladké pigmentované Kolonie,
které se ale 1isi vypouklym profilem. Nejcastéji se setkavame s jasné zlutymi koloniemi M. luteus. M.
roseus tvoii pigment narizovély, M. lylae krémovy. Od stafylokoku je dale snadno odli§ime pozitivni
oxidazou.

Druhym vyznamnym rodem je Kocuria spp., pojmenovana po brnénském mikrobiologu Miro-
slavu Kocurovi, byvalém predsedovi Ceskoslovenské spole¢nosti mikrobiologické. Také to jsou drobné
nepohyblivé bakterie kokovitého tvaru, uspoiadané v tetradach a bali¢cich, miizeme vSak pozorovat i
pary, kratké fetizky nebo nepravidelné hrozni¢ky. Na rozdil od mikrokokd jsou negativni na oxidazu.
Jsou aerobni, ale nékteré druhy nebo kmeny jsou schopny rust i bez kysliku. Patii k béznym bakteriim
prostiedi (ptida, voda), nékteré najdeme na kiZi a sliznicich savci. Casto kontaminuji potraviny, napf.
mléko ¢i kufeci maso, a v potravinaiskych podnicich ¢asto tvori smisené biofilmy s L. monocytogenes.
Nekdy je vsak jejich ptitomnost dokonce zadouci — podili se napf. na vyzravani suchych salamu ital-
ského typu. Nékteré druhy byly asociovany s nosokomialnimi infekcemi, zejména mocového traktu
(tvorti biofilmy v katetrech). Na béznych médiich tvoii rizn¢ pigmentované nehemolytické kolonie a
diive byly Casto zaméinovany za stafylokoky, ackoli kolonie jsou mnohem drobné;jsi.

K. rosea tvofi typicky rizovy pigment. Jejim zdrojem je plida a voda a patfi mezi oportunni
mocové patogeny, podobné jako K. kristinae, jejimz primarnim rezervoarem je pravdépodobné lidska
kiize a sliznice dutiny tstni. Ta tvoii bledé zbarvené kolonie. Zluté pigmentovana K. varians se vysky-
tuje na kuzi i v prostiedi a byla asociovana hlavné s o¢nimi infekcemi (endoftalmitidy). K. rhizophila se
také muze podilet na infekcich, pfedevs§im se ale pouziva v potravinafstvi jako standard pii testovani
antibiotickych rezidui (je citliva k penicilinu).

Rothia spp. jsou nepohyblivé ty¢inky preferujici aerobni prostiedi. Mnohé z nich jsou soucéasti
oralni mikroflory savcu a ptakt a sporadicky vyvolavaji oportunni infekce. R. dentocariosa byva izo-
lovana ze zubnich kazt, ale mize zpusobit i systémovou infekci, jako je bakteriémie a endokarditida.
Podobné i opouzdiena R. mucilaginosa, ktera se pti pruniku z mist pfirozeného vyskytu podili na infek-
cich spojenych s biofilmem (pfedevsim plicnich nebo systémovych). Je pro ni typicka rezistence k chi-
nolonovym chemoterapeutikiim. R. nasimurium, ptivodné izolovana u mysi, je typickym orofaryngeal-
nim komenzalem pst. Byva také izolovana i z dychacich cest papousk, ale zprav o jejim klinickém
vyznamu je malo.

Dalsim zajimavym zastupcem je i rod Arthrobacter (¥. arthros — kloub), pojmenovany podle
zvlastniho zpisobu déleni; tzv. ,,snapping” neboli lusknuti, kdy dochdzi k praskani bunécné stény
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v misté jakychsi kloubt. Typicky roste jako ty¢inka v exponencialni fazi rdstu, zatimco ve fazi stacio-
narni nabyva podoby koku. Nema klinicky vyznam, komeréné se vyuziva pti produkci glutamatu.
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3.2 Celed Staphylococcaceae

Celed’ Staphylococcocaceae patii do fadu Bacillales, t¥idy Bacilli a kmene Firmicutes.

3.2.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou grampozitivni koky velikosti 0,5 — 1,5 um, typicky uspotadané v nepravidel-
nych shlucich a hroznech (Staphylos v fecké mytologii byl synem boha vina Dionysa). Jsou nepohyb-
livé, fakultativné anaerobni a vétSinou vyuzivaji sacharidy fermentativné. Fermentaci sacharidt 1ze
pouzit k druhové identifikaci. Typickym znakem je pozitivni katalazova a negativni oxidazova
zkouska, kterymi je Ize obvykle odlisit od streptokokti a mikrokokii. Dal§im typickym znakem je pfi-
rozena rezistence k bacitracinu, rezistence k zlu¢ovym solim a zna¢na halotolerance (rtst az pii 10 %
NacCl).

Interakce stafylokokt s hostitelskymi organismy saha od asymptomatické kolonizace ptes po-
vrchové infekce az k invazivnim systémovym infekcim. Zalezi pfi tom na druhu bakterie, virulenci
kmene (produkei toxint a dalSich faktort virulence), ale také na zdravotnim stavu a imunitnim statutu
hostitele; za urcitych okolnosti, zejména pfi poskozeni ptirozenych bariér, mohou vSechny druhy stafy-
lokoki zplsobit zavazné onemocnéni.

Je znamo pfiblizné 40 druhti stafylokokt, které fadime k 11 geneticky piibuznym skupinam:
napf. skupina S. aureus, skupina S. hyicus-intermedius, skupina S. epidermidis, skupina S. saprophyticus
a dalsi. Z hlediska klinické praxe se vSak 1épe uplatiiuje jednoduché déleni na tzv. koagulaza-pozitivni
(CoPS) a koagulaza-negativni (CoNS) stafylokoky, podle produkce tzv. volné koagulazy, enzymu,
ktery zptisobuje srazeni krali¢i plazmy. Koagulaza-pozitivni stafylokoky jsou povazovany za typické
patogeny, vyznacujici se produkci velkého mnozstvi faktorii virulence, zatimco koaguladza-negativni
druhy jsou oportunnimi patogeny, které se v infekci uplatni pouze pii zavazném poruSeni obrannych
bariér. CoPS piedstavuji druhy S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius, S. delphini, S. hyicus
(variabilni reakce), S. luttrae a S. schleiferi ssp. coagulans. Déleni dle produkce koagulazy neni stopro-
centné presné, vyskytuji se kmeny, které dané schéma nedodrzuji (nékteré kmeny S. aureus plazmu
nekoaguluji, nékteré kmeny S. chromogenes naopak ano). V rozliSovani CoNS se uplatiiuje zkouska
S novobiocinem: S. saprophyticus je pfirozené rezistentni, zatimco S. epidermidis citlivy.

Pribuzny rod Macroccocus, vyznacujici se velkymi sférickymi bunkami (1 — 2,5 um), nema
z klinického hlediska vétsi vyznam.

3.2.1.1 Vyskyt

Stafylokoky jsou soucasti bézné mikrofléry kuze a sliznic. V prostfedi se pfirozené nevysky-
tuji, zdrojem kontaminace jsou hostitelské organismy. K nejbéznéji kolonizovanym mistim patii nosni
sliznice, dale perineum, podpazi, vlasové folikuly aj. Zatimco zna¢na ¢ast populace napiic hostitelskymi
druhy se vyznacuje dlouhodobym nosic¢stvim CoPS, kolonizace koagulaza-negativnimi druhy je témér
stoprocentni. CoNS také snadnéji kolonizuji riizna mista na téle. Jak CoPS, tak CoNS vykazuji znacnou
afinitu k ur¢itym hostitelskym druhtim; tak napfiklad pfirozenym hostitelem S. aureus je ziejmé ¢lovek,
bézné byva izolovan téz z dribeze, prasat a koni, ale u psti byva nachdzen minimaln¢ (pfic¢emz primar-
nim zdrojem je zfejmée opét clovek). Naopak psi, kocky, ale 1 koné a dal$i zvifata jsou hostiteli jiného
koagulaza-pozitivniho druhu, S. pseudintermedius. S. pseudintermedius byl v nedavné dobé vydélen
z druhu S. intermedius, pticemz se predpoklada, ze vétSina izolatt ptivodné identifikovanych jako S.
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intermedius byl ve skute¢nosti tento druh. Hostitelem S. hyicus je prase, ale téZ skot a dribeZ. Podobnou
hostitelskou afinitu nachazime u CoNS: ¢lovék je bézné kolonizovan druhy S. epidermidis, S. capitis, S.
hominis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, zatimco u zvifat nalézame castéji S. sciuri, S. xylosus, S.

felis (koc¢ka), S. devriesei (skot), S. gallinarum (drubez) aj.

Z epidemiologického hlediska je z&sadni zjisténi, ze populace stafylokokt je vyrazné klonalni.
Specifické virulentni klonalni linie, které ziskaly urcity set faktorti virulence a rezistence (pfedevsim
kmeny rezistentni k meticilinu, tzv. MRSA), asociované ¢asto s ur¢itou komunitou a uréitym typem
onemocnéni, maji tendenci pfichazet v jakychsi epidemickych vinach, kdy na jistém tuzemi po jisty Cas
ziskavaji prevahu nad jinymi klonalnimi liniemi. Zadny vysloven& pandemicky kmen zatim nebyl
popsén. Pfedmétem epidemiologického monitoringu jsou predevsim kmeny MRSA. Pivodni nikou
téchto kmenti byly nemocnice — typické nosokomialni kmeny se oznacuji HA-MRSA (healthcare-asso-
ciated) -, kde ohrozovaly imunokompromitované a jinak oslabené pacienty. V dobé pomérné nedavné
vSak byl zaznamenan narust infekci MRSA bez souvislosti s hospitalizaci, zptisobenych znacné speci-
fickymi, vysoce virulentnimi kmeny CA-MRSA (communitiy-associated/acquired). Ty maji tendenci
zpusobovat zavazné invazivni infekce i u jedinctl jinak zdravych; mize se jednat pouze o folikulitidy a
kozni abscesy, ale také nekrotizujici pneumonie a fasciitidy. Tyto klonalni linie obvykle produkuji leu-
kocidin a dalsi toxiny (viz dale) a vétSinou byvaji citlivé k ostatnim antibiotikiim, zatimco HA-MRSA
byvaji multirezistentni. Pfikladem CA-MRSA je hypervirulentni kmen amerického ptivodu USA300
(ST8), v Evropé je to zejména ST80. Je jasné, ze tyto kmeny se s hospitalizovanymi lidmi dostavaji do
prostfedi nemocnic a hranice mezi CA-MRSA a HA-MRSA se zastira. Pro veterindfe maji ovSem
zvlastni vyznam zoonotické kmeny S. aureus adaptované na hospodaiska zvirata. V Evropé je to piede-
v§im ST398, za jehoz hlavni rezervoar se povazuji prasata, ale vyskytuje se i u koni, skotu nebo driibeze.

3.2.1.2 Patogenita

3.2.1.2.1 Koaguldza-pozitivni stafylokoky

Ptevazné lidsky patogen S. aureus je ze vSech stafylokoki nejlépe prostudovan, je taktikajic
modelovou grampozitivni bakterii, ale mnohé z jeho charakteristik plati podobné i pro ostatni CoPS,
zejména S. pseudintermedius. CoPS jsou schopni dlouhodobé kolonizovat predilekéni mista svych hos-
titeld zcela symptomaticky, ov§em se zvySenym rizikem vzniku povrchové ¢i zdvazné systémové in-
fekce.

Nejbeznéjsi jsou stafylokokové kozni infekce rizného charakteru; folikulitidy, pyodermie, ce-
lulitidy, infekce ran a spalenin. U kralika typické pododermatitidy a podkozni abscesy. S. aureus izolu-
jeme zejména z Clovéka, koni, prasat, dribeze nebo kraliki, zatimco u pst a koCek se setkavame Caste&ji
s druhem S. pseudintermedius. Mezidruhovy pienos je v8ak bézny.

Koné¢ hospitalizovani na klinikach jsou casto ohrozeni endemickymi rezistentnimi kmeny sta-
fylokokt, zpusobujicimi tézko 1éCitelné infekce opera¢nich ran. Kromé toho jsou ¢astymi plivodci
metritid. Podobn¢ jako u lidi, infekce ran, intravendznich katetri a riznych chirurgickych implantati
mize vést k systémové diseminaci infekce se vznikem endokarditidy, pneumonie, septické artritidy
a osteomyelitidy ¢i tromboflebitidy.

Osteomyelitida mize vznikat hematogennim rozsitenim z jiného mista infekce nebo pfimym
prunikem v disledku traumatu, napf. otevienymi zlomeninami. Bakterie a neutrofily se hromadi v kost-
nich kanalcich a brani krveni, coz muze vést k nekroze a vzniku kostnich sekvestru. I stafylokokova
pneumonie muze byt ptivodu hematogenniho, nebo se jedna o bronchopneumonii. Pneumonie zptiso-
bené stafylokoky nejsou bézné, ale obvykle zdvazné. Extrémné ohrozenou kategorii u ¢loveka jsou dlou-
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hodob¢ lezici polymorbidni pacienti, ale i mimo nemocnice se mizeme setkat s té€Zkymi nekrotizuji-
cimi pneumoniemi jako komplikaci napt. chiipkové infekce, které zptsobuji nékteré velmi virulentni
linie (typicky CA-MRSA produkujici tzv. Pantontiv-Valentiniv leukocidin).

Prakticky totéz plati pro infekce pst a kocek. S. pseudintermedius je zde také ¢astym piivodcem
otitid a cystitid.

Stafylokokéza drubezZe se projevuje omfalitidou a zanétem Zloutkového vacku, septikemii, ar-
tritidou a osteomyelitidou a koznimi infekcemi, zejména tzv. ,,bumblefoot, zdnétem chodidlové plochy
beéhakd.

S. aureus je jednim z nejvyznamnéjSich ptivodct kontagiéznich mastitid u dojnic. Zdrojem
infekce neni ndhodna kontaminace z prosttedi, ale pfenos z jedince na jedince, nejcasteji prosttednic-
tvim dojicich zatfizeni. Priibéh miZze byt mirny nebo subklinicky, ale vyjimkou nejsou ani tézké gan-
grenozni mastitidy s postizenim celkového zdravotniho stavu. Akutni zanét mtize piejit do chronicity,
1écba byva obtizna a rekurence Casta; S. aureus je zodpoveédny za tak podstatné produkéni ztraty, Ze se
Casto k 1é¢be ani neptistupuje.

Kmeny S. hyicus produkujici exfoliativni toxin zptisobuji tzv. exfoliativni epidermitidu selat.
Netoxinogenni i toxinogenni kmeny bézné kolonizuji kizi dospé€lych prasat, ktera jsou zdrojem infekce
pro selata. Spoustécem infekce je kozni poranéni, zpisobené naptiklad souboji mezi selaty. Poskozeni
svrchni vrstvy epidermis exfoliativnim toxinem vede ke zvySené exsudaci, jez zaCina obvykle na hlave
a §ifi se po celém tele. Exsudat zasycha a vytvari hnédavé krusty. Mald selata hynou disledkem dehyd-

ratace.

U c¢loveka se setkavame s podobnym stavem, tzv. syndromem oparené kiiZe, ktery vznika u
novorozencu a siln€ imunosuprimovanych jedinct a je téz spjat s produkci exfoliatini. Typické je za-
rudnuti a slupovani velkych ploch pokozky (tzv. Nikolského ptiznak).

Dalsi dva syndromy jsou také asociovany s produkci specifickych toxinil: syndrom toxického
Soku a otravy z potravin. K otravam dochazi pti kontaminaci potravin kmenem S. aureus produkujicim
néktery z enterotoxind, nejcastéji typ A. Zejména byvaji kontaminovany lahtidkové potraviny, jako je
Sunka, salaty, zmrzlina, které nechavame stat dels$i dobu pfi teploté vyssi nez chladnickové, ¢imz umoz-
nime pomnozeni bakterii a produkci toxint. Jelikoz tyto toxiny jsou termostabilni, ani nasledna tepelna
uprava jiz nepomuze. Nastup piiznakt po otravé je rychly, piiblizn€ za Sest hodiny se objevuje prujem,
zvraceni a silné bolesti hlavy.

Syndrom toxického Soku je sice pomérn€ vzacnym, zato extrémné nebezpecnym stavem, ktery
mize vzniknout v souvislosti s jakoukoli masivnéjsi stafylokokovou infekei, napf. pneumonii nebo in-
fekci rany. Pivodné byl popsan ve 20. letech po smrti fady déti ockovanych kontaminovanou vakcinou.
V 80. letech dochazelo k pripadiim toxického Soku u menstruujicich zen — divodem bylo pomnozeni
bakterie v hygienickych tamponech (soucasné hygienické pomuicky obsahuji mén¢ rizikové materialy,
ale presto je tfeba dodrzovat doporucenou dobu zavedeni). Toxicky Sok s horeckou, poklesem krevniho
tlaku a erytemat6zni vyrazky po celém téle nastupuje velmi rychle. Hypotenze vede k multiorgdnovému
selhani.

3.2.1.2.2 Koagulaza-negativni stafylokoky

CoNS zvolily mén¢ agresivni zivotni strategii; kolonizuji hostitelské¢ druhy s vysokou preva-
lenci a samy od sebe klinické onemocnéni nezptsobuji; jako patogeny se uplatni jen v piipad¢ zavaz-
ného oslabeni obranyschopnosti hostitele. V humanni mediciné patii mezi typické nosokomialni pato-
geny. Snadno kolonizuji zejména cizi télesa, jako napf. vendzni a mocové katetry, umélé chlopné,
kloubni nahrady a jiné chirurgické implantaty, kde rostou ve formé biofilmu. V dal$im stadiu se z bio-
filmu mohou uvolnovat septické tromby s nasledkem valvularni endokarditidy, septické tromboflebitidy
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apod. CoNS jsou Castymi pivodci peritonitidy pfi peritonealni dialyze a septikémie, pneumonie nebo
meningitidy pfed¢asné narozenych déti nebo zavazné imunosuprimovanych pacientd. Kromé toho S.
saprophyticus je druhym nejéastéjsim pivodcem (po E. coli) zanéti mocovych cest u Zen.

Ve veterinarni mediciné maji CoNS vyznam pfi infekcich operacnich ran. U skotu byvaji Casto
izolovany z ptipadt mastitid. Ty byvaji Castéji mirné az subklinické. Nejéastéji se zde uplatiiuje S.
chromogenes, dale S. simulans, S. xylosus aj. Pfi izolaci typickych lidskych kolonizatora (napt. S. epi-
dermidis) se da predpokladat, ze zdrojem byl clovek.

Z klinického a epidemiologického hlediska je velmi vyznamné zjisténi, ze rezistence k metici-
linu je mezi CoNS jesté castéj$i nez u CoPS. CoNS tak mohou hrat roli jako rezervoar a zdroj gent
rezistence pro druhy zpusobujici vazné infekce.

3.2.1.3 Faktory virulence

S. aureus je pozoruhodné pfizptsobivou bakterii, ktera dovede k okamziku ,,pfepnout™ a z mi-
rumilovného kolonizatora sliznic se stava niivy agresor — a naopak. Toto schizofrenni chovani je ve
skute¢nosti peclive fizeno fadou regulacnich systémi, které spousti a vypinaji expresi faktort virulence,
které podle situace umoziuji bakteriim tvorbu biofilmu, dlouhodobou povrchovou kolonizaci, uvolnéni
z biofilmu, invazivni infekci s poskozenim hostitelskych bunék a extracelularni matrix, modulaci imu-
nitni odpovédi a intracelularni prezivani a perzistentni infekci ve formée tzv. SCV (small colony variant).
Jednotlivé faktory virulence ucinkuji ve vzajemné shodé¢, uplatiuji se v riznych stadiich infekce a za-
sahuji obranné systémy hostitele na riznych urovnich. Da se predpokladat, ze agresiny typu superanti-
gent, zpusobujici zdvazné, Casto smrtelné systémové reakce, maji jeste jinou roli, protoze thyn hosti-
telského organismu neptedstavuje pro bakterii zadnou evolu¢ni vyhodu. Stavy typu syndromu toxického
Soku Ize povazovat z hlediska bakterie i hostitele za fatalni nedopatieni.

Faktory virulence stafylokokd si mizeme pro zjednoduseni rozdélit na povrchové molekuly,
které slouzi vétsinou jako adheziny nebo k interakci s imunitnim systémem, exoenzymy a exotoxiny.
Buné¢na sténa stafylokokl obsahuje peptidoglykan a lipoteichovou kyselinu, které patfi mezi mole-
kuly rozpoznavané bunkami imunitniho systému a spoustéjici produkci cytokind. Spolecné vyvolavaji
ptiznaky toxického Soku. Nekteré kmeny stafylokokd produkuji kapsularni polysacharidy. Kromé
toho mnohé stafylokoky produkuji také polymer N-acetylglukosaminu zvany polysacharidovy inter-
celularni antigen (PIA), kodovany lokusem ica, ktery hraje roli v agregaci bunék pii formaci biofilmu.
Lokus ica je ¢asty u velmi virulentnich kmenti, ackoli i negativni kmeny jsou schopny tvofit biofilm.

Stafylokoky tvofi velkou skupinu povrchovych adhezini, zvanych MSCRAMMS (microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules), zprostfedkujicich vazbu k riznym mole-
kuldm extracelularni matrix, jako je fibronektin, laminin, vitronektin nebo kolagen. Jsou dilezité pro
kolonizaci raznych tkani a tvorbu biofilmu. Pfikladem mutze byt Bap (protein asociovany s biofilmem)
nebo Bbp, ktery vaze kostni sialoprotein a ma vyznam pfi patogenezi osteomyelitidy, ale také tzv. va-
zana koagulaza (clumping factor) A a B, potencujici tvorbu fibrinovych srazenin kolem bakterie. Patii
sem i protein vazajici von Willebranduv faktor (VWbp), ktery u¢inkuje v soucinnosti s volnou koagula-
zou. Nejznaméj$im piikladem je stafylokokovy protein A. Zde v8ak vznika jisty zmatek v nomenkla-
tufe, protoze S. aureus produkuje celou fadu podobnych proteinti, které mohou vazat fibronektin a dalsi
bilkoviny extracelularni matrix. Nejznaméjsi funkcei stafylokokového proteinu A (SpA), kodovaného
genem spa, je vazba Fc konce imunoglobulinti G, ¢imZ poskytuje bakterii silnou ochranu pted fagocyto-
zou a aktivaci komplementu (Fc konec IgG je ligandem receptord fagocytujicich bunék). Jeho modu-
la¢ni G€inky na imunitni systém jsou vSak zfejme& mnohem §irsi. Je schopen vézat i Fab konce riznych
imunoglobulinti v¢etné receptord B lymfocyti; funguje jako jejich superantigen (viz nize) a brani efek-
tivni protilatkové odpovédi.
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S. aureus produkuje dalsi povrchové proteiny, které piimo moduluji funkce imunitniho systému.
Je to napftiklad tzv. SCIN — stafylokokovy inhibitor komplementu, ktery blokuje jak klasickou, tak al-
ternativni cestu aktivace tohoto systému, nebo protein inhibujici chemotaxi — CHIPS. Ten blokuje re-
ceptory neutrofili pro chemotaktiny, konkrétn¢ C5a slozku komplementu.

Mezi exoenzymy je na prvém misté ticba zminit volnou koagulazu. Tento enzym vazbou
K trombinu (v soucinnosti s vyse zminénym vWbp) vytvafi tzv. stafylotrombin, ktery konvertuje fib-
rinogen na fibrin. Fibrinové srazeniny kolem bakterialni bunky ji poskytuji ochranu pied fagocytézou a
komplementem. Enzym stafylokinaza (fibrinolyzin) fibrinové srazeniny naopak $tépi.

Stafylokoky netvoii biCiky ani jiné prostfedky aktivniho pohybu. Pfesto se dokazou §ifit napa-
denou tkéni a piesouvat se z mista na misto. V tom jim pomahaji tzv. spreading faktory, vétSinou en-
zymy, $tépici slozky extracelularni matrix a fungujici v sou€innosti s adheziny. Mezi né€ patfi predevsim
hyaluronidaza a mnozstvi proteaz (proteaza V8, aureolyzin, stafopain aj.). Jejich primarni funkci je
ziskavani zivin, avSak mohou §tépit také imunoglobuliny a jiné molekuly imunitniho systému; maji tedy
i funkci obrannou. Kolonizaci mist s mnozstvim mazovych zl4z napomahd enzym lipaza.

Virulence stafylokokt je do znacné miry dana produkci toxini. Ty maji jednak charakter cyto-
toxinll a hemolyzint (stafylokokovy a toxin, B toxin, y toxin a PVL, ¢ toxin a fenol-solubilni moduliny)
a jednak tzv. superantigent (exfoliativni toxiny, enterotoxiny a toxin syndromu toxického Soku).

Toxin a je nejsilngjsi hemolyzin (projevuje se uplnou hemolyzou na krevnim agaru). Vytvaii
pory v bunécnych membranach, coz vede k efluxu draselnych a influxu sodnych iontl a lyze buiky.
Kromé erytrocytti poskozuje i bilé krvinky, endotel nebo hepatocyty. Prisuzuje se mu jeste dalsi, ne-
ptima funkce; aktivaci protedz §tépicich E-cadherin mezibunécnych spojii umoziuje aktivni priinik bak-
terie epitelialnimi bariérami. Toxin B je sfingomyelinaza, hydrolyzujici membranové fosfolipidy a zpa-
sobujici ¢astecnou hemolyzu na krevnim agaru. Toxin ¥ je jednim ze stafylokokovych bikomponentnich
leukotoxini. Jedna se o toxiny slozené ze dvou proteinovych podjednotek, které podobné jako o toxin
vytvateji pory v membranach a ptisobi zejména proto neutrofilim a jinym fagocytiim. y toxin je produ-
kovan skoro vzdy a ma hemolytickou aktivitu; naproti tomu tzv. Pantoniiv-Valentintv leukocidin neni
hemolyzinem a jeho produkce je typicka jen pro nekteré specifické kmeny, zejména pro tzv. CA-MRSA
(community-acquired) asociované s piipady nekrotizujicich pneumonii. 6 toxin je jednim z tzv. fenol-
solubilnich modulini (PSMa, PSMp a o toxin). Jsou to malé peptidy s funkci detergentii, poskozujici
membrany fady bunék véetné neutrofild. Pomahaji téz rozpoustét biofilm a vysoka mira exprese je ty-
picka pro nejvirulentnéjsi kmeny.

Exfoliativni toxiny (ET) jsou proteazy Stépici desmozomalni junkce keratinocytil, které drzi
pohromadg stratum granulosum a stratum spinosum epidermis. Jejich u¢inkem dochazi k tvorbé puchyit
a ke slupovani svrchni vrstvy ktize. Exfoliatiny produkované S. hyicus $tépi selektivné porcinni desmo-
glein a pouze toxinogenni kmeny jsou schopny vyvolat exsudativni epidermitidu, ET A a B S. aureus
jsou zodpovédné za vznik syndromu opatené kiuize u ¢lovéka a podobny toxin byl identifikovan i u S.
pseudintermedius v souvislosti s pyodermii psu. Nova zjisténi jim ptisuzuji i funkci superantigent.

Superantigeny neboli pyrogenni toxiny jsou molekuly, které zprostiedkuji vazbu variabilnich
domén receptortt T-lymfocyti s molekulou MHC-II, vyvolavajice tak nespecifickou polyklonalni akti-
vaci T-lymfocyti. Nepfiméfena a necilena imunitni odpovéd’ s masivni produkci prozanétlivych cy-
tokint vede k projeviim toxického Soku. Nejznaméjsim stafylokokovym superantigenem je TSST-1 (to-
xin syndromu toxického Soku) S. aureus, nicméné stejnym zptisobem ucinkuji téz stafylokokové ente-
rotoxiny, pokud se dostanou do cirkulace. Enterotoxiny jsou zodpovédné za otravy z potravin, ale me-
chanismus jejich u¢inku na travici trakt neni objasnén; vyvolavaji zanétlivou odpoveéd’ a stimuluji mas-
tocyty, coz je pravdépodobné pii¢inou emeze. Enterotoxiny (A — X) a enterotoxintim podobné toxiny
byly identifikovany u S. aureus, S. pseudintermedius, vzacné i u riznych CoNS. Produkce toxinu je
zavisla na vnéjSich podminkéch a hustoté bakterialni populace; je potfeba urcitého ¢asu na pomnozeni
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bakterii v kontaminované potraviné nebo infikované tkani, acrobni atmosféry a neutralniho pH. Pii
vzniku toxického Soku se superantigeny vstiebavaji do cirkulace. Enterotoxiny jsou rezistentni k travi-
cim enzymum a nelze je odstranit tepelnou Gpravou.

Jak jiz bylo feceno, tak Siroky arzenal riznych faktord virulence, €asto i s protichiidnou funkci,
vyzaduje sofistikované fizeni v reflexi ménicich se podminek okoli. Bylo identifikovano velké mnozstvi
regulatori, které fidi spousténi riznych funkénich skupin faktort virulence v riznych stadiich infekce,
spolupracuji spolu a vytvaii provazanou regulacni sit’. Znamy systém Agr (accessory gene regulator) je
jenom jednim z nich. Je to systém quorum sensing, ktery po dosazeni denzity populace spousti expresi
faktorti nutnych pro zisk zivin a unik imunitnimu systému, zejména rtizné cytolyzini a hydrolytickych
toxint, zatimco exprese koloniza¢nich faktori je spiSe tltumena. Obrazné fe€eno v atmosféie existencni
systému je také typicka pro hypervirulentni klony S. aureus. V optimalnich podminkach jsou signali-
zacni molekuly tohoto systému vychytdvany a jeho funkce inhibovana.

S vysokou virulenci mohou byt asociovany i nékteré méné napadné determinanty, které ovliv-
fuji adaptivitu svych nositeld. Tzv. ACME (arginin catabolic mobile element) je genomicky ostrov
s fadou metabolickych funkci, které v disledku zvysuji schopnost kolonizovat rizna mista na téle, per-
zistenci na kuzi a rezistenci k nespecifické imunitni odpovédi, ¢imZ napomaha snadnéjSimu $ifeni z je-
dince na jedince. Tento element ma ptvod u koagulaza-negativniho S. epidermidis, ale pfenos na S.
aureus dal vznik napfiklad hypervirulentnimu epidemickému kmeni USA300.

3.2.1.4 Patogeneze

Zdrojem stafylokoku jsou ptechodni nebo trvali nosi¢i. CoPS maji tendenci kolonizovat urcita
mista na téle, predevsim nosni sliznici a nosohltan, zatimco nika CoNS je méné¢ specificka. Predpokla-
dem invazivni infekce jsou kompromitované epitelialni bariéry disledkem traumatu nebo zavedenim
katetrd a implantat, toxinogenni CoPS jsou vSak schopny do jisté miry samy aktivn¢ penetrovat nepo-
rusenou sliznici nebo kiizi. Role exfoliativnich toxintl v této souvislosti je zfejma, nicméné také a toxin
zpusobuje naruSovani mezibuné¢nych spoji, nebot’ aktivuje proteazy, které stépi E-cadherin. Hyaluro-
nidéza, protedzy a dalsi enzymy a adheziny (MSCRAMM) napomahaji pohybu extracelularni matrici.

V dal8im stadiu infekce musi bakterie vypofadat s utokem imunitniho systému a s nedostatkem
Zivin, obsadit a ustalit se v nové dobytém ,,uzemi‘. Produkuji toxiny (hemolyziny, leukotoxiny), které
poskozuji buiikky imunitniho systému, brani se fagocytdze vyvazovanim a $tépenim imunoglobulint a
opsoninovych slozek komplementu. U¢inkem koagulazy se bakterie obklopuji fibrinovymi srazeninami,
které brani ptistupu fagocytl i slozkdm komplementu. Fagocytovanym buiikdm umoziiuji toxiny tnik
z fagozomu do cytoplazmy; superoxiddismutaza a zluty pigment stafyloxantin je chrani pred a¢inkem
kyslikovych radikalt. Béznym vysledkem tohoto boje je formace abscesu. V centru se nachazi zivé
bakterialni buniky, obklopené mnozstvim nekrotickych i zivych fagocytl. Zbytky nekrotickych bunék
se meéni v lepkavy hnis. Protoze se bakterie mnozi, uvniti abscesu brzy zacina byt té€sno a nedostatek
Zivin; o to vic jsou produkovéany proteazy a cytolyziny, které pomahaji ziskat Ziviny z poskozenych
bunek. Nebezpeci predstavuji i systémove vstiebavané toxiny. Vysledkem miize byt tnik bakterii a roz-
Sifeni zanétu do okoli, prolomeni abscesu, uvolnéni septickych trombut do cirkulace a systémova dise-
minace zanétu, nebo Casto zdanlivé vitézstvi imunitniho systému, vstiebani abscesu, piipadné ,,remiza®,
ptechod do chronicity.

Stafylokoky Casto obsazuji nezivé (napf. katetry), ale 1 zivé povrchy (nosni sliznice pfi chro-
nické rhinitid€, srde¢ni chlopné€) ve formé biofilmu. Inicialni roli zde hraji opét adheziny MSCRAMM,
zatimco exopolysacharid PIA, extracelularni DNA a dal$i molekuly tvoii zaklad biofilmové matrice.
Kanalky privadéjici vodu a ziviny se tvoii ucinkem fenol-solubilnich modulinti a proteaz.
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Stafylokokové infekce neziidka piechazeji do chronicity. Pfedpoklada se, Ze principem perzis-
tence je ,,pfepnuti fenotypu, vznik tzv. SCV (small colony variants). SCV jsou buiiky s redukovanym
metabolismem, které neprodukuji cytolyziny, ale exprimuji hodné adhezind, pfedevsim proteiny vaza-
jici fibronektin (FnBPs). Dochazi k utlumeni systému Agr. Tyto varianty vyvolavaji minimalni imunitni
odezvu a nachazi se pfevazné intracelularné, pti¢emz internalizaci zipovym mechanismem zprostiedkuji
nejspis pravé zminéné FnBPs. Jsou-li bakterie kultivovany v tomto stadiu, tvofi velice drobné kolonie
na pevném médiu, odtud jejich jméno. Pfi zméné podminek jsou vSak schopny velice rychle ,,piepnout®
zpét na plné virulentni variantu a snadno dochazi k relapsu onemocnéni.

3.2.1.5 Diagnostika

Diagnostika stafylokokovych infekci je obvykle nekomplikovana, ackoli vyznam nalezu musi
byt interpretovan s ohledem na misto izolace a klinické ptiznaky, nebot’ nosi¢stvi i toxinogennich CoPS
je bézné. Vhodné vzorky zavisi na typu infekce: stéry kiize a koznich 1ézi, stéry opera¢nich ran, vytery
Z ucha, mo¢, délozni vytéry, mléko, kloubni, pleurdlni punktaty, plicni vyplasky, obsah abscesii aj. N¢-
kdy je uzitetné provést orientacni piimé mikroskopické vysetfeni; velké mnozstvi nepravidelnych
shlukli grampozitivnich kokl podpofi vysledek kultivacniho vySetfeni. Klinické vzorky vétSinou kulti-
vujeme standardné na béZnych médiich, za pristupu kysliku pri 37°C. Obvykle uz po 24 hodinach
pozorujeme okrouhlé, pomérné velké kolonie (3 — 5 mm) s plochym profilem, typicky hladké a
pigmentované. Barva kolonii nabyva rtiznych odstinti podle druhu a kmene od porcelanové bilé (ty-
picka pro S. hyicus) pies nazloutlou, nasedlou, kavovou po tlumené oranzovou (¢asto S. aureus). He-
molyza je riizna; az na vyjimky nebyva u CoNS, naopak CoPS jako S. aureus a S. pseudintermedius
¢asto produkuji n€kolik typ hemolyzind, takze kolem kolonii Ize pozorovat dvé i vice hemolytickych
z6n (uplné i netplné). Masivni narust takovych kolonii i ve smiSené kultuie 1ze povazovat za signifi-
kantni nélez; ojedinélé kolonie vyzaduji opatrnéjsi interpretaci.

V nékterych piipadech je indikovano pouziti selektivné-diagnostickych médii, jako je manito-
lovy slany agar nebo Baird-Parker agar. MuZeme také vyuzit halotolerance bakterii k pomnozeni
vzorku ve slaném bujonu. Média pro stafylokoky obsahuji 7,5 — 10 % NaCl. Tato koncentrace tlumi
rust vétSiny ostatnich bakterii. Selektivni kultivace nachazi uplatnéni predevsim pfi kultivaci vzorkt
Z potravin; pii vySetfovani otrav stafylokokovymi enterotoxiny je vSak nutno brat v potaz, ze bakterie
V potraviné uz nemusi byt pfitomny. Manitolovy slany agar slouzi k detekci fermentace manitolu (napf.
S. aureus), ktera se projevuje zezloutnutim média. Pfi rGstu negativnich druhii se rizova barva média
neméni. Baird-Parker agar obsahuje vaje¢ny Zloutek, kvasni¢ny extrakt, pyruvat sodny a teluri¢itan. S.
aureus na ném tvofi typické Cerné kolonie obklopené zoénou projasnéni.

Pti kultivaci vzorkt mléka na diagnostiku ptivodcti mastitid pfimo v terénu se velmi ¢asto uplat-
streptokoky a enterokoky a pro gramnegativy. Chromogenni médium pro stafylokoky inhibuje rist dal-
Sich dvou skupin a umoziuje orienta¢ni urceni druhu podle barvy kolonie. PredbéZznou diagnézu je vSak
nutno potvrdit klasickym laboratornim vySetfenim.

Vysledek kultiva¢niho vySetfeni miizeme doplnit pomocnymi testy, jako je kataldzova a oxida-
zova zkouska (s vyjimkami K+, O -), koagulazovy test, test rezistence k novobiocinu u CoNS. Bioche-
mické multitesty a hmotnostni spektrometrie umozni definitivni druhovou identifikaci.

Produkci volné koagulazy (pro rozdéleni CoPS a CoNS) zjistujeme tzv. zkumavkovym tes-
tem. Testovanou kulturou inokulujeme krali¢i plazmu ve zkumavce a inkubujeme pti 37°C. Béhem 4 —
24 hodin by mélo dojit ke srazeni a ztuhnuti plazmy. Je ovSem dulezité provadét Casté pravidelné kon-
troly, protoze po urcité dobé dochazi opé€t ke ztekuceni vlivem hydrolytickych enzymt a pozitivni reakce
by nemusela byt zaznamenana. SkliCkovym testem zjistujeme pfitomnost tzv. vazané koagulazy
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(clumping faktoru). Tento test je jednodussi, do kapky PBS na skli¢ku naneseme klickou kolonii testo-
vaného kmene, ptidame kapku krali¢i nebo lidské plazmy a béhem nékolika sekund pozorujeme srazeni
smgesi.

Kultivacni nalez stafylokokt je automaticky néasledovan vySetfenim citlivosti k antibiotikiim.
Kromé bézné pouzivanych latek je tfeba otestovat také ,,antistafylokokové™ betalaktamy pro zachyt
kment rezistentnich k meticilinu (MRSA/MRSP/MRCoNS atd.). Misto meticilinu se v testech diive
pouzival oxacilin, dnes se preferuje pouziti cefoxitinu; rezistence k tomuto cefalosporinu indikuje me-
ticilin-rezistentni kmen.

Epidemiologicky monitoring, zejména pfi zachytu meticilin-rezistentnich kment, vyzaduje po-
drobngjsi charakterizaci. Dfive se pouzivala tzv. fagova typizace. Podle citlivosti ¢i rezistence k setu 23
ruznych bakteriofagl byl testovany kmen oznacen jako urcity fagotyp. Tato metoda je dnes nahrazovana
efektivnéj$imi molekularnimi metodami. Zakladem je urceni sekvenéniho typu metodou MLST (multi-
locus sequence typing). UziteCnymi pomocnymi metodami je napf. typizace genli pro protein A (spa
typing) a operonu agr (biotypy agr I, I, III, IV jsou do zna¢né miry asociovany s ur€itymi syndromy).
Pfi charakterizaci MRSA se uplatiiuje urceni typu SCCmec (staphylococcal chromosome casette), mo-
bilniho genetického elementu nesouciho rezistenci k meticilinu. Existuje 13 typt SCCmec.

3.2.1.6 Terapie

Problematika antibiotické rezistence stafylokokil je obsahlé téma. Prokaze-li se tedy jakykoli
druh stafylokoka jako ptvodce infekce, testy citlivosti musi byt provedeny zcela samoziejmé. Jako an-
tibiotika prvni volby lze zvazit bézné latky Sirokospektralni nebo s primarnim spektrem ucinku proti
grampozitivnim bakteriim, jako jsou tetracykliny, potencované sulfonamidy, betalaktamy a linkosa-
midy. Rezistence k jednoduchym penicilinim je vSak dnes tak rozsifena, ze je 1ze pfedem pokladat za
neudinné a zvazovat G¢innéjsi varianty, jako jsou aminopeniciliny potencované Kyselinou klavulano-
vou, cefalosporiny nizSich generaci (cefalotin) nebo ,,antistafylokokové* peniciliny jako je meticilin,
oxacilin nebo kloxacilin. Posledni jmenované jsou G¢inné i vici kmentim, které produkuji betalak-
tamazy. Kmeny MRSA (respektive MRSP, MRCoNS atd.), nesouci gen mecA nebo jinou variantu genu
pro alternativni protein vazajici penicilin (PBP2), jsou rezistentni prakticky ke v§em betalaktamo-
vym antibiotikim v¢etné karbapenemi. Dalsi latky s u¢inkem na bunéénou sténu, glykopeptidy (van-
komycin), jsou s ohledem na nebezpec¢i vzniku Easte¢né rezistence (VISA) vyhrazeny pro kritické pfi-
pady humannich infekci, kdy se podavaji parenteralné. Linkomycin a zejména silnéjsi klindamycin se
pouzivaji pro 1é¢bu stafylokokovych osteomyelitid a abscest u pst a kocek, nebot’ dobie pronikaji do
kosti a do mist zanétu, je zde vSak riziko neptiznivého ovlivnéni rovnovahy stievni mikroflory a vzniku
pseudomembranozni kolitidy, jak je znamo u lidi. Z toho divodu by se nemély pouzivat u bylozravci.
Z amidoglykosidd pfichazi v uvahu prakticky jen gentamicin, pfic¢emz citlivost musi byt potvrzena.
Také rezistence k tetracyklinlim je velmi rozsifena; latka tieti generace tigecyklin je vSak doporucovan
na lécbu infekci MRSA. Rezistence k tetracyklinlim je typickd u LA-MRSA ST398 a kment HA-
MRSA, které byvaji obvykle multirezistentni, na rozdil od typickych CA-MRSA, které kromé¢ SCCmec
dal$i determinanty rezistence vétSinou neobsahuji.

Volba antimikrobika by tedy méla postupovat piiblizné takto: v prvni fadé€ ovéfit citlivost k za-
kladnim peniciliniim, poté postupovat k antistafylokokovym penicilinim a v ptipad¢€ rezistence zvazo-
vat linkosamidy. Teprve pfi infekci multirezistentnim kmenem MRSA pfichazeji v ivahu nové latky,
jako je tigecyklin, daptomycin nebo linezolid.
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Tabulka 3 Vyznam jednotlivych druhi Staphylococcus spp. u riiznych hostitelii

Hostitel Puvodce Onemocnéni
Psi, kocky S. pseudintermedius (S. aureus, | Pyodermie, abscesy, infekce
S. felis aj.) ran, otitidy, osteomyelitidy,
mocové infekce
Koné S. aureus, S. pseudintermedius | Infekce ran, dermatitidy, sep-
tické artritidy, abscesy
Prasata S. aureus, S. pseudintermedius | Infekce ran, dermatitidy, sep-
tické artritidy
S. hyicus Exsudativni epidermitis
Skot S. aureus, koagulaza-negativni | Mastitidy, metritidy, abscesy,
stafylokoky dermatitidy, septické artritidy
Drlibez S. aureus Omfalitidy, septické artritidy,
dermatitidy
Kralici S. aureus Podkozni abscesy, pododerma-

titidy, metritidy, mastitidy
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3.3 Celed’ Streptococcaceae

Celed Streptococcaceae fadime do fadu Lactobacillales tfidy Bacilli kmene Firmicutes.

3.3.1 Rod Streptococcus

Rod Streptococcus je nejvyznamnéj$im zastupcem cCeledi Streptococcaceae z fadu Lacto-
bacillales, ktery zahrnuje grampozitivni bakterie vyznacujici se negativni kataldzovou reakci.
Mnohé z nich se fadi mezi tzv. LAB (lactic acid bacteria), bakterie produkujici laktat jako hlavni pro-
dukt nebo jeden z produktd fermentace cukri. Katalaza-negativnim grampozitivnim kokim s okrajo-
vym klinickym vyznamem se bude vénovat samostatna kapitola.

Streptokoky jsou sférické, nékdy ovoidni grampozitivni koky, métici v priméru 1 pm, které se
typicky déli pouze v jedné roviné — maji tedy tendenci vytvaiet pary az fetizky, na rozdil od stafylo-
kokd, tvoticich nepravidelné shluky. Delsi fetizky pozorujeme zejména v tekutych médiich, jako je napft.
mléko. Streptokoky jsou nepohyblivé, maji obligatn¢ fermentativni typ metabolismu a fadi se mezi
fakultativni anaeroby, prestoze vyssi koncentrace CO; Casto podpofi rist mnohych druhti. Hlavnim
produktem fermentace sacharidd je laktat. Zasadnim odliSovacim znakem od stafylokokd je zminéna
negativni katalazova reakce. (Vyjimkou je katalaza-pozitivni druh S. didelphis, izolovany z vacice.)

3.3.1.1 Klasifikace

Klasifikace streptokokll je pomémé komplikovand a vychazi z historické tradice; opira se o
morfologické znaky, klinicky vyznam a sérologii.

Podle typu hemolyzy rozliSujeme skupinu betahemolytickych streptokoku
5 skupin: 1) pyogenni; 2) oralni; 3) mlééné (dnes Lactococcus spp.); 4) enteralni (dnes Enterococcus
spp.) a 5) anaerobni. Vétsina zastupctl z poslednich tii skupin je dnes zahrnuta v samostatnych rodech
¢i dokonce Celedich. Prvni dvé skupiny do jisté miry splyvaji s pfedchozim ¢lenénim dle hemolyzy. Tak
hovotime o pyogennich betahemolytickych streptokocich, které zahrnuji vétSinu nejvyznamnégjsich
patogend, a oralnich/viridujich streptokocich, z nichz vétSina predstavuje komenzaly sliznic s opor-
tunni patogenitou. Setkavame se ovSem s vyjimkami, napf. nékteré pyogenni streptokoky produkuji va-
riabilni hemolyzu podle poddruhu nebo kmene (S. agalactiae, S. dysgalactiae). S. pneumoniae (znamy
pneumokok) je typicky viridujici a je velmi tézko odlisitelny od nepatogennich oralnich druht.

Sérologické ¢lenéni se opira o ptitomnost skupinového polysacharidového antigenu a Kyse-
liny teichoové v bunécéné sténé a rozpoznava 20 skupin dle Lancefieldové (nazvanych podle mikrobi-
olozky Rebeky Lancefieldové), znac¢enych velkymi pismeny A — V (n€ktera pismena jsou vynechana).
Sérotypizace se dnes provadi latexovou aglutinaci. Nékteré druhy mohou tvofit rizné antigeny, nékte-
rym naopak tento antigen chybi. Historicky se klasifikace vztahuje na $ir$i spektrum ptibuznych gram-
pozitivnich kokli, nez je rod Streptococcus Vdnesnim smyslu — proto zahrnuje
i laktokoky, enterokoky a nékteré dalsi rody.
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3.3.1.2 Vyskyt

Streptokoky jsou typickymi obyvateli sliznic dutiny dstni a traviciho traktu, hornich cest
dychacich a pohlavnich organt. Na kiZi se vyskytuji pouze prechodné. Jsou pomérné citlivé ve vnéj-
$im prostfedi, zejména k vyschnuti. Zdrojem infekci patogennimi streptokoky je pfedevsim fenomén
asymptomatického nosi¢stvi (na tonzilach, v porodnich cestach apod.).

Oralni streptokoky patii k typické tistni mikrofldie a jejich role je ambivalentni. Vysoké pocty
zejména S. mutans jsou asociovany se zubnim kazem, naopak S. dentisani pisobi protektivné jako tstni
probiotikum. S. salivarius v kombinaci s laktobacily miize omezit nosiéstvi S. pyogenes, produkuje totiz
bakteriociny, které omezuji jeho rust.

3.3.1.3 Patogenita

3.3.1.3.1 Skupina pyogennich streptokokil

Modelovym piikladem pyogennich hemolytickych streptokokt je S. pyogenes. Je to humanni
patogen se skute¢n¢ Sirokym zabérem, od nekomplikovanych infekci hornich cest dychacich a kiize po
invazivni infekce doprovazené toxickym Sokem a autoimunitnimi poruchami. S asymptomatickou ko-
lonizaci hltanu se setkavame jen asi u 5 % dospé€lé populace, 30 — 70 % déti. Prave u déti zpusobuje
bézné akutni tonzilitidu, doprovazenou celkovymi piiznaky a ¢epy na mandlich. Pti prvnim setkani
S timto patogenem se muze vyvinout tzv. spalou se vznikem charakteristické vyrazky. Dnes diky peni-
cilinu tato onemocnéni probihaji ve vétSin€ ptipadii v akutni fazi bez komplikaci, diive byvala spala
Casto smrtelna. I po nekomplikované tonzilitidé ¢i faryngitidé vSak hrozi nebezpeci autoimunitnich
komplikaci (tzv. sterilni nasledky, kdyZ jiz patogen nemusi byt v organismu pfitomen) ve forme rev-
matické horecky (s postizenim srde¢nich chlopni a pohybového aparatu) a glomerulonefritidy.

Kromeé toho je S. pyogenes béznym ptivodcem kozZnich zanéta (impetigo, celulitis), zanéta
stiedniho ucha, ve vaznych ptipadech téz sepse a nekrotizujici fasciitidy. Tyto invazivni infekce jsou
obvykle spojeny se sérologickymi typy MT1 a MT3 (typ povrchového M proteinu). Také hnisavé kozni
infekce zpusobuji jiné kmeny nez anginy. Je zajimavé, zZe nasledkem koznich infekci miize vzniknout
glomerulonefritida, nikoli v§ak revmaticka horecka. Dfive velmi obavana puerperalni sepse (tzv. ho-
recka omladnic) vznikala nasledkem nehygienicky vedeného porodu. Pravé jeji pti¢inu zkoumal ,,otec
asepse”, madarsky lékat Ignac Semmelweis. Velmi nebezpecnou akutni komplikaci zejména invaziv-
nich forem infekci (napf. fasciitida, masivni infekce poskozené kiize aj.) je streptokokovy syndrom to-
xického Soku, spojeny s produkei superantigent.

S. agalactiae je patogenem ¢Elovéka a skotu; u skotu je jednim z nejvyznamnéjSich pavodca
kontagiézni mastitidy a v mlécné zlaze ptisobi jako primarni patogen. Identifikace infikovanych je-
dinct a jejich odstranéni ze stada je proto nezbytnym predpokladem ozdraveni. Streptokokova mastitida
miva spiSe chronicky pribeh s obcasnymi akutnimi fazemi a mtize vést k postupné involuci vemene a
agalakcii. U ¢lovéka se S. agalactiae nachazi jako komenzal GIT a vaginalni sliznice. Odhaduje se, Ze
je kolonizovano 10 — 30 % zdravych dospélych. U kolonizovanych matek vznika nebezpeéni infekce
novorozence — S. agalactiae je totiz hlavnim ptivodcem neonatalnich sepsi, meningitid a pneumonii
v prvnim tydnu zivota. Provadi se proto preventivni vySetfeni. Diilezité je, Ze infekce skotu a Cloveéka
zpusobuji odlisné kmeny a S. agalactiae proto neni povazovan za zoonoticky patogen. Na zakladé kap-
sularniho antigenu odlisujeme 9 sérotypu S. agalactiae.

Zatimco S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae se skupinovym antigenem C je spojovan zejména
s mastitidami skotu, druhy poddruh, ssp. equisimilis se vyznacuje vyssi virulenci u Sirokého spektra
hostitelti. Rizné kmeny mohou produkovat antigeny C, G nebo L a n€které dokonce ziskaly rekombinaci
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antigen A jako S. pyogenes; zpusobuji velice podobné invazivni infekce, ba dokonce byly popsany
stejné autoimunitni nasledky. U zvifat se setkavime zejména s metritidou u koni, artritidou a endo-
karditidou u prasat a neonatilnimi infekcemi a pneumoniemi Stéinat a kotat.

Také S. equi ma dva poddruhy; ssp. equi je primarnim patogenem koni, zpasobujici tzv. hitibéci
(angl. strangles), ssp. zooepidemicus je velmi béznym oportunnim patogenem spojenym s Sirokou ska-
lou hnisavych infekei, jako je bronchopneumonie a pleuritida, lymfadenitida, mastitida, metritida,
hnisava artritida, nefritida a sepse novorozenci, u $iroké skaly hostiteld. Krome koni se s nim setka-
vame u prasat, skotu a malych prezvykavct, dribeze, nékdy i u pst ¢i morcat.

S. equi ssp. equi je naproti tomu striktné adaptovan na konovité, u nichz kolonizuje a infikuje
horni cesty dychaci a vzdusné vaky. H¥ibéci, nakaZzliva rhinofaryngitida, se nejcastéji projevuje u
htibat od tfetiho mésice véku vytokem z nozder s horeckou a typickym otokem mandibularnich miznich
uzlin. Dochazi k hnisani a abscedaci miznich uzlin, které se mohou provalit ven nebo do vzdu$ného
vaku. V nékterych ptipadech také dochazi k pyogenni diseminaci a vzniku metastatickych abscest v or-
ganech, napf. v duting bfisni, plicich nebo mozku (tzv. maligni hiibéci neboli bastard strangles). U star-
Sich ¢i Castecné imunizovanych koni probiha infekce mirnéji jako ser6zni zdnét hornich cest dychacich.
Po vyzdraveni vznika ¢asto dlouhodobé asymptomatické nosic¢stvi na sliznici vzdusného vaku. Takovi
jedinci jsou hlavnimi Sifiteli infekce.

Podobné jako S. pyogenes u lidi, je i S. equi ssp. equi asociovan s rizikem vzniku autoimunitnich
postinfekénich komplikaci; v tomto ptipadé se jedna o tzv. hemoragickou purpuru, hypersenzitivni
reakci III. typu (imunokomplexovou), ktera se pfiblizné 3 tydny po infekci projevuje horeckou, podkoz-
nimi otoky a hemoragiemi sliznic.

S. porcinus je dal§im pyogennim streptokokem, zptisobujici nakaZlivou cervikalni lymfadeni-
tidu u selat pfedev$im v poodstavovém obdobi. Jedna se o jakousi prase¢i formu hiibéci.

S. canis je sledovanym patogenem pst i kocek, nebot’ zptisobuje aborty a nebezpe¢né neona-
talni invazivni infekce. Kolonizuje orofaryngealni, analni a genitalni sliznici dospélych zvitat. Epizo-
otické aborty a infertilita v chovu byvaly popisovany pfilezitostné v minulosti, zfejmé spojeny s urci-
tymi virulentnimi kmeny. Tzv. juvenilni streptokoko6za s hnisavou mandibularni lymfadenitidou vznika
V poodstavovém obdobi pfi poklesu matefskych protilatek. S. canis byl spojen taktéz s nekrotizujici
fasciitidou a jinymi infekcemi mékkych tkani, doprovazenymi syndromem toxického $oku. S. canis je
ptilezitostn€ izolovan jako patogen Clovéka (ptipady bakteriémii, mocovych a jinych oportunnich in-
fekei).

S. iniae a S. hongkongensis jsou patogeny ryb. S. iniae je invazivni patogen, zpusobujici
v akvakulturach pstruht, tilapii a jinych ryb epizooticka vzplanuti septikemie s poskozenim CNS, pro-
jevujici se exophthalmem, nervovymi pfiznaky (poruchy plavani, dorzalni rigidita). Miize dojit k zoo-
notickému ptenosu na lidi manipulujici s rybami, s rizikem vzniku endokarditid, meningitid a septic-
kych artritid. Patogen pravdépodobné pronika ptes kozni odérky.

3.3.1.3.2 Alfahemolytické, oralni a dalsi streptokoky

Mezi velkym mnozstvim tzv. nepyogennich streptokoki, z nichz vétsina je komenzaly sliz-
nic s oportunni patogenitou, rozlisujeme nékolik genetickych skupin: skupina S. mitis, kam patii mimo
jiné také S. pneumoniae, skupina S. mutans, skupina S. salivarius a skupina S. anginosus. Obyvaji sliz-
nice zejména dutiny Gstni, orofaryngu a genitalii. Druhy skupiny S. bovis (S. gallolyticus, S. equinus,
S. infantarius, S. lutetiensis) exprimuji skupinovy antigen D a obyvaji travici trakt ¢lovéka, driibeze,
skotu a jinych zvitat. Svym vyznamem zvlast stoji druhy S. suis, S. uberis a S. parauberis a S. pneu-
moniae.
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S. pneumoniae, tzv. pneumokok, je nejbéznéjsim piivodcem komunitnich (tedy — nikoli noso-
komialnich) pneumonii u ¢lovéka. Zpusobuje také otitis media a meningitidy déti i dospélych a aborty
¢i poskozeni plodu u Zen. Asymptomaticka kolonizace hornich cest dychacich predevsim u déti je Casta
(az 60 %). S. pneumoniae je oznacovan za specificky humanni patogen, coZ neni zcela piesné, protoze
jsou dokumentovany respiratorni infekce koni, psii a laboratornich hlodavci, pravdépodobné specific-
kymi klony. Chybi mu specificky skupinovy antigen dle Lancefieldové, sérologické rozliSeni je dano
kapsuldrnimi typy a kyselinou teichoovou (tzv. substance C).

Dalsi druhy skupiny S. mitis (S. mitis, S. oralis, S. sangunis, S. infantis) zptisobuji oportunni
infekce imunokompromitovanych jedincd (pneumonie, endokarditidy, sepse). S. mutans je obzvlast
asociovan také se zubnim kazem. Rizikovymi faktory jsou naptiklad malignity, ale i zubatské zakroky,
umoznujici pranik vétsiho mnozstvi ordlnich bakterii do krve. Podobny klinicky vyznam ma i skupina
S. bovis, zejména S. gallolyticus ssp. gallolyticus, pomérné ¢asty pivodce endokarditid.

Zastupci skupiny S. anginosus se vyznacuji Gplnou hemolyzou na krevnim agaru. Patii vSak
mezi komenzaly ¢loveka, prilezitostné izolované z mozkovych abscest a peritonitid. Od ostatnich beta-
hemolytickych streptokoki se 1isi velmi drobnymi koloniemi (do 0,5 mm).

S. suis je heterogenni druh, pomérné blizky pyogennim streptokokuim, a velmi vyznamny pato-
gen prasat se zoonotickym potencialem. Zptisobuje pneumonie, meningoencefalitidy, artritidy, se-
pse a endokarditidy prasat, sporadicky je izolovan i u jinych druht zvifat. Rozeznavame 35 kapsular-
nich sérotypt (nové&ji 29, dalsi sérotypy jsou vyfazovany jako samostatné druhy S. suis-like), pfiemz
nekteré z nich (napf. sérotypy 2 a 14) jsou vysoce rizikové zoonotické patogeny, vyvolavajici podobné
invazivni infekce u lidi v kontaktu s prasaty. Sérotypy se 1isi také virulenci a geografickou distribuci. S.
suis bézné asymptomaticky kolonizuje tonzily zdravych prasat. Vznik a prabéh onemocnéni ovliviiuje
mnoho faktord, nejéastéji se vSak streptokokdza projevuje v poodstavovém veéku. K piiznakiim patii
horecka, kulhani a zdufeni kloubti, respiratorni a pfedev§im vyrazné nervové piiznaky (opistotonus,
plovaci pohyby, tonicko-klonické kiecCe, parézy aj.).

S. uberis a blizce piibuzny S. parauberis jsou velmi bézné bakterie izolované z mastitid. Na
rozdil od S. agalactiae nepatii mezi typické kontagiézni piivodce, naopak jsou pomérné odolné v pro-
stiedi, kolonizuji tonzily a GIT, vyskytuji se v hnoji a snadno tak kontaminuji vemeno. Jejich vyznam
narGsta u starSich a zasuSenych krav.

3.3.1.4 Faktory virulence

Pyogenni streptokoky exprimuji Sirokou skalu faktorti virulence. U vSech skupin streptokoki
v§ak najdeme predevsim rizné typy adhezini. Tzv. MSCRAMM, molekuly vazajici proteiny extra-
celularni matrix, umoznuji kolonizaci predispozi¢nich tkani, jako jsou tonzily, ustni dutin, srdecni
chlopné€ nebo strukovy kanalek. Imunogenni molekuly mohou spoustét autoimunitni reakce. Imuno-
genni vlastnosti maji i jednotlivé strukturalné odlisné typy skupinovych polysacharidii bunééné stény
a kyselina teichoova (skupina D). Mnoh¢ druhy exprimuji polysacharidovou kapsulu, ktera kromée ad-
hezivnich vlastnosti chrani bakterie pfed G€inky imunitniho systému. Vedle Lancefieldové schématu,
rozliSujiciho skupinové antigeny, mize byt sérologicka typizace u jednotlivych druhd streptokoki za-
loZena na rozpoznavani kapsularnich a jinych povrchovych antigenti (napt. M protein S. pyogenes).

M protein S. pyogenes a podobné povrchové proteiny, které nachazime u S. dysgalactiae, S.
equi ssp. equi a S. canis, je Sroubovicova molekula na povrchu bunééné stény, ktera vaze fibrinogen a
IgG, ma antifagocytarni u¢inky a funguje jako kolonizacni faktor. M protein S. pyogenes je sérologicky
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variabilni; uplatiiuje se v typizaci kmeni. Obzvlast vyznamna je jeho role pii vzniku postinfekénich
autoimunitnich komplikaci.

K dal§im ptikladim streptokokovych adhezinu patii protein F (vazajici fibrinogen) S. pyoge-
nes, PsaA (pneumokokovy povrchovy adhezin) S. pneumoniae a S. equi, umoznujici kolonizaci dycha-
cich cest, protein G S. dysgalactiae aj.

Charakteristickym znakem S. pyogenes a S. equi je produkce kapsuly z kyseliny hyaluronové,
zodpovédné za mukozni vzhled kolonii. Zatimco S. equi ssp. equi produkuje kapsulu konstitutivng, u
poddruhu zooepidemicus se ¢asto pasazovanim ztraci nebo chybi vitbec. Hyaluronat je ptirozenou sou-
¢asti hostitelskych tkani, funguje tedy jako ,,mimikry*; je §patné rozpoznatelny pro buiiky a molekuly
imunitniho systému. Kapsuly S. agalactiae, S. suis a S. pneumoniae jsou tvofeny jinymi polysacharidy.

S funkci adhezinh izce souvisi t€inek nékterych enzymd, které $tépi proteiny extracelularni
matrix nebo spousti koagulacni kaskadu, usnadiujice invazi do tkani a Ginik pfed imunitnim systémem.
Pfispivaji k hnisavym procesiim a vzniku abscest. K nim patii rizné proteazy, kolagenaza, hyaluro-
nidaza, neuraminidaza a streptokinaza. Streptokinaza je enzym, ktery konvertuje plasminogen na
plasmin, a tak zptisobuje degradaci fibrinovych srazenin. C5a peptidaza stépi danou slozku komple-
mentu. Deoxyribonukleazy $té€pi uvolnénou nukleovou kyselinu a umoznuji tak unik z tzv. neutrofilo-
vych extracelularnich pasti. DN4za B je imunogenni a protilatky proti ni se zjist'uji diagnosticky.

Vétsina pyogennich druhil se vyznacuje vyraznou hemolyzou, za niz jsou zodpoveédné toxiny
s hemolytickou aktivitou, oxygen-labilni streptolyzin O a oxygen-stabilni streptolyzin S. Streptolyzin
S zpiisobuje Sirokou zénu uplné hemolyzy. Je velmi potentnim cytotoxinem, poskozujici fadu nejen
krevnich bunék, a tak hraje vyznamnou roli v patogenezi invazivnich infekci. Mimo jiné ptsobi kardi-
otoxicky. Betahemolyticky ucinek streptolyzinu O (zvany pneumolyzin nebo suilyzin u S. pneumoniae,
respektive S. suis) mize byt pozorovan pouze za anaerobnich podminek. Vaze cholesterol bunéénych
membran a zpisobuje vznik port. Na rozdil od streptolyzinu S je imunogenni. Protilatky proti nému
mohou byt vyuzity v diagnostice postinfekénich imunopatologickych nasledkd.

S. agalactiae produkuje tzv. CAMP faktor, protein vazajici ceramid, ktery ma cytotoxické
ucinky a vaze Fc oblast protilatek. Z diagnostického hlediska ma vyznam jeho interakce se sfingomye-
linazou (betatoxinem) S. aureus, ustici v potenciaci hemolyzy. Latky podobné CAMP faktoru jsou
znamy i S. canis a nékterych kmenu S. uberis (tzv. uberis faktor)

Tzv. streptokokovy syndrom toxického Soku je spojen predevsim se zavaznymi formami infekei
mekkych tkani, napt. nekrotizujici fasciitidou. Je zpisoben tzv. streptokokovymi pyrogennimi toxiny
(SPE) s u¢inkem superantigenti, produkovanymi nékterymi kmeny streptokoki skupiny A (S. pyogenes,
nékteré kmeny S. dysgalactiae ssp. equisimilis), ale podobné toxiny jsou popisovany i u zvifecich pato-
genu, predevsim S. equi ssp. equi a ssp. zooepidemicus. Virulentni kmeny S. canis také zpusobuji ne-
krotizujici fasciitidou a syndrom toxického Soku, pyrogenni toxin S. canis v8ak nebyl identifikovan. U
S. pyogenes byla popsana jiz cela fada pyrogennich toxinii a superantigentl, nejznamé;jsi jsou vSak SpeA,
SpeB a SpeC. Superantigeny zprostiedkuji vazbu molekuly MHC-II s variabilnim fetézcem T-lymfo-
cytl, ¢imz spousti jejich masivni nespecifickou aktivaci. Pyrogenni toxiny souvisi se vznikem vyrazky
pfi spale a systémovymi pfiznaky pfi toxickém Soku, jako je hypotenze, vyrazka a multiorgdnové se-
lhani. SpeB neni superantigenem, jedna se o cysteinovou proteazu asociovanou s poskozenim tkani pii
invazivnich infekcich. Pyrogenni toxiny S. equi SSp equi a ssp. zooepidemicus byly pojmenovany Seel,
SeeL a SeeM, respektive SzeF, SzeN a SzeP.
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3.3.1.5 Patogeneze

Streptokoky efektivné kolonizuji predilekéni mista a specificky adheruji k epitelti tonzilarni
tkané, dychacich cest, strukového kanalku nebo kiize. Enzymy a toxiny ptispivaji k poSkozeni a invazi
hloubéji do tkan€. Bakterie se vaZou k proteiniim extraceluldrni matrix a degraduyji je, zaroven je kapsula
¢i jiné povrchové molekuly véetné M proteinu uc¢inné brani proti fagocytdze a u€inklim komplementu.
Vysledkem je hnisavy proces. Hnisavé tromby se mohou uvoliiovat do krve a tvofit metastazy. V Krvi
streptokoky dale reaguji s imunitnim systémem, spousti koagulacni kaskadu a imunopatologické reakce,
jako je toxicky sok.

K nepfijemnym, ¢asto fatalnim komplikacim pyogennich streptokokovych infekei patii imuno-
patologické nasledky. I nekomplikovana streptokokova faryngitida mize vést ke vzniku glomerulo-
nefritidy nebo revmatické horecky, charakterizované zanétlivym poskozenim kloubu (artritida), srdce
(myokarditida), CNS (chorea) a kiize (erythema marginatum a podkozni noduly). Glomerulonefritida
nastava téz nasledkem koznich infekei S. pyogenes. Jejich patogeneze neni dosud pfesné objasnéna,
Vv tvahu prichdzi nékolik moznych mechanismil ¢i jejich kombinace. Typickym nasledkem htibéci (S.
equi ssp. equi) je tzv. purpura hemorrhagica, s projevy poSkozeni endotelu, otoky a hemoragiemi, na-
sledkem depozice imunokomplexd. Hypersenzitivita I1I. typu (imunokomplexova) pravdépodobné hraje
roli 1 pti vzniku glomerulonefritidy. Jinym moznym mechanismem je ukladani riznych bakterialnich
proteind v glomerulech a pfima aktivace komplementu a zkiiZzena imunologicka reakce mezi uréitymi
typy M proteinu a antigeny glomeruld, v diisledku ¢ehoz dojde k senzitizaci imunitniho systému vici
vlastnim tkanim. Také piimé poSkozeni tkani streptokokovymi toxiny a enzymy muze vést k jejich al-
teraci, takze imunitni systém na né za¢ne reagovat. Tyto imunopatologie se ov§em projevuji jen u ma-
1ého procenta postizenych; individualni citlivost je pravdépodobné dana geneticky.

Streptokoky proniknuvsi do cirkulace snadno adheruji na odhalené molekuly extracelularni
matrix, naptiklad v misté¢ poSkozeného endotelu nebo fibrinovych srazenin. Pyogenni i oralni strepto-
koky, zejména druhy obzvlasté asociované se vznikem endokarditid, siln¢ aktivuji bradykininovy sys-
tém a koagula¢ni kaskadu. Adheruji na odhaleny kolagen valvularniho endotelu a spousti zanétlivou
reakci.

Streptokokova mastitida mtze mit akutni prab¢h, Casto vSak pfechédzi do chronicity. S. aga-
lactiae a dal$i piivodci mastitid kolonizuji strukovy kanalek a sekre¢ni epitel; ziidka pronikaji hloubg&ji
do tkané. Zanét vede k nahromadéni fibrinovych srazenin, ucpani vyvodnych kanalkti a postupné invo-
luci sekreéni tkané. Vysledkem je agalakcie.

3.3.1.6 Diagnostika

Streptokoky mimo své pfirozené slizni¢ni prostfedi jsou pomérné labilni, pfedev§im k vy-
schnuti. To je tieba mit na paméti pii odbéru vzorkil — stéry je nutno vzdy odebirat do transportniho
média. Stéry mandli, HCD, vaginalni ¢i rektalni sliznice mohou slouzit nejen k detekci infekce, ale také
asymptomatického nosi¢stvi (napf. S. pyogenes, S. suis). Napiiklad preventivni vySetfeni budoucich
matek na piitomnost S. agalactiae je silné doporuc¢eno. Nosi¢stvi S. equi ssp. equi ve vzdusnych vacich
1ze zjistovat endoskopicky odebranymi vzorky. K dal§im vhodnym vzorkiim patii punktaty 1ézi, vy-
plasky dychacich cest, mléko, krev, cerebrospinalni tekutina apod.

Vzorky lze orienta¢né vySetiovat pfimo mikroskopicky. Zejména v tekutych médiich, naptiklad
mléce nebo hnisu z abscest pii hiibéci, maji streptokoky tendenci vytvaiet dlouhé fetizky a jsou snadnéji
detekovatelné. Naopak S. pneumoniae se typicky jevi jako par lancetovitych (kopickovitych) koki. Né-
kdy maji streptokoky sklon ztracet grampozitivitu.

54



Zakladem spolehlivé diagnostiky je tradi¢né kultivaéni vySetfeni. VEétsina streptokoku roste bez
problému za béznych podminek na obohaceném médiu, napt. krevnim agaru, jejich pomérné nené-
padné kolonie se ale n€ékdy mohou ztracet ve smési rychleji rostoucich bakteriadlnich kontaminant.
Mnohé druhy, pfedevsim viridujici, preferuji zvySenou tenzi CO2 a rostou dobie anaerobn¢.

Pti zpracovani hlenovitych vzorkil je vhodné pouzit latky se ztekucujicim ucinkem, napt. N-
acetylcystein. Takovy postup zvySuje zachytnost; plati to zejména pii kultivaci S. pneumoniae ze sputa.

K selektivni izolaci streptokokii mize slouzit agar s kolistinem a kyselinou nalidixovou
(CNA) nebo Edwardsiiv agar, pouzivany zejména pro kultivaci mléka pti diagnostice mastitid.

Kolonie streptokokti jsou Sedé, bezbarvé az prisvitné a spiSe drobné, okolo 1 mm po 24 — 48
hodinach, ale mohou byt vétsi. Kolonie S. canis maji ¢asto tuhou, suchou konzistenci, lze je posunovat
klickou po agaru a tézko se rozpoustéji. Dilezitym rozpoznavacim znakem je hemolyza, diky niz lze
izolat na prvni pohled orientacné zatradit do dvou hlavnich skupin. Nékdy je to vSak zradné, ne vzdy
pyogenni druhy jsou zaroven betahemolytické. Jinym vyraznym znakem nékterych pyogennich strepto-
kokd (S. equi ssp. equi, S. pyogenes) je napadné pouzdro z kyseliny hyaluronové, zodpovédné za
mukozni vzhled kolonii. S. equi ssp. zooepidemicus je pfi primokultivaci také nejéastéji mukozni.

Pritomnost hyaluronatového pouzdra lze snadno prokazat dekapsula¢nim testem. Testovany
kmen streptokoka se inokuluje kolmo na kultiva¢ni ¢aru laboratorniho kmene S. aureus, produkujiciho
enzym hyaluronidazu. V misté styku dojde k ndpadnému poklesu hlenovité kultivacni ¢ary streptokoka
diky vymizeni pouzdra.

Zatimco humanni kmeny S. agalactiae a S. dysgalactiae jsou obvykle betahemolytické, masti-
tidni kmeny maji ¢asto hemolyzu nekonzistentni a téZko se rozliSuji od S. uberis a S. parauberis. Jistou
pomuckou muze byt CAMP test. S. agalactiae, produkujici tzv. CAMP faktor, reaguje pozitivné. S.
dysgalactiae (oba poddruhy), nehledé na zpiisobovanou hemolyzu, nijak nereaguji. Jista ¢ast kmenu S.
uberis produkuje latku podobnou CAMP faktoru a mize reagovat pozitivné. Principem testu je syner-
gické pasobni dvou latek s hemolytickou aktivitou, produkovanymi dvéma bakteridlnimi kmeny, pro-
jevujici zvyraznénim hemolyzy (muiZe jit o vznik hemolyzy tam, kde normalné nevznika, jsou-li kmeny
kultivovany samostatné; zintenzivnéni ¢astecné hemolyzy na tGplnou; rozsiteni uzsi zony uplné hemo-
lyzy apod.). V tomto ptipadé CAMP faktor reaguje s betatoxinem S. aureus, zptsobujiciho ¢aste¢nou
hemolyzu. Bakterie jsou na sebe kultivovany kolmo stejné€ jako u vySe popsaného dekapsulacniho testu.
V misté styku inokula¢nich ¢ar vzniké oblast tiplné hemolyzy typického tvaru Sipové hlavicky.

Kromé hmotnostni spektrometrie slouzi k rodové a druhové identifikaci suspektnich kolonii
fada biochemickych a jinych pomocnych testl. Streptokoky jsou negativni na katalazu a oxidazu, coz
je predevsim odlisuje od stafylokoki. Rozliseni streptokokil od enterokokli mtize byt vétsim problémem.
Hlavnim rozliSovacim testem je hydrolyza eskulinu nebo kultivace na Zlu¢-eskulinovém agaru (viz en-
terokoky), v pfipadé streptokokt negativni.

V identifikaci S. pyogenes se uplatiiuji dva testy: citlivost k antibiotiku bacitracinu atzv. PYR
test. Ten detekuje pfitomnost enzymu pyrrolidonyl arylamidazy, zptsobujici z€ervenani ¢inidla v tes-
taénim disku (enzym je piitomen u S. pyogenes, S. porcinus, ale také enterokoku, aerokoki a jinych
podobnych bakterii).

Rozliseni S. pneumoniae od béznych oralnich viridujicich streptokokti muze byt také ofisek.
Charakteristicka centralni deprese kolonii nevznika vzdy. Uplatiiuje se proto tzv. optochinovy test:
S. pneumoniae je k této latce citlivy a kolem jim napusténého disku na agaru vznika inhibi¢ni zona.

Komer¢ni biochemické multitesty zaméfené na streptokoky a enterokoky jsou pochopitelné
také dostupné.
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3.3.1.7 Lécba

Streptokoky obecné vykazuji konzistentné dobrou citlivost k penicilinu G, ktery je antibiotikem
prvni volby a €asto se nasazuje empiricky. Nabizi se fada alternativ (ampicilin, cefalosporiny, chloram-
fenikol, potencované sulfonamidy, fluorochinolony), ale je vzdy vhodné provést testy citlivosti.
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3.4 Celed Enterococcaceae a dal$i grampozitivni katalaza-negativni bakterie
3.4.1 Rod Enterococcus

Az do roku 1984 piedstavovaly enterokoky sérologickou skupinu D streptokokd, lisici se fadou
vyluénych vlastnosti. Posléze ziskaly na zaklad¢ molekularni analyzy samostatny rod a dokonce ¢eled’.
Celed” Enterococcaceae v soucasnosti zahrnuje rod Enterococcus, Melissococcus, Vagococcus a Tet-
ragenococcus. Jsou to grampozitivni koky, nékdy ovoidniho tvaru, tvofici pary aZ kratké retizky, a
jsou negativni na katalazu. Stejné jako streptokoky jsou obligatné fermentativni (chybi jim cytochro-
movy systém) a patii mezi bakterie produkujici laktat (LAB).

Enterokoky se od streptokokti 1isi pfedev§im vyssi odolnosti a habitatem. Jsou typickymi oby-
vateli stievniho traktu, piestoze proporce jejich zastoupeni se odviji od mnoha faktort, jako je vek,
dieta, antibioticka terapie atd. SlouZzi jako indikatory fekalni kontaminace prostiedi, kde mohou dlouhou
dobu perzistovat i za neptiznivych podminek. Toleruji mnohé bézné pouzivané dezinfekcni prostiedky.
Rostou v rozmezi 10 — 45°C v ptitomnosti 6,5 % NaCl a dokonce pii pH 9,6 a jsou rezistentni k Zlu-
¢ovym solim, coz slouzi dilezité znaky pfi selektivni kultivaci.

S vyjimkou nékterych druhti jsou nepohyblivé; E. casseliflavus, E. gallinarum a E. massiliensis
tvori bicik. E. casseliflavus tvoii zluty pigment.

Kyselina teichoova v bunécné sténé je identifikovana jako skupinovy antigen D.

Enterococcus spp. fermentuje glukézu s produkei laktatu; patii mezi kyselinomlééné bakterie
(LAB). Protoze toleruji Siroké rozmezi pH a vysoké koncentrace soli, uplatituji se pfi fermentacnich
procesech v syrech a salamech. Produkuji bakteriociny a maji slibny potencial coby probiotika. Jejich
vyuziti je vSak vzhledem k jistym rizikiim pfedmétem diskuzi.

3.4.1.1 Patogenita

Je zndmo pies 40 druht enterokokdl, z nichz vétSina mé vyznam jako komenzélové s oportunni
patogenitou. Z klinického hlediska je nejvyznamnéj$im druhem E. faecalis, zodpovédny az za 90 %
klinickych ptipadt, nasledovan E. faecium (5 — 10 %) a dal$imi minoritnimi druhy (E. casselifalvus, E.
gallinarum, E. avium, E. raffinosus, E. durans, E. hirae aj.). Pfipady infekci E. faecium, nebot” tento
druh je Casté&ji asociovan s multirezistenci a zejména rezistenci k vankomycinu. Antibioticka rezistence
pfispiva k fitness bakterii a koreluje s virulenci. Vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE) patii
mezi nejvyznamnéjsi nosokomialni patogeny. Diky jiz zminéné rezistenci v prostiedi se obtizné likvi-
duji a dlouhodobé prezivaji na nejriiznéjsich povrsich; nékdy mize byt nemocnicni prostredi doslova
zamorteno. S oblibou tvoii biofilm v katetrech a riiznych pfistrojich.

Enterokoky zptisobuji problémy, pokud kontaminuji tkan€ mimo stfevni trakt. Jsou to tieti nej-
casté€jsi puvodci infekei moc¢ového traktu. S oblibou infikuji rany, Zlu¢ové cesty, endokard, zptiso-
buji bakteriémie. U psii a kocek se pomérné Casto izoluji z uSnich zanéta.

Také tzv. streptokokéza ptaku je kromé S. equi ssp. zooepidemicus castéji zpuisobovana riz-
nymi druhy enterokoku (E. faecalis, E. faecium, E. avium, E. durans). Jedna se o vyznamné sekundarni
patogeny drtibeZe i exotického ptactva, zodpovédné za zanéty Zloutkovych vacka mlad’at, reproduké-
niho traktu samic a za akutni septikémie a endokarditidy s vysokou mortalitou.

E. hirae, E. durans a E. villorum byly asociovany s piipady prijmu riznych druhti domacich
zvirat, zejména jejich mladat (driibez, prasata, prezvykavci, psi, koné aj.).
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Zcela zvlastni pozornost si zaslouzi vankomycin-rezistentni enterokoky (VRE) jako jedny
z nejvyznamngjSich nosokomialnich patogeni. Jejich ptivod je pravdépodobné spjat s pouzivanim
avoparcinu (latky ze stejné skupiny jako vankomycin) coby riistového stimulatoru, faktem vsak je, Ze
VRE se uspésné sifi i dlouho poté, co bylo pouzivani antibiotik timto zpisobem zakazano.

3.4.1.2 Patogeneze

U enterokoki je zndmo malo faktort virulence v pravém slova smyslu, jejich uspéch coby pa-
togent spociva spise v odolnosti a schopnosti perzistovat v prostiedi a kolonizovat rizné tkané. Ad-
heziny Esp (Enterococcus surface protein), Ace (adhesion to collagen of E. faecalis), AS (aggregation
substance) aj., kapsula a polysacharidy buné¢né stény, rizné proteazy, Zelatinaza, hyaluronidaza
ptispivaji ke kolonizaci riznych povrchi a invazi tkani a formaci biofilmu. Pravé biofilm, tvofeny v ka-
tetrech, mocovych cestach, na umeélych i prirozenych chlopnich apod. hraje velmi vyznamnou roli. Se-
cernovany cytotoxin/hemolyzin (CylA) je zodpovédny za vyraznou hemolyzu nékterych virulentnich
izolatd.

Ani u druhd sporadicky asociovanych s prijmy (napf. E. durans) nebyl identifikovan Zadny
enterotoxin ani zvlastni poskozeni sliznice jinym zptisobem. Adherence bakterii ziejmé néjakym zpi-
sobem narus$uje absorpcni procesy na mikroklcich.

3.4.1.3 Diagnostika

Enterokoky jsou bézné izolovany z velké plejady vzorki jako fekalni a environmentalni konta-
minanty; jako pivodce infekci je hledame nejéastéji v krvi, mo¢i, kloubnich punktatech, pripadné
usnich vytérech, stérech ran apod.

Zasadni je odliSeni enterokokd od jinych kataldza-negativnich grampozitivnich rodt, v prvé
fad¢ viridujicich streptokoki, jejichz kolonie maji podobnou morfologii. Pti standardnich podminkach
kultivace tvofi drobné bezbarvé (nékdy Zluté pigmentované, pt. E. casseliflavus, E. plantarum) kolonie
bez hemolyzy nebo s ¢asteénou hemolyzou. Vyjimeéné byvaji nékteré kmeny E. faecalis a E. durans
betahemolytické.

Enterococcus spp. je mozné druhové identifikovat v komer¢nich multitestech spolecné se strep-
tokoky. K jednoduchym samostatnym testim patii schopnost hydrolyzy eskulinu nebo rist na Zlu¢-
eskulinovém agaru. Enterococcus spp. je na rozdil od streptokoki rezistentni k Zlu¢ovym solim, a proto
na tomto médiu roste. Rozklad eskulinu na ¢erny produkt eskuletin se projevi zhnédnutim az z€¢ernanim
média v okoli kolonii (se stejnou reakci se setkame u listerit).

Enterokoky reaguji pozitivné v PYR testu stejné jako S. pyogenes. K odliSeni enterokokt a jim
ptibuznych rodt od nékterych dalsich katalaza-negativnich G+ kokd, jako je Leuconostoc nebo Aero-
coccus, slouzi tzv. LAP test (pfitomnost enzymu leucin-aminopeptidazy).

Pii selektivni kultivaci je mozno vyuzit zna¢né odolnosti enterokok k riznym extrémnim pod-
minkam a zejména fad¢ antibiotik. Pro izolaci VRE lze pouzit naptiklad bujon BHI s pfidavkem vanko-
mycinu nebo jedno z komer¢nich chromogennich pevnych médii (CHROMagar VRE aj.).
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3.4.1.4 Terapie

Enterokoky jsou pfirozené rezistentni k fadé antimikrobiélnich latek, pfedevsim betalaktamtim
a aminoglykosidiim. Kombinace téchto dvou skupin vSak byva ¢inné a Casto se pouziva: naptiklad
gentamicin s penicilinem nebo ampicilinem. K 1é¢bé¢ infekci mocovych cest se doporuc¢uje amoxici-
lin-klavulanat, chloramfenikol ¢i tetracykliny, zatimco u¢innost potencovanych sulfonamidi in vivo
je s otaznikem. Enterokoky vsak Casto ziskavaji rezistenci k jmenovanym antibiotikiim (tetracyklinim,
chloramfenikolu, chinoloniim aj.). Multirezistentni kmeny se vyrazné ¢astéji vyskytuji u druhu E. fae-
cium; také VRE jsou asociovany primarné s timto druhem. K 1é¢b¢ infekci VRE jsou uréené vyhrazené
latky, jako je linezolid, daptomycin, quinupristin-dalfopristin.

3.4.2 Rod Melissococcus

Rod Melissococcus z ¢eledi Enterococcaceae fadu Lactobacillales zahrnuje jeden vyznamny
druh, M. plutonius, ktery je pivodcem tzv. hniloby véeliho plodu. Jedna se anaerobni az mikroaero-
filni kokus lancetovitého tvaru (jako kopicko), tvofici pary aZ Fetizky. Za ptitomnosti kysliku nabyva
spise ty¢inkovitého tvaru. Tvoii kopulovité aZ prstencovité kolonie, bilé nebo transparentni. Mnoho
vlastnosti, v€etné virulence a afinity k riznym druhtim v¢el (A. mellifera, A. cerana) se 1isi mezi kmeny.
Pro kmenovou typizaci se pouziva metoda MLST, kterd odliSuje vysoce agresivni ,,atypické* kmeny,
napi. CC12.

Vyznam hniloby véeliho plodu (anglicky European foulbrood) je u nas v sou¢asnosti ponékud
upozadén ve srovnani s morem véeliho plodu (American foulbrood). M. plutonius je primarnim ptavod-
cem této infekce. Vyskytuje se ve vykalech dospélych véel a pieziva dlouho v prostiedi. Dostava se do
medu a spolu s potravou infikuje larvy. Infekce se muze ve véelstvu vyskytovat i bezpiiznakové, za
predpokladu, Ze se vytvoii jakasi rovnovaha — hyne-1i malo larev, vCely je sta¢i hygienicky odstrafiovat
anedochazi ke ztratam; onemocnéni miize naplno propuknout pii zméné podminek ¢i jakémkoli stresu.
Zalezi také na virulenci kmene, klimatu, dostatku potravy. I nadbytek potravy pfispiva k rozvoji one-
mocnéni, protoze veely krmi i nakazené larvy a infekce se mize snadnéji rozsitit na celé vcelstvo.

Bakterie se mnozi v mezenteronu larev, az ucpavaji celou dutinu, ale neinvaduji tkané larvy.
Hypertroficka matrix se rozpada, larva zaostava v rstu nebo hyne jesté pied zavickovanim — natahuje
se, zloutne az hnédne, pozdé&ji vysycha. PiiSkvar nelpi v buiice jako u moru, Ize jej snadno vyjmout.
Pozdéji nakazené larvy mohou prezit do dospélosti a stavaji se prenaseci. Pfiznakem rozvinuté infekce
je mezerovitost plodu.

Kromé¢ M. plutonius se na rozvoji onemocnéni podileji dalsi, tzv. sekundarni bakterie, napf.
Achromobacter eurydice, Enterococcus faecalis a Paenibacillus alvei. P. alvei jako aerobni bakterie
roste teprve na uhynulych larvach a zptisobuje zatuchly zapach.

Ptiznaky onemocnéni pomohou odhalit pravidelné prohlidky vcelstev. K potvrzeni diagnézy
slouZzi izolace ptivodce ze stfeva larev na specialnich médiich, PCR nebo ELISA na detekci antigenu.
Lécba nezabrafiuje navratu onemocnéni, je proto nafizena likvidace nakazenych vcelstev.
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3.4.3 Rod Lactococcus

Laktokoky jsou typické kyselinomlécné bakterie (LAB, lactic acid bacteria), které za standard-
nich podminek zkvasuji glukozu homofermentativné — to znamena, Ze jediny hlavni produkt je laktat.
Maji proto vyznam jako startovaci kultury v mlééném pramyslu. Patii do Celedi Streptococcaceae a po-
dobné jako streptokoky jsou to fakultativné anaerobni, kataldza-negativni nepohyblivé koky, tvorici
pary a fetizky, nékdy i nepravidelné shluky. Nejlépe rostou pii teploté 20 — 30°C, rostou i pii 10°C,
ale nikoli 45°C. Toleruji pH nad 4,5 a koncentraci soli 2 — 4 %, jsou tedy relativné halotolerantni. Lacto-
coccus garvieae vykazuje dokonce skoro stejnou toleranci k pH, teploté, NaCl a zlu¢ovym solim jako
enterokoky.

Vyskytuji se bézné v prostiedi, asociované s rostlinami a zivo¢ichy, zejména rybami, hmyzem,
ale i savci; dilezitym habitatem laktokokt je syrové a fermentované mléko. Objevitelem rodu byl Joseph
Lister, ktery roku 1873 izoloval Bacillus lactis pravé z mléka. Dosud bylo popsano asi dvacet druht,
nékteré rozdélené na poddruhy po nedavnych zménach v taxonimii: L. lactis ssp. lactis a L. lactis ssp.
hordniae, L. cremoris ssp. cremoris a ssp. tructae, L. hircilactis, L. plantarum. L. piscium, L. garvieae,
L. kimchii, L. insecticola, L. fujiensis, L. raffinolactis aj.

Laktokoky maji obzvlastni vyznam v potravinovém pramyslu jako startovaci mlékarenské
kultury. Uplatiiuji se pfi vyrobé riznych druhti syrti, podmasli a kysané smetany. Pouzita kultura ovliv-
nuje vlastnosti kone¢ného produktu; kromé produkce laktatu jsou dulezité i aromatické latky (aldehydy,
ketony, alkoholy) a exopolysacharidy, ovliviiujici vini a chut’, respektive konzistenci produktu. Kultu-
ram L. lactis ssp. lactis nebo L. cremoris ssp. cremoris vdé¢ime za potéSeni, které nam piinasi ¢edar,
eidam, camembert, roquefort a mnoho dalSich syra. Tyto kultury produkuji také bakteriocin nisin, ktery
potlacuje rist jinych bakterii (zptisobuje vznik pord v bunécné stén€ grampozitivll), a tak funguje jako
ptirodni konzervant.

Na druhé stran¢ stoji klinicky vyznam laktokokut. Vétsina druht, vcetné téch primysloveé vyu-
zivanych, lze povaZovat za oportunni patogeny ¢lovéka a zvirat, izolované ptilezitostné z infekci ran,
mocovych cest a endokarditid. Naproti tomu L. garvieae a L. piscium jsou vyzna¢né patogeny ryb. L.
piscium byl izolovan z infekci lososovitych ryb, nicméné v soucasnosti pfitahuje spi§ pozornost jako
bioprotektivni kultura, kterda mize byt pouzita k potlaceni kazeni riznych balenych zivo¢isnych pro-
duktl (napt. motskych plodi), ke kterému dochazi vlivem jinych psychrotrofnich bakterii.

L. garvieae byl popsan v souvislosti s mastitidami skotu, pfedevsim vsak je to nebezpecny
puvodce hemoragické septikémie ryb (laktokokézy), zodpovédny za velké ztraty v sladkovodnich a
slanovodnich akvakulturach, nej¢astéji u pstruha duhového. Vznik onemocnéni je, neptekvapive, ovliv-
nén faktory prostredi (S8patna hygiena, nedostatek kysliku, hromadéni amoniaku). Bakterie poskozuji
endotel, dochazi k extravazaci, hemoragiim ve vnitinich organech a ascitu. Dal§im faktorem virulence
je kapsula — enkapsulované sérotypy maji vyssi virulenci. Byly zaznamenany také infekce ¢lovéka, vzdy
v souvislosti s jingmi vaznymi zdravotnimi potizemi.

Laktokoky jsou pomérn€ naro¢né a k rustu vyzaduji obohacena média, napiiklad komplexni
krevni agar. Lze pouzit ale i média urcena pro laktobacily, napt. MRS agar (De Man, Rogoza, Sharpe),
spH 5,9 a 2 % glukozy, a dalsi specialni média. Lépe rostou za mikroaerofilnich az anaerobnich
podminek. Kolonie jsou malé, prasvitné, bélave, hladké, okrouhlé. Mohou mit slabou ¢aste¢nou hemo-
lyzu.
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3.4.4 Dalsi grampozitivni, katalaza-negativni koky

V této kapitole se kratce zminime o rtiznych rodech, které podobné jako streptokoky a entero-
koky maji negativni katalazovou reakci a pii bézné diagnostice byvaji za vySe uvedené rody Casto za-
meénovany. Jsou povazovany za oportunni patogeny s okrajovym klinickym vyznamem, ale prave kviili
obtizim s identifikaci byval mozna jejich vyskyt vyrazné podhodnocen. Byvaji nejcastéji izolovany z in-
vazivnich infekei asociovanych s riznymi komorbiditami, chirurgickymi zakroky ¢i jinymi predispo-
zi¢nimi faktory. V mnoha ptipadech je obtizné rozhodnout, do jaké miry pfispiva izolat k danému pato-
logickému stavu ¢i zda se jedna spiSe o nahodny nalez. Taxonomicky ziistaneme vétSinou v ramci fadu
Lactobacillales, v ¢eledich Aerococcaceae (rody Aerococcus, Abiotrophia, Facklamia, Globicatella),
Carnobacteriaceae (Alloiococcus, Carnobacterium, Granulicatella), Enterococcaceae (Vagococcus,
Tetragenococcus), Lactobacillaceae (Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Weisella). Rod Gemella
patii do fadu Bacillales (Celed” Sporolactobacillaceae). Rody Helcococcus, Anaerococcus (tiida Tis-
sierelia) a Peptostreptococcus (tfida Clostridia) stoji taxonomicky upIné stranou.

Vagokoky patii mezi LAB, mohou byt pohyblivé a jejich odliSeni od enterokokd je problema-
tické. V. salmoninarum je povazovan za patogen pstruha duhového, V. lutrae a V. fessus byly izolovany
z vodnich savct. Modelovym druhem je V. fluvialis, pouzivany jako probiotikum v akvakultufe a izo-
lovany také z tonzil a riznych 1ézi zdravych i nemocnych domaécich zvifat a vzacné asociovany s infek-
cemi proleZenin a bakteriémii u lidi.

Tetragenococcus spp. je halotolerantni LAB, tvotici tetrady a podilejici se na kvaSeni slanych
produktd (s6ja, treséi jatra). Patogenni ptisobeni neni znamo.

Rody Abiotrophia a Granulicatella byly diive spole¢né fazeny do skupiny tzv. nutri¢né vari-
antnich streptokoki. Jak napovidaji néktera druhova jména (A. defectiva, A. adiacens), tyto bakterie
nejsou schopné tvorit nékteré esencidlni ziviny (cystein, pyridoxin) a potfebuji je mit suplementovany
v rustovém médiu; z toho divodu vykazuji tzv. satelitismus, jejich drobné, nékdy slabé hemolytické
kolonie rostou v blizkosti jinych bakterii, napt. S. aureus. Preferuji vyssi tenzi CO,. Jsou to bézni ko-
menzalové dutiny ustni, traviciho a urogenitalniho traktu. V duting€ Gstni se podili na vzniku zubniho
plaku. Narusena bariéra sliznic v dutin€ ustni umoziuje priunik bakterii do cirkulace, vedouci ke vzniku
infekéni endokarditidy.

Také aerokoky jsou soucasti oralni a urogenitalni mikroflory. Vyskytuji se béZzné i v pro-
stiedi. Navzdory jménu jsou to fakultativni anaeroby nebo mikroaerofily, podobné jako streptokoktim
jim chybi cytochromovy systém. Jsou nepohyblivé a typicky tvofi tetrady, shluky nebo pary, na krevnim
agaru pozorujeme drobné, neprihledné kolonie vétSinou s vyraznou viridaci.

A. viridans, A. sanguinicola a pifedevsim A. urinae byvaji asociovany z mo¢ovymi infekcemi,
nekdy také bakteriémiemi, endokarditidami a dal§imi invazivnimi infekcemi zejména u starSich pacientii
nebo déti. A. viridans byva neziidka izolovan z mastitidniho mléka. Kauzalita vSak nebyla zatim defi-
nitivné potvrzena. Nékteré kmeny A. viridans v8ak prokazatelné zptsobuji tzv. gafkémii, fatalni cho-
robu humri. Bakterie napadaji srdce a hepatopankreas, odCerpavaji energetické zasoby, infekce pro-
greduje v septikémii. Projevuje se letargii, rizovym zbarvenim ventralni strany téla a hynutim. One-
mocnéni je enzootické v Maine, u divokych populaci americkych humrti, nebezpecné je vSak pro ko-
meréne chované humry, zejména pokud jsou chovani v nevhodnych zivotnich podminkach (Spatna hy-
giena, preplnéni nadrzi, vysoka teplota vody).

Aerococcus spp. je v textech citlivosti Casto vyrazné rezistentni, A. urinae byva rezistentni
K potencovanym sulfonamidiim. V terapii se doporucuje kombinace betalaktamt s aminoglykosidy.

Viridujici kolonie tvofi také Globicatella sanguinis, vzacny pivodce meningitid, osteomyelitid
a septikémii u starSich hospitalizovanych pacientti. Facklamia spp. (F. hominis, F. languida, F. ignava)
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je dals§im mozna podcefiovanym patogenem, zodpovédnym za invazivni infekce spojené s komorbidi-
tami. Byva rezistentni k betalaktamtm, klindamycinu a potencovanym sulfonamidtim.

Alloiococcus otitis je jedinym zastupcem svého rodu. Spolu s Turicella otitidis (dtive Coryne-
bacterium) je Casto izolovan z otitis media u déti, ale pravdépodobné se jedna o sekundarni agens, pii-
spivajici patogenezi pouze nepiimo.

Carnobacterium je grampozitivni ty¢inka ze skupiny kyselinomlé¢nych bakterii. Zahrnuje né-
které pohyblivé druhy (C. mobile), vétsina zastupct je psychrofilni a rostou pii teplotach pod bodem
mrazu, toleruji také vysoky tlak. Vyskytuji se proto v nejriznéj$im prostfedi: v motskych hlubinach a
arktickém permafrostu, ale i v moiskych Zivo¢isich a mléénych a masnych produktech. C. maltaroma-
ticum (dfive piscicola) bylo povaZzovano za patogen ryb, ale v sou¢asnosti nejsou doklady o klinickém
vyznamu karnobakterii. C. maltaromaticum, C. divergens aj. mohou zptsobovat kazeni rozmrzlych
moiskych plodd a masa, ale také se pouzivaji jako pfirodni konzervans, potlacujici rust Listeria mono-
cytogenes.

Leuconostoc spp. z ¢eledi Lactobacillaceae je nepohyblivy kokus, tvotici pary az fetizky, ktery
patii mezi heterofermentativni kyselinomlééné bakterie. To znamena, ze vedle laktatu se pii kvaseni
cukrt tvori vyrazné i dalsi latky, acetat, ethanol, oxid uhli¢ity a diacetyl. Konvertuji sachar6zu na dex-
tran. Leuconostoc spp. se pfirozené vyskytuje na rostlinném materidlu a vyznamné se podili na kvaseni
mlécnych, masnych a ptedevsim rostlinnych produktt, jako je kyselé zeli, okurky, olivy, fermentovany
¢aj, kombucha a vino. Leuconostoc spp. preferuje mikroaerofilni atmosféru a teplotu 20 — 25°C a je
pfirozené rezistentni k vankomycinu. Druh L. carnosum je anaerobni, psychrofilni a podili se na kazeni
baleného masa, ale zaroven produkci bakteriocinti zastavuje rist jinych nezadoucich bakterii (L. mono-
cytogenes) a mlze byt za spravnych podminek pouzit jako biokonzervant. Infekce asociované s izolaci
Leuconostoc spp. byly sice popsany, ale tak vzacné, zZe jej zfejme lze povazovat za nepatogenni bakterii.

Stejny habitat je typicky i pro rody Weisella a Pediococcus. W. cibaria a W. confusa se pouZzivaji
jako probiotika a jsou jen vzacné asociovany s infekcemi. Pediococcus spp. je stejné jako Leuconostoc
heterofermentativni LAB produkujici diacetyl pii kvaSeni zeli, okurek, vin, salamt aj. Diacetyl dodava
produktiim (ne vzdy zddouci) maselnou ptichut’ (napiiklad podmasli nebo vinu Chardonnay) a pouziva
se umé&le na dochuceni margarinu. Pediococcus se piidava také do silazi. Je zna¢né halotolerantni.

Lactobacillus spp. je nesporulujici anaerobni, ale aerotolerantni ty¢inka, ktera obyva predevsim
sliznice dutiny Gstni, GIT a volete ptakd, je také dominantnim druhem posevni mikroflory. Je homofer-
mentativni a citlivy k vankomycinu. Patogenni vyznam laktobacilti je zastinén jejich vyznamem coby
probiotik a kvasnych kultur, kterému je vénovana samostatna kapitola (viz nize). L. rhamnosus, L. pa-
racasei, L. paracasei, ptipadné jiné bézné vyuzivané druhy (L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum
aj.) byvaji prilezitostné izolovany z ptipadt infekénich endokarditid starSich pacientti. Za hlavni znak
urcujici patogenni potencial kmene je povazovana schopnost agregovat krevni desticky.

Gemella morbillorum je nepohyblivy fakultativné anaerobni kokus, obyvajici sliznice dutiny
ustni, nosohltanu a GIT, a prokazany oportunni ptivodce neziidka zdvaznych infekci, jako jsou endo-
Kkarditidy, meningitidy, nefritidy a abscesy vnitinich organi. Casto se vyskytuje v zubnim plaku a
dutina ustni byva obvyklou vstupni branou infekce, zejména po dentistickych zékrocich. Mize ji byt i
stfevo (kolorektalni karcinom) a jiné sliznice. Podobny vyznam maji i G. haemolysans, G. sangunis a
dalsi zastupci. Gemella spp. preferuje mikroaerofilni prostedi pfi kultivaci a byva rezistentni k penici-
linu.

Peptostreptokoky jsou pomalu rostouci anaerobni nebo mikroaerofilni pohyblivé koky tvorici
tetizky. Hybou se pomoci cilii. Podle soucasné taxonomie patii do Celedi Peptostreptococcaceae, fadu
Eubacteriales a tfidy Clostridia (stejn¢ jako Clostridiodes difficile) — netvofi vSak endospory! Druhy
jako P. anaerobius, P. vaginalis, P. asaccharolyticus, P. harei, P. canis aj. se vyskytuji jako komenza-
lové dutiny ustni, traviciho a urogenitalniho traktu. Jsou to oportunni patogeny, uplatiujici se
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zejména ve smiSenych anaerobnich infekcich, jako jsou nekrotizujici pneumonie, endometritidy,
hluboké infekce a abscesy mékkych tkani a vnitfnich organi. VV kombinaci se S. pyogenes a S. au-
reus vyvolavaji tzv. streptokokovou anaerobni myonekrézu, ktera ma podobny, i kdyz pomalejsi pru-
béh jako klostridiova myonekréza. Anaerobni invazivni infekce jsou obvykle spojeny s predispozi¢nimi
faktory, jako je hluboké ¢i rozsahlé trauma, malignity, diabetes, cizi té€lesa a zdvazna imunosuprese. Pro
spravnou diagnostiku je nutny anaerobni odbér a prodlouzena doba kultivace, s pomnoZenim pii he-
mokultivaci. K terapii se pouZzivaji betalaktamova antibiotika.

Peptostreptococcus spp. je jednim z piedstaviteld skupiny grampozitivnich anaerobnich
kokii (GPAC, Gram-positive anaerobic cocci). K dalsim zastupcim s poné¢kud mensim klinickym vy-
znamem patii rody Anaerococcus, Finegoldia, Murdochiella, Parvimonas a Peptoniphilus, vsechny
z Celedi Peptoniphilaceae. Jsou striktné anaerobni a nékteré jsou asacharolytické (Peptoniphilus), jiné
naopak cukry utilizuji (hlavnim produktem metabolismu je butyrat). Tvoii soucést pfirozené gastroin-
testindlni a urogenitalni mikrofléry. Klinicky mohou zptsobovat piredev§im anaerobni pelvické in-
fekce (ovarialni abscesy) a infekce hlubokych ran.

Helcococcus spp. patii do téze Celedi Peptoniphilaceae, ale je to fakultativni anaerob. Jméno
pochazi z feckého helcos — rana. Prvnim popsanym druhem byl H. kunzii, tvofici souc¢ast kozni mikrof-
lory ¢lovéka. Byva izolovan z ran predev§im na dolnich konéetinach (predispozici je proto hlavné
diabetes mellitus), a¢ neni jasné, zda je to jen sekundarni kolonizétor, & piispiva rozvoji infekce. Casto
doprovazi naptiklad S. aureus. Lze jej snadno zaménit za Aerococcus spp. (grampozitivni koky v parech
1 hlouccich, drobné transparentni nehemolytické nebo slabé hemolytické kolonie, PYR test pozitivni,
LAP test negativni).

Pozornost si zasluhuje dal$i a posledni druh, H. ovis, nejdiive izolovany v souvislosti s valvu-
larni endokarditidou u skotu, ¢astéji vSak asociovan s infekcemi dychaciho traktu hospodarskych zvi-
fat, zejména hnisavou bronchopneumonii a pleuritidou ovci a koz, u nichz by mohl potencidlné pied-
stavovat primarni patogen.
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4. Pravideln¢ nesporulujici grampozitivni tyCinky
4.1  Celed Erysipelotrichaceae

Celed’ Erysipelotrochaceae patii do fadu Erysipelotrichales a tfidy Erysipelotrichia, ktera tvoii
vyznamnou soucast sttevni mikroflory.

4.1.1 Rod Erysipelothrix

Rod Erysipelothrix nalezi k ¢eledi Erysipelotrichaceae a jeho nejvyznamnéj§im zastupcem je
druh Erysipelothrix rhusiopathiae. E. rhusiopathiae je saprofytem a epifytem tonzil a stfeva zdravych
prasat a dalsich zvifat, miize vSak figurovat i jako potencidlni patogen vyvolavajici ¢ervenku prasat a
krit. Ojedinéle také zplisobuje onemocnéni ovcei a jinych domestikovanych zvirat. Ma zoonoticky po-
tencial, k infekci dochazi zejména u lidi, ktefi jsou pii vykondvani svého povolani v uzkém kontaktu se
zvitaty ¢i opakovane manipuluji s vepfovym, dritbezim ¢i rybim masem.

Druh E. rhusiopathiae zahrnuje nesporulujici fakultativné anaerobni grampozitivni nepohyblivé
tyCinky. Jsou katal4za- i oxidaza-negativni, koagulaza-pozitivni, toleruji pfitomnost vyssich koncentraci
soli az do 8,5 % a rostou v rozmezi teplot 5 - 42 °C a pH 6,7 - 9,2. VSechny kmeny tvoii sirovodik a
Stépi glukozu bez tvorby plynu. Bakterie jsou schopny rlstu na univerzalnich médiich, pti kultivaci na
agarech s piidavkem ov¢i krve potom muzeme pozorovat drobné nehemolytické kolonie tvaru ,,kapky
rosy* kolem nichz vznika béhem 48 hodin netplna hemolyza. Izolaty ziskané od zvitat v akutni fazi
infekce formuji hladké konvexni kolonie s primérem kolem 2 mm a pravidelnymi okraji, ve fazi chro-
nické kolonie drsné, které jsou vétsi, ploché a s nepravidelnymi okraji. V mikroskopickém preparatu
ptipraveném z kolonii ve fazi S pak pozorujeme drobné kratké ty¢inky o velikosti 0,2 — 0,4 x 0,8 — 2,5
um, z kolonii ve fazi R kratka vlakna. Druh E. rhusiopathiae je antigenné nejednotny, na zaklad¢ vy-
sledkt precipitacnich reakci s termostabilnim peptidoglykanem bunééné stény mikroba bylo identifiko-
vano 26 riznych sérotypu.

4.1.1.1 Klasifikace

Z E. rhusiopathiae bylo vy¢lenéno nékolik sérotypt, které se staly zakladem nového druhu E.
tonsillarum, mezidruhové odlisnosti byly konfirmovany prostiednictvim molekularné genetickych me-
tod, napt. DNA-DNA hybridizace. Jak jeho nazev naznacuje, je tento novy druh casto izolovan z tkani
tonzil, zejména prasat, kde se chova jako saprofyt a epifyt, pouze u psit mtize figurovat v etiologii en-
dokarditid.

4.1.1.2 Rozsireni

E. rhusiopathiae je ubikvitarné rozsifenym mikrobem nachazenym piedevsim ve vnéj$im pro-
stiedi a dale v organismech fady druhii savet, ptaku i ryb. Pravé organismy zvitat jsou zdrojem této
bakterie pro vnéjsi prostredi, je znamo, ze az 50 % klinicky zdravych prasat ma tonzily kolonizované
touto bakterii, ktera je pribézné vylu¢ovana z téla spolecné s fécés a oronazalnim sekretem. E. rhusio-
pathiae byla dale izolovana z ovci, hovéziho dobytka, koni, pst, kocek, dribeze a az z 50 dalsich druha
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volné Zijicich savct a ptes 30 druht divokych ptaku. E. rhusiopathiae se nachazi také ve slizové vrstvé
pokryvajici povrch téla zdravych ryb a mékkyst. V ptdé a povrchové vode miize tento mikroorganis-
mus za optimalnich podminek prezit az 35 dnt.

U oslabenych jedinct vSak muze E. rhusiopathiae vyvolat onemocnéni, které u prasat probiha
ve tfech formdach, akutni, subakutni a chronické. Podle tmavé cervenych rhomboidnich skvrn na kizi
ziskalo nazev ¢ervenka. Nemocni jedinci potom masivné vylucuji bakterii v§emi sekrety a exkrety. U
ovci a krut zpusobuje E. rhusiopathiae septikémie nebo chronické polyartritidy. Ojedinéle byla také
izolovana z infekci riiznych organti psi, volng Zijicich hlodavct a ptakil. U Clovéka se nejcastéji setka-
vame s lokalni kozni 1ézi nazyvanou erysipeloid, coZ je nehnisava, ostie ohrani¢ena celulitida doprova-
zena regiondlni lymfangoitidou a artritidou pfilehlého kloubu. U imunokompromitovanych lidi mize
infekce generalizovat v sepse a endokarditidy.

4.1.1.3 Patogenita a klinické projevy

Infekce E. rhusiopathiae s klinickymi projevy onemocnéni postihuji prasata, krity a ovce,
vzacné dribez. Dalsi zvifata onemocni pouze vzacné. K pienosu infekce s rozvojem onemocnéni miize
dojit také u ¢loveka.

U prasat onemocnéni, které nese oznaceni ¢ervenka, probiha v nékolika formach: v akutni
(septikemické), subakutni (kozni), nebo chronické, konkrétni podoba nemoci pak zavisi na stavu hos-
titelského organismu, virulenci piivodce a faktorech prostfedi, ve kterém je zvife chovano. Selata jsou
chranéna matetfskymi protilatkami ptiblizné do tfi mésict v€ku, jedinci nad 3 roky jsou obvykle imunni
vuci piivodcei na zaklade aktivni imunizace nizko virulentnimi kmeny nachéazejicimi se v prostfedi. Pro-
puknuti onemocnéni Casto nésleduje po vystaveni stresovym noxdm, jako jsou odstav, transport ¢i sub-
optimalni zoohygienické podminky. Septikémie se rozvine po dvou az tfech dnech inkubace, n¢ktera
prasata hynou bezpiiznakové, jina trpi vysokou horeckou, apatii a anorexii, i v téchto ptipadech je mor-
talita vysoka. U brezich samic dochazi k abortim. Subakutni formu provazi mirngjsi febrilie i celkové
ptiznaky a nizsi mortalita. Na ktzi 1ze pozorovat charakteristické erytematézni zmény formujici se do
tvaru kosoctverce, které bud’ béhem tydne resolvuji, nebo dojde k jejich nekrotizaci. U starSich zvirat se
Castéji setkavame s artritidami doprovazenymi kulhanim az neochotou k pohybu, E. rhusiopathiae je
jednou z nejcastéjsich pfic¢in nesupurativnich zanétlivych kloubnich zmén identifikovanych pfi jatecném
zpracovani veprového masa. VzacnéjSim projevem doprovazejicim chronicky pribeh Cervenky je vege-
tativni endokarditida s formaci trombotickych mas na mitralni chlopni. Postizeni jedinci mohou byt
asymptomaticti, ale mize se u nich rozvinout kongestivni srde¢ni selhani ¢i nahle uhynou po vétsi fy-
zické zat€zi, nebo vlivem gravidity.

Onemocnéni krut je nejcastéji doprovazeno nahlymi whyny dospélych jedincti bez rozvinuti
klinickych piiznakd. Sifeni nemoci je pomalé, pretrvava viak v hejnu nékolik tydnd az mésici. Pokud
nedojde k perakutnimu tthynu, akutni prubéh se vyznacuje apatii, ataxii, anorexii se snizenim piirastka
hmotnosti a anemizaci, nebo naopak cyandzou koznich ptivéskd. Chronicky prubéeh je typicky vznikem
artritid a endokarditid. Mortalita mize dosahnout az 50 procent a nemocni ptaci obvykle uhynou.
Patoanatomické ptriznaky zahrnuji zmény odpovidajici septikémii — celkové prekrveni, krvaceniny na
perikardu, dale zvétSeni jater a sleziny, hemoragickou enteritidu a u chronickych forem také artritidy a
vegetativni endokarditidu.

U ovci se miizeme setkat s non-supurativnimi artritidami jehnat, u nichz doslo k pruniku pa-
togena do organismu pupecnim pahylem po porodu, nebo kastracni ranou, eventualné kupirovanym
ocasem. Star$i jehnata a dospélé ovce mohou trpét laminitidami ¢i koznimi celulitidami, v ptipadé
infekce poSkozenou rohovinou paznehtil, nebo poranéné kiize. Valvularni endokarditidy a pneumonie
byly popsany také u bahnic.
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4.1.1.4 Patogeneze

K infekci dochazi predevsim peroralné kontaminovanou vodou ¢i potravou, méné¢ ¢asto bakterie
pronikaji do organismu poranénou kizi, nebo ptes nosni sliznici. Jednim z faktort virulence, kterymi je
mikrob vybaven, je kapsula, ktera jej G¢inné€ chranéni pted ingesci fagocytujicimi buiikami, eventuelné
umoziuje preziti, a dokonce replikaci ve fagolysozomech makrofagti. K primarni replikaci patogena
dochazi v tonzilach a lymfatickém aparatu gastrointestinalniho systému. Schopnost produkovat neura-
minidazu uzce koreluje s virulenci E. rhusiopathiae, protoze slouzi k adhezi a priniku do endotelialnich
bunék. Rada dalsich povrchovych proteinti mikroba slouZi k vazbé na rtizné tkané a formaci biofilmu.
Hyaluronidaza zase napomahd diseminaci bakterie napti¢ hostitelskym organismem. Pfi septikemické
formé onemocnéni dochézi k edematizaci endotelu, adhezi monocytii na sténu cév a formaci hyalino-
vych mikrotrombi. Pfi chronickém pribéhu mikroby hematogenni cestou napadaji synovidlni mem-
brany kloubt a srde¢ni chlopné, ¢imz dochézi k jejich posSkozovani.

4.1.1.5 Diagnostika

Anamnestické udaje o chybéjici vakcinaci a pfitomnost patognomickych koznich zmén vedou
K rychlému stanoveni pracovni diagnozy. V piipadech jinych forem onemocnéni a pro ucely konfirmace
spravnosti diagnozy se lze pokusit o izolaci a identifikaci piivodce. Odebiranymi vzorky jsou potom
krev pro hemokultivaci ¢i sekéni material z parenchymatéznich organi, tonzil, endokardu a
kloubti uhynulych zvitat. Material nasledné zpracujeme pro piimou mikroskopii obarvenych otisko-
vych preparattl, kde lze pozorovat jednotlivé drobné grampozitivni ty¢inky ¢i u chronickych forem
vlakna. Vzorky dale kultivujeme na masopeptonovy krevni agar (MPKA), kultivaci miiZze ptredchazet
selektivni pomnoZeni v bujonu s krystalovou violeti, azidem sodnym, fenolem a kanamycinem. Po 24 —
48 hodinové inkubaci za aerobnich podminek a pii 37 °C vidime drobné kolonie vzhledu kapek rosy.
Definitivni identifikaci nejsnadnéji potvrdime MALDI TOF hmotnostni spektrometrii, pfitomnost bak-
teridlni DNA ptivodce prokazeme i polymerazovou fetézovou reakci, kterd je vSak oproti predchozi

N

4.1.1.6 Prevence a terapie

Rozsifeni ptivodce ve vnéjsim prostiedi spoleéné s vysokym procentem nosi¢stvi u prasat a dal-
Sich druht zvitat je divodem pro plosnou vakcinaci zvitat v chovech prasat. K dispozici jsou komer¢ni
preparaty na bazi jak atenuovanych, tak inaktivovanych vakcin, ockuji se prasnicky pted porodem (inak-
tivovanymi vakcinami kvtli riziku abortu) i selata po odstavu a také kanci uréeni k chovu po dvanactém
tydnu veéku. Vedle aktivni imunoprofylaxe se zatazuji také zoohygienicka opatieni vedouci k vylepseni
mikro- i makroklimatu staji a dikladna asanace prostiedi.

E. rhusiopathiae je citliva k u¢inku antimikrobialnich latek ze skupiny penicilind, po laborator-
nim ovéfeni Ize pouzit antibiotika tetracyklinova. Terapie antibiotiky je vSak Gc¢inna pouze v Casnych
fazich onemocnéni, 1écba chronickych forem se jevi byt neefektivni.
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4.2 Celed’ Listeriaceae

Celed’ Listeriaceae z fadu Bacillales, tfidy Bacilli a kmene Firmicutes je zastoupena pouze dvéma
rody: Listeria a Brochothrix. Oboji jsou drobné grampozitivni ty¢inky, neopouzdiené a neschopné tvorit
spory. Jsou to fakultativni anaeroby pozitivni na kataldzu a negativni na oxidazu. Jsou velmi rozsifené
Vv prostfedi (faeces, odpadni vody, vegetace, tlejici materialy) a s oblibou kontaminuji potraviny ¢i kr-
miva. Na rozdil od listerii neni u Brochothrix spp. znam Zadny vylozen¢ patogenni zastupce, mize vsak
zpusobovat kazeni potravin.

4.2.1 Rod Listeria

Tato mal4 grampozitivni ty¢inka byla pojmenovana po lordu Listerovi, vyznamném pritkopni-
kovi na poli chirurgické asepse a antisepse. Rod Listeria zahrnuje 26 druhti (aquatica, booriae, cornell-
ensis, cossartiae, costaricensis, denitrificans, farberi, fleishmannii, floridensis, goaensis, grandensis,
grayi, immobilis, innocua, ivanovii, marthii, monocytogenes, murrayi, newyorkensis, portnoyi, riparia,
rocourtiae, rustica, seeligeri, thailandensis, valentina, weihenstephanensis a welshimeri), jako ptivodci
onemocnéni zvitat figuruji pouze dva z nich: L. monocytogenes a mnohem mén¢ ¢asto také L. ivanovii.
L. monocytogenes je etiologickym agens onemocnéni mnoha druhi zvifat po celém svété, poprvé byla
izolovana z laboratornich kralikd se septikémii a monocytdzou, odtud druhovy nazev. Nejcastéji vSak
onemocnéni vyvolava u ptezvykavci, predev§im u ovci, kterym zplisobuje meningoencefalitidy, aborty
a metritidy, mastitidy a generalizované infekce jehnat. Také pro ¢loveka predstavuje nejvetsi riziko druh
monocytogenes, vyjimeéné se v etiologii listeriéz uplatni L. ivanovii, ostatni druhy maji v humanni me-
dicin€ vyznam pouze okrajovy. L. monocytogenes ma zoonoticky potencial a je jednim z nejvyznam-
néjsich piivodct alimentarnich infekci ¢loveéka.

L. monocytogenes je tak drobna ty¢inka, do 2 um délky, Ze je v fadé literarnich pramenti ozna-
covana za kokobacilus. Je to katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni, fakultativni anaerob, ktery se vyzna-
¢uje pohyblivosti, ov§em za teplot nepiesahujicich 25 °C. Umi riist a mnozit se v $irokém rozmezi teplot
4 °C az45 °C atoleruje pH mezi 5,5 a 9,6. Také kultivacné je listerie nenaro¢na, navic snasi koncentrace
soli vyssi nez stafylokoky i pfitomnost Zlucovych soli. Je to intracelularni parazit, coZ je nutné zohlednit
jak v ramci diagnostiky pfi pfipravé vzorkd, tak v terapii. Na agaru s ov¢i krvi tvoii po 24 hodinové
inkubaci za aerobnich podminek pti 37 °C drobné hladké nepigmentované kolonie.

4.2.1.1 Rozsireni

Listerie jsou ubikvitarni mikroorganismy, environmentalni saprofyté i saprofyté a epifyté travi-
ciho tUstroji zvitat a ¢lovéka. Ve vnéjsim prostedi se vSechny listerie snadno replikuji i ptezivaji a lze
je nalézt na rostlinach, ve vodnich tocich, ale i v odpadnich vodach. Jejich zdrojem je trus zdravych
zvitat, predevsim savci, byly vSak izolovany dokonce z ptakd a ryb. Potencialné patogenni druhy L.
monocytogenes a L. ivanovii pak mohou vyvolat u ¢lovéka a zvifat onemocnéni listeriézu. Ne vSechna
citliva zvitata a ¢lovek vsak po infekci onemocni, ohroZeni jsou predevsim jedinci s narusenou imuni-
tou, mlad’ata a bfezi samice/t€hotné Zeny. Vyznamnou roli v onemocnéni hraje predevsim velikost in-
fekeni davky. K propuknuti listeriozy u nejcitlivéjsich zvitat, prezvykavet, dochdzi zejména v zimnim
obdobi v souvislosti s pfijmem silaZzovaného krmiva. Zejména svrchni vrstvy silazi totiz nemusi vzdy
dosahnout natolik nizkého pH, které by znemoznilo listeriim se mnozit.
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4.2.1.2 Patogenita a klinické projevy

Infekce L. monocytogenes byla zaznamenana u vice nez ¢tyficeti druhtt domestikovanych i di-
voce Zijicich zvitat, L. ivanovii zptisobuje pouze sporadicky aborty u ovci.

U piezvykavcu s klinickou formou listeriozy v podobé meningoencefalitidy se onemocnéni
rozvine po inkubacni dobé mezi 14 az 40 dny za neurologickych ptiznaki zahrnujicich nejistou chizi,
pohyb v kruhu, naklonéni krku na stranu, potiasani hlavou eventualné ochrnuti. Pfitomna miize byt také
unilateralni facialni paralyza se slinotokem a poklesem vicka a usniho boltce. V prvnich dnech lze za-
znamenat zvySenou télesnou teplotu. U ovci a koz dochazi k ulehnuti a thynu jiz né€kolik dni po proje-
veni se prvnich piiznakl, u skotu nastava tthyn za delsi ¢asovy usek. NeléCeni jedinci vzdy hynou. U
btezich samic infikovanych v prvni polovingé bfezosti nastavaji aborty do dvanacti dnt po infekci bez
dalsich zndmek systémového postizeni, nakazi-li se az v druhé polovin€ bfezosti, rodi se mrtva, ¢i malo
zivotna mlad’ata hynouci za ptiznaki sepse. Listerie jsou potom vylu¢ovany mlékem postizenych zvirat.
Septikemicka forma se rozviji po 2 — 3 dnech inkubace nejcastéji i jehnat, ackoliv byla zaznamenana i
u bfezich bahnic. Nemocné zvite trpi vysokou teplotou, apatii, nechutenstvim, tachypnoi a béhem jed-
noho az dvou dni hyne.

Do organismu ¢lovéka proniké listerie ponejvice alimentarni cestou, nakazit se také mohou
lidé profesionalné zachazejici se zvitaty. Z hlediska alimentarniho pfenosu jsou diky vSudyptitomnosti
puvodce rizikové takika vSechny potraviny, jsou vSak pfece jen potraviny rizikovéjsi. Patii sem mlécné
vyrobky, zejména zrajici syry, protoze listerie jednak mohou byt jiZ ve vstupni surovin¢, mléce, navic
dostanou ¢as na pomnozeni a nevadi jim ani chladni¢kové teploty, ani vyssi koncentrace soli v suroving,
mikrob dokonce nékdy snese i pasterizaci. Velkou skupinu dale predstavuji veskeré potraviny, které
jsou slozité technologicky zpracovavany, listerie se totiz rady drzi ve zbytcich vody uvnitt linek, kde je
pokrm vyrabén. Clovéka by svadélo svalit vinu na nejriizngjsi ,,hotovky*, tedy jidla, jez po rozbaleni
mohou putovat rovnou na talif ¢i na lahtidkové salaty navrSené v chlazenych pultech do velkych pyramid
a nekolik dni cekajici na svého zékaznika, nebo na dlouho zrajici fermentované vyrobky, potraviny
v aspiku, atd. Zcela bezpe¢na ale bohuzel neni ani Cerstva zelenina (nedostate¢né omyta), ktera muze
byt listeriemi kontaminovana jiz na polich. Diky statnim institucim, které dozoruji zdravotni nezavad-
nost potravin, jsou nicmén¢ ptipady alimentarnich listeriéz ¢loveka ojedinélé. Obezietné by presto mély
byt predevsim téhotné Zeny, u nichz by mohla infekce listeriemi poskodit plod, a vyvarovat se zejména
konzumace zrajicich syrt. Také u Cloveka infekce probihd predevsim bezpiiznakove, onemocnéni se
potom rozviji pfedev$im u ohroZenych skupin s patologicky ¢i fyziologicky potlaéenou obranyschop-
nosti (t€¢hotné zeny, déti, starci). Listerioza u nich mize nabyt podoby souvisejici s cestou pienosu in-
fekce, tedy respiraéni, pfipadné infekce ran, ale také meningitidy, ¢i po ptimé expozici infekce oka.
Nejzavazngjsi pribéh maji infekce novorozenci nakazenych jiz v déloze ¢i béhem porodu, u nichz
dochazi k rozvoji sepse s vysokou mortalitou.

4.2.1.3 Patogeneze

Po uplynuti jednoho az Ctyt tydnti inkubac¢ni doby se u nachylnéjsich zvirat rozvine onemocnéni,
které muze rezultovat v septikémii (zejména u mlad’at), meningoencefalitidu, postiZeni pohlavniho
aparatu bi‘ezich jedincu (abortus, metritida), mastitidu ¢i endoftalmitidu. Branou infekce je obvykle
travici trakt, k nakaze v§ak mtze vzacnéji dojit i respiraéni cestou aerosolem, nebo narusenou kazi (in-
fekce ran) ¢i spojivkou. Nervové formy listeriozy pravdépodobné navazuji na prunik ptivodce do orga-
nismu narusenou gingivou pii vyméné ¢i poranéni zubl. Nejbéznéji, tedy po ingesci, se listerie replikuje
Vv enterocytech a buiikach Peyerovych plaki, pfi¢emz napada a pieziva nejen v nefagocytujicich bun-
kach, ale i ve fagocytech, jejichz prostrednictvim se nasledné §ifi hematogenné ¢i lymfou do riznych
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predilekénich mist. Po intracelularni replikaci pronika z bunky do buriky, aniz by se vystavila humoral-
nim faktortim hostitelského imunitniho systému. Intracelularni pfezivani listerii umoziiuji rizné faktory
asociované s virulenci, jako jsou internaliny InlA a InIB, napomahajici také vlastni adhezi a invadovani
do hostitelskych bunék, a také hemolyzin listeriolyzin O, diky kterému mohou tyto bakterie uniknout
z fagozomi fagocytujicich bunék. Predilekéni mista listerii jsou nervovy systém, btezi d€loha, ¢i systé-
movy ob¢h a parenchymatozni organy pfi septikemické formé mlad’at. Po pfimém kontaktu infikova-
ného materialu se spojivkou se mtize rozvinout hluboky zanét oka. K rozvoji listeridézy do klinické formy
u brezich zvitat (t€hotnych zen) pravdépodobné napomaha snizena obranyschopnost zprostiedkovana
bunécénou imunitou, kterd je fyziologickym dtsledkem pokrocilé faze brezosti (gravidity).

4.2.1.4 Diagnostika

Vhodny vzorek pro mikrobiologické vysetieni musi reflektovat klinickou formu onemocnéni.
Pfi meningoencefalitidich odebirame mozek a prodlouzenou michu, u abortt a metritid placentu,
amniovou tekutinu, obsah slezu plodu, ¢i vytér z délohy. Pii septikemické formé vySetiujeme paren-
chymatozni organy, u mastitid mléko. Nesmime opomenout, Ze vySetfovanym vzorkem mohou byt i
vzorky z prostiedi, vzorky krmiva a potravin.

Diagnosticky proces lze zahajit pfimou mikroskopii otiskového preparatu tkani, kde po obarveni
hledame grampozitivni ty¢inky v palisaidovém uspotadani, tedy podélnymi osami k sobé. Pro kultiva¢ni
vySetfeni organil a tkani je nutné material nejprve homogenizovat kvili intracelularnimu ulozeni mi-
kroba. Listerie jsou kultivacn€ nenaro¢né a dobfe rostou i na univerzalnich bakteriologickych padach.
Na krevnich agarech jsou kolonie L. monocytogenes drobné, nepigmentované, nékdy s naznakem
hemolyzy a lze je zaménit s enterokoky, n¢kterymi streptokoky ¢i korynebakterii. Enterokoky a strep-
tokoky muZzeme nicméné od listerii odlisit katalazovym testem, korynebakteria zase za pomoci Zlu¢-
eskulinovych pid. Diive, pred zavedenim sofistikovangjSich ptistrojovych metod, se k rozliseni L. mo-
nocytogenes od ostatnich druhi listerii vyuzival hojné¢ CAMP test, v némz se sledovala jejich hemoly-
ticka interakce s cholesteroloxidazou bakterie Rhodococcus equi a hemolyziny Staphylococcus aureus.
Identifikaci listerii si také mtizeme usnadnit prostiednictvim komercné dostupnych selektivnich agart,
které zabrani rlstu jinych bakterii. Aktudln€ jsou na trhu k dispozici i pidy chromogenni, které umozni
pfimou diferenciaci L. monocytogenes od ostatnich listerii na zaklad¢ typického zbarveni. K takovym
patii napi. ALOA (Ottaviani a Agosti), vyuzivany zejména pii vySetfovani potravin, na némz listerie
tvorti tyrkysove zbarvené kolonie. Piida PALCAM je dalsim piikladem mnoha selektivné diagnostickych
médii urenych pro diagnostiku listerii. Naockované agary inkubujeme aerobné 24 — 48 hodin pti 37
°C. Ziskané kultury je nutno definitivn€ identifikovat, 1ze vyuzit mikroskopicky priikaz (grampozitivni
ty€inky) spole¢né s biochemickymi testy, nebo PCR, nebo nejlépe MALDI- TOF hmotnostni spektro-
metrii.

Krmivo, potraviny a vzorky prostiedi je vhodné pied vlastni kultivaci selektivné pomnozit na
ptiklad v bujonech obsahujicich akriflavin a kyselinu nalidixovou, ¢i ve Fraserové bujonu. Pfi analyze
vysoce kontaminovanych vzorkt 1ze zatadit i dlouhodobou, n€kolik tydnt trvajici, kultivaci v selektiv-
nich bujonech a nasledné na selektivnich agarech pii chladni¢kovych teplotach.

4.2.1.5 Prevence a terapie

Protoze neexistuje specificka imunoprofylaxe, v prevenci onemocnéni zvitrat hraji hlavni roli
zoohygienicka i zootechnickd opatfeni. Ta by méla spocivat v eliminaci moznych zdroj nakazy, tedy
v produkci kvalitniho silazovaného krmiva, boji proti hlodavctim a udrzovani optimalni kondice chova-
nych jedinci.
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Nemocna zvitata bez 1é¢by hynou, ta by tedy méla byt postavena predevsim na aplikaci G¢in-
nych antimikrobiélnich latek, 1ékem volby jsou aminopeniciliny, jejich nevyhodou je vSak Spatny prinik
do bunék.
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5. Aerobni sporulujici ty¢inky

Vétsina grampozitivnich ty¢inek schopnych tzv. sporulace za ptfitomnosti kysliku se fadi do
celedi Bacillaceae, fadu Bacillales, tfidy Bacilli a kmene Firmicutes. K nejvyznamnéj$im rodim pak
patii Bacillus spp., Lysinibacillus spp., Geobacillus spp. aj. Kromé toho maji tuto vlastnost i zastupci
jinych, méné vyznamnych celedi: Alicyclobacillaceae (bez klinického vyznamu), Paenibacillaceae (za-
hrnujici vyznamné hmyzi patogeny), Pasteuriaceae (parazité nematod), Caryophanaceae (Plano-
coccaceae), Sporolactobacillaceae a Thermoactinomycetaceae (zastupci téchto celedi se 1i8i morfologii,
vztahem ke kysliku, reakci na Gramovo barveni i schopnosti sporulace, ale vesmés nemaji klinicky
vyznam; napf. posledni jmenovana Celed’ zahrnuje filamentdzni bakterie produkujici vzdusna mycelia i
pravé endospory).

Sporulaci se mini proces tvorby endospory, velmi odolného metabolicky neaktivniho stadia,
které se za urcitych okolnosti tvofi uvnitf vegetativni buniky (sporangia) a po jejim odumfeni preziva
V prostiedi i za extrémné neptiznivych podminek. Nejedna se o zpiisob rozmnozovani (jako v piipadé
hub a jinych eukaryot, kde hovotime o pravych sporach). Lisi se téz od tzv. exospor produkovanych
napt. filamentdéznimi aktinomycetami, které vznikaji diferenciaci celé bunécné stény a nevyznacuji se
takovou odolnosti.

K tvorbé endospor dochazi obecné za neptiznivych podminek, predevsim pii nedostatku zivin
na konci exponencialni faze ristu a béhem stacionarni faze. V regulaci hraje roli quorum sensing. Bé-
hem procesu dochazi k desikaci a obaleni DNA a ribozomt vapenatou soli kyseliny dipikolinové a n¢-
kolika proteinovymi vrstvami, coz ¢ini endosporu odolnou vici vyschnuti, vysokym teplotam, radiaci a
vétsiné béznych dezinfekci. Endospory takto mohou piezivat az desitky let, dokud nedojde k aktivaci.
Sporulace trva 24 — 48 hodin.

Endosporu tvofi jadro (protoplast), obsahujici piedev§im DNA a chromatinu podobné proteiny
SASP (small acid-soluble proteins, chrani DNA pted UV zafenim), ribozomy a enzymy. Jadro je stabi-
lizovano dipikolinatem vapenatym, ktery tvofi az 20 % vahy celé¢ endospory a je zejména zodpovédny
za termorezistenci. Jadro je obdano fosfolipidovou vnitini membranou a kiarou (kortexem) z modifi-
kovaného peptidoglykanu, vnéjsi membranou a vnitini a vnéjsi pla§tovou vrstvou. Plast’ tvofi pro-
teiny bohaté na cystein, stabilizované velkym mnozstvi disulfidickych mistkd, a je hlavni ochrannou
vrstvou, poskytujici odolnost vici dezinfekcim, enzymtim a predatorskym prvoktim. Vné&jsi vrstvu poté
predstavuje tzv. exosporium, tvofené bazalni membranou a vrstvou hustych ,,vlaskt®, filament glyko-
proteinu BclA. BclA je v kontaktu s vnéjsim prostiedim, interaguje s imunitnim systémem a vaze re-
ceptory makrofagl. Dalsi slozky umoziuji pravdépodobné adhezi endospor k epitelialnim bunikam a
proteinim extracelularni matrix.

v

v autoklavu (121°C min. 15 minut), u¢inné je i suché teplo (150°C po 60 minut), ale nikoli prosty var
(ten naopak spise vede k aktivaci spor). Také bézné dezinfekéni prostiedky na bazi alkohold, fenold a
kvarternich amoniovych soli nejsou dostatecné. Lepsi ti€innost maji chlorové a oxidacni preparaty a
etylenoxid, avSak pti del$i dobé plisobeni.

Ur¢ité, dosud ne zcela znamé signaly vedou k aktivaci endospory. Dochazi k tzv. germinaci,
pfi nizZ se endospora pfeméiiuje opet na vegetativni metabolicky aktivni butiku a ztraci svou odolnost.
Jako spoustéce se uplatiiuji nékteré molekuly (germinanty), jako jsou nukleosidy a aminokyseliny, které
se vazou na specifické receptory. Je to pomérné rychly (n€kolik hodin) a nevratny proces, béhem néjz
je jadro rehydratovano, dipikolinat vapenaty uvolnén, proteiny SASP rozlozeny.
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5.1 Celed’ Bacillaceae a Paenibacillaceae

Zastupci Celedi Bacillaceae jsou mohutné aerobni nebo fakultativné anaerobni ty€inky
S grampozitivni strukturou bunééné stény, prestoze nekteii vykazuji Gram-variabilni nebo gramnega-
tivni reakci. VétSina je pohyblivd pomoci peritrichnich bicikti. Patii k ubikvitarnim saprofytim pro-
stiedi; t€zZko vymyslet misto, odkud nebyly izolovany. Rizné druhy rostou v Sirokém rozmezi teplot,
pH a koncentrace soli. Najdeme je jako soucast pfirozené mikroflory zivych organismi, v aridni ptidé,
kompostech, sedimentech, sladké i slané vod¢, v potravinach i v extrémnich prostiedich, jako jsou horké
prameny. Kromé nejvyznamnéjsiho rodu Bacillus sem patii napt. halotolerantni Filobacillus a Halo-
bacillus nebo termofilni Geobacillus spp. G. stearothermophilus ma optimum ristu 55°C a pouZziva se
jako indikator u€innosti sterilizace. Kromé toho se podili na kazeni konzerv.

Z fylogenetického hlediska rozeznavame skupinu B. cereus, kam spada piedevs§im B. cereus,
B. anthracis, B. thuringiensis a B. mycoides, a skupinu B. subtilis, zahrnujici B. subtilis, B. lichenifor-
mis, B. pumilus, B. circulans, B. coagulans.

V podstaté jedinym obligatnim patogenem mezi bacily je B. anthracis, pivodce antraxu. Vy-
znamem na druhém misté je B. cereus, oportunni patogen bézn¢ izolovany z prostiedi a GIT a ptivodce
infekci/intoxikaci z potravin. Také tzv. padni bacily, napt. B. subtilis, B. pumilus, B. licheniformis, B.
mycoides aj. mohou byt piileZitostné izolovany v souvislosti s oportunnimi infekcemi ¢lovéka a zvifat,
maji vSak velky vyznam v jinych oblastech. Pouzivaji se v zemédélstvi i v potravinafstvi a jiném pri-
myslu k produkci enzymii, jako jsou amylazy a proteazy (napf. subtilisin, serinova proteaza piidavana
do detergentnich pracich prostredkit), a antimikrobialnich latek, jako je bacitracin (B. subtilis). Modelo-
vym druhem je B. subtilis, tzv. senny bacilus, ktery patii mezi prvni cilené pouzita probiotika: v Afri-
kakorps Erwina Rommela béhem operaci v Severni Africe jako 1é¢ba a prevence §ifici se uplavice. Ar-
madni 1ékafi si totiz v§imli, Ze mistni beduini pouzivali k tomu uc¢elu velbloudi trus, ktery obsahoval
velké mnozstvi spor B. subtilis.

Riizni zastupci celedi Bacillaceae a Paenibacillaceae se jako vyznamni pidni saprofyté podileji
na degradaci organického materialu a cirkulaci makroprvki v prostiedi. Rozkladaji celulézu, hemicelu-
16zu a pektin; mnohé maji chitinolytickou aktivitu. Tvofi biofilmy na rostlinach a chrani je pted plis-
némi, bakteriemi a hmyzimi $ktdci. Jsou vyuzivany jako pfirodni insekticidy a fungicidy. B. thuringi-
ensis je patogenem hmyzu a je vyuZzivan jako biopesticid napf. v Africe k likvidaci moskyti. Nékteré
maji denitrifikacni aktivitu a podileji se na Cisténi vod a degradaci organickych polutanti, jiné jsou
soucasti rhizosféry a uplatniuji se jako vazaci vzdusného dusiku (pfedevsim ¢. Paenibacillaceae).

Celed Paenibacillaceae zahrnuje piedevsim rody Paenibacillus a Brevibacillus. ,,Paeni* zna-
mena skoro, jsou to tedy ,,skorobacily*. Najdeme je, jak bylo feceno, jako nitrogenfixa¢ni bakterie v rhi-
zosfére 1 jako biofilmy na rostlinach, kde vykazuji insekticidni a fungicidni aktivitu. Produkuji antimi-
krobidlni latky polymyxin a kolistin (P. polymyxa). Mnozi zastupci se vyznaéuji velice komplexnimi
koloniemi, v nichZ jsou bufiky organizovany do zvlastnich vétvenych a vitivych struktur (P. vortex, P.
dendriformis). P. larvae a P. alvei jsou vyznamnymi patogeny hmyzich larev.

5.1.1 Bacillus anthracis

B. anthracis je fakultativné anaerobni sporulujici grampozitivni ty¢inka. Na rozdil od vét-
Siny ostatnich bacilt je nepohyblivy. Jeho buriky jsou pomérné robustni, obdélnikovité s ostrymi konci,
a typicky se fadi za sebou do Fetizki. Spory, pokud jsou pfitomny, nepiesahuji tloust’ku buniky a neméni
jeji tvar. V podminkach zvysené tenze CO> (v kultuie nebo in vivo) produkuje pouzdro z kyseliny poly-
D-gama-glutamové. Je pozitivni na katalazu i oxidazu.
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5.1.1.1 Patogenita

Antrax je primarné¢ onemocnéni byloZravcii se septickym, ¢asto fatalnim pribéhem, ale také
vysoce nebezpecna zoonodza a spory B. anthracis jsou vedeny na seznamu potencialnich bioteroristic-
kych zbrani. Pfezvykavci jsou k infekci nejvnimavéjsi, na druhém miste jsou koné. Prasata, psi a kocky
jsou méné vnimavi a k fatalnimu pribéhu u nich dochazi ziidka. Clovék je znaéné vnimavy, ale velmi
zalezi na cest¢ infekce.

Zdrojem antraxovych spor pro piezvykavce a dalsi bylozravce jsou na prvnim misté pastviny;
za urcitych okolnosti spory perzistujici v pidé kontaminuji pici. Roli zde hraji zfejmé klimatické pod-
minky a dalsi faktory. Sekundarnim zdrojem mohou byt zviteci produkty, napiiklad masokostni
moucka, a odpad ze zpracovatelskych podniki mize opét kontaminovat pastviny. V enzooticky zamo-
fenych oblastech dochazi periodicky k hromadnym nékazam, jinde se infekce vyskytuje sporadicky.
Zvirata se nakazi zpravidla ingesci spor. Pribéh onemocnéni po uplynuti n€kolikadenni inkuba¢ni doby
byva velmi rychly, az fulminantni. Rychle se objevuji septické priznaky s vysokou horeckou a kolap-
sem zvitete, pFekrvenim sliznic a vyméty krve z télesnych otvord. K patologickému obrazu patii zvét-
Sena prekrvena slezina a absence rigor mortis. Krev byva typicky nesrazliva.

U koni se onemocnéni muze projevovat kolikovymi ptiznaky.

Prasata a masoZravci se mohou nakazit pozfenim mrsSin nebo produktll z nakazenych zvifat.
Infekce zlstava zpravidla lokalné omezena v oblasti hltanu a ptilehlych miznich uzlin; vznika nekro-
ticka faryngitida a lymfadenitida. Vzniknuvsi otok v§ak miize byt pfi¢inou zaduseni zvifete.

MV wervr

U ¢lovéka rozeznavame nekolik forem infekce podle cesty vstupu. Zdaleka nejbéznéjsi (vice
nez 95 % ptipadl) pripada na tzv. koZni antrax neboli uhlak (coz je doslovny pfeklad slova anthrax).
Existuji domnénky, Ze pravé kozni antrax mél byt jednou z deseti ran egyptskych; Sestou ranou byly
viedy, navazujici na pobiti stad dobytéim morem. K nakazeni dojde prinikem spor porusenou kuzi pti
manipulaci s produkty nakazenych zvifat, predevs§im kozkami. V daném misté vznika pustula az viedo-
vita 1éze, ménici se v erny priskvar. I tato forma je nebezpecna s moznymi komplikacemi zpisobenymi
lokalnim edémem nebo septikémii. Vzacna alimentarni forma se projevuje postizenim hltanu nebo
stiev, s otokem krku a dysfagii, respektive krvavym prijmem a masivnim ascitem. Dochazi k ni prav-
dépodobné¢ ingesci vegetativnich bunék v nedostatecné tepeln€ upraveném mase. Mortalita mize byt az
100%. Nejobavanéjsi je nastésti vzacna forma inhalaéni, vznikajici vdechnutim spor. Také ona byva
Casto fatalni 1 pfi adekvatni 1écbé. Po nékolika dnech inkubace jsou pozorovany nespecifické celkové
ptiznaky, horecka, bolest na hrudi, zvraceni, dyspnoe, a zmény na rentgenogramu zahrnujici rozsifeni
mediastina a pleuralni efuzi. Velmi vzacné byly popsany pripady injekéniho antraxu, k nimz doslo u
uzivatelt drog.

5.1.1.2 Faktory virulence

Robert Koch na piikladu antraxu demonstroval pravidla svych postulati. B. anthracis je sku-
tetné jednoznacnym primarnim patogenem a jeho virulence je spjata s dvéma plazmidy, pXO1 a
pXO2. Plazmid pXO1 nese geny pro binarni toxiny B. anthracis, letalni a edematdzni toxin, a jejich
aktivator AtxA. Plazmid pXO2 pak koduje produkty kapsuly a jeji aktivator, AcpA.

Binarni toxiny sestavaji z vlastni aktivni komponenty, z letalniho (LF), respektive edematoz-
niho faktoru (EF) a tzv. protektivniho antigenu (PA). PA umoziuje vazbu k receptorim cilovych bu-
nék a formuje transmembranovy kanal, kterym aktivni slozka prostupuje do cytosolu. Letalni faktor je

74



zinkova metaloproteaza Stépici urcité enzymy bunéénych signalnich drah, tzv. MAPK kinazy (kinazy
mitogenem aktivovanych proteinovych kinaz), ¢imz dochazi k pteruSeni bunécné signalizace a apoptdze
bunky. Primarnimi cilovymi buiikami jsou nejspi§ makrofagy, ale LF ptisobi na rizné typy epitelovych
a endotelovych bunék, vyvolava vaskularni kolaps, extravazaci, edém a $ok. Uginky edematdzniho to-
Xinu jsou v podstaté obdobné. Edematozni faktor je vSak kalmodulin-dependentni adenylatcyklaza a
bunécna signalizace je naruSena zvysenim hladiny cAMP. Edemat6zni toxin vyvolava bradykardii, he-
moragie a inhibuje srazeni krve.

Produkt druhého plazmidu, kapsula z polymeru kyseliny glutamové, slouzi jako ochrana pred
fagocytdzou. Atenuovany vakcinacni kmen postrada praveé tento plazmid. Kapsula je pod regulacnim
vlivem proteinu AcpA a je exprimovana zejména in vivo. Kromé toho se na povrchu nachazi téz protei-
nova S-vrstva (z proteinit EA-1 a Sap), ktera prispiva k ochrané bunky pred komplementem.

Kromé téchto hlavnich faktorii pfispivaji k virulenci i nékteré chromozomalni produkty. Prote-
aza InhA (imunitni inhibitor A) $tépi proteiny extracelularni matrix a antimikrobialni peptidy. B. anthra-
cis dale tvoti tfi typy fosfolipazy C a hemolyticky arthrolyzin O, jehoZ exprese je vSak tak nizka, Ze se
pti kultivaci hemolyzou neprojevuje. Cytolyziny poskozuji imunitni buniky a umoziuji unik bakterii
z fagozomu do cytoplazmy.

5.1.1.3 Patogeneze

Ve vétsing pripadil a u vétsiny forem infekce pronikaji do organismu spory a jsou fagocytovany
makrofagy a dendritickymi buiikami, které je zanaseji do regionalnich miznich uzlin. Vazbu a pohlceni
spor zprostiedkuje interakce receptoru s proteinem exosporia BelA. Uvniti fagozomu spory germinuji,
produkuji toxiny a unikaji do cytoplazmy a posléze ven z buiiky. Z miznich uzlin se bakterie $iti do
dalsich lymfatickych organu (slezina) a do cirkulace; mnozi se v krevnim ob&hu. Bakteriémie a pro-
dukce toxinll vede k celkovym septickym priznaklim a cirkula¢nimu Soku.

5.1.1.4 Diagnostika

Pti thynu zvitete vyvolavajicim podezieni na antrax je tieba mit na paméti, ze kadaver je zdro-
jem vysoce rezistentnich spor, jejichz likvidaci je velice obtizné zajistit. Proto neni mozné provadet
pitvu za béznych podminek na farmé, ale pouze v prostfedi umoznujici dokonalou dekontaminaci. Ma-
nipulaci s télem je tieba provadét v ochrannych pomuckach a pii odbéru vzorkt dbat zvysené opatrnosti.
Samotna dezinfekce rukou béznymi, napt. alkoholovymi prostiedky je povazovana za neti¢innou! Do-
porucuje se dikladné myti rukou mydlem. Vzorky se zasilaji do laboratofe s patfi¢nou trovni biologické
bezpecnosti.

K vhodnym vzorkim patii krev a rizné tkdn¢€, napt. slezina. In vivo je mozno odebirat bioptaty
a stéry 1ézi. Pro pifimy sérologicky prikaz se standardné odebira tkan usniho boltce.

Nejjednodussim diagnostickym postupem je v prvni fadé pfimy mikroskopicky prukaz, prova-
dény barvenim krevnich natérti a roztéra tkani dle Grama nebo specialnim barvenim na pouzdra dle
McFadyena (30 — 60 s barveni v polychromatickém barvivu s metylenovou modii po fixaci natéru ab-
solutnim alkoholem). V Cerstvych vzorcich pozorujeme fetizky opouzdienych obdélnikovitych vegeta-
tivnich bunék. Spory obvykle nejsou ptritomny. Kontaminujici druhy bacilt 1ze odliSit prave absenci
pouzdra.
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Kadavery rychle podléhaji zkaze a B. anthracis piertista hnilobnymi bakteriemi. Ve starSich
kadaverech nemusi byt uz vegetativni buniky detekovatelné, zato jsou ale pfitomny spory. Je vhodné
pristoupit ke kultivacnimu prikazu. Potencialné kontaminované vzorky je vhodné osetiit piiblizné de-
setiminutovym zahtatim na 65°C, které zaroven aktivuje germinaci spor. Kultivace probiha za normal-
nich aerobnich podminek na béZnych médiich, chceme-li vSak podnitit tvorbu pouzdra, je nutno po-
uzit médium obohacené sérem a bikarbonatem pii zvySené koncentraci CO,. Kolonie B. anthracis maji
unikatni vzhled a velmi se podobaji koloniim B. cereus, od nichz se lisi pfedev§im absenci hemolyzy
(jen vzacné se vyskytuji hemolytické kmeny). Kolonie jsou po 24 — 48 hodinach bélavé nebo Sed¢, nizké
a Siroké, okrouhlé az splyvajici, maji matny, zrnity povrch, tuhou konzistenci a snizeny kofenovity nebo
vlaknity okraj, pro n&jz se kolonie ptirovnavaji ke ,,caput medusae*, hlavé bajné Gorgony s hady misto
vlast. Je-li produkovano pouzdro, jsou kolonie mukdzni.

Bunky za kultiva¢nich podminek bézné sporuluji a spory je pak mozno pozorovat mikrosko-
picky jako prazdnd, neobarvenéd mista pii barveni Gramem, nebo je mozno pouzit specialni barveni na
spory dle Wirtz-Conclinové nebo Schaeffer-Fultona. Principem je obarveni spory malachitovou ze-
leni a kontrastni dobarveni vegetativni butiky karbolfuchsinem. Teplem fixovany preparat prevrstveny
malachitovou zeleni pridrzime nad kahanem tfikrat do vystupu par (teplo umoziuje vstup barviva do
spory), poté oplachneme a dobarvime pozadi.

Identifikaci B. anthracis, vedle morfologie kolonii, umoznuje nékolik testt. Patii k nim prikaz
citlivosti k ur¢itému druhu bakteriofaga a dale citlivosti vétsiny kmenti k penicilinu, provadény tzv. per-
lovym testem; V pfitomnosti penicilinu v kultivaénim médiu dochézi k zakulacovani bunék, které pak
pfipominaji $nury perel. B. anthracis je na rozdil od B. cereus a dalsich kontaminujicich druht nepo-
hyblivy, ma jen slabou lecitinazovou aktivitu na Zloutkovém agaru a chybi mu schopnost rychlého zte-
kuceni zelatiny ve zkumavce.

PCR a dal$i molekularni metody umoziiuji jednak piimy prikaz B. anthracis ze vzorku, jednak
definitivni potvrzeni virulence kmene detekci virulenc¢nich plazmidi. V nékterych piipadech se pouziva
biologicky pokus.

Dalsim bézné€ uzivanym diagnostickym testem je sérologicka detekce solubilniho antigenu pre-
cipitaci ve zkumavce, tzv. Ascoliho reakce. Jako vzorek slouzi filtrovany vyvar z tkanového homoge-
natu, obvykle se pouziva ¢ast usniho boltce. Ve zkumavce se roztokem opatrné prevrstvi krali¢i antisé-
rum, obsahujici protilatky. V zoné€ ekvivalence na rozhrani obou vrstev vznika kruznicovity precipitat.
Test ma fadu vyhod, ale jeho specifita je nizka.

5.1.1.5 Terapie a prevence

U B. anthracis se obvykle nesetkavame s problémem antimikrobialni rezistence, pribéh infekce
je vsak casto tak rychly, ze terapie pfichazi pozde. VSe zalezi na rychlé diagndze a nasazeni antibiotik
(penicilin, amoxicilin, doxycyklin, ptipadné fluorochinolony), nékdy v kombinaci s hyperimunnim sé-
rem. B. anthracis je rezistentni k vys$§im generacim cefalosporinti diky inducibilnim betalaktamazam.

V ohrozenych oblastech je vhodné zvitata i lidi vakcinovat. Tradi¢ni Sternetv vakcinaéni
kmen postrada plazmid pXO2, chybi mu tedy kapsula, ale je stale schopen produkce toxint.

Pii vyskytu antraxu je nafizena bezpecna likvidace uhynulych zvitat a dalSich materiald a dez-
infekce prostiedi (napf. kyselina peroctova).
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5.1.2  B. cereus a dalsi oportunni druhy

B. cereus, B. subtilis, B. licheniformis, B. mycoides, B. pumilus, B. circulans a dalsi druhy bacila
patii k naprosto bézné mikroflote prostiedi, kiize i traviciho traktu a Casto se objevuji ve vzorcich jako
kontaminanty. Pfesto mohou byt pfilezitostné zplisobovat oportunni infekce lokéalniho i systémového
charakteru, zejména infekce oka a ran, mastitidy skotu a n€kdy i aborty, septikémie, endokarditidy ¢i
mocové infekce. Vedle toho je B. cereus dulezitym pivodcem infekci nebo intoxikaci z potravin. B.
thuringiensis infikuje blanoktidly a dvouktidly hmyz a motyly.

5.1.2.1 Patogenita a patogeneze

B. cereus snadno kontaminuje riizné druhy potravin a vzhledem k termorezistenci spor zptiso-
buje kazeni i sterilovanych produkti. Kromé toho je asociovan s dvéma typy onemocnéni z potravin:
intoxikaci, tzv. emetickym syndromem, a pravou alimentarni infekci, tzv. prijmovym syndromem.
Za prvni zminény syndrom je zodpovédny termostabilni toxin cereulid, kédovany plazmidem a puso-
bici pravdépodobné na zakonceni n. vagus v zaludku. Toxin ziistdva ucinny i po tepelné Gprave konta-
minované potraviny a za velmi kratkou dobu (n€kolik hodin) vyvolava nevolnost a zvraceni. Onemoc-
néni je velmi ¢asto spojeno s konzumaci ryze ¢i téstovin ptipravenych ve velkém mnozstvi dopiedu, coz
umoznuje germinaci spor a tvorbu toxinu. To je bézné zejména v asijskych bistrech, proto je onemoc-
néni nékdy nazyvano syndromem cinské restaurace.

Zdrojem alimentarni infekce byvaji také potraviny rostlinného ptivodu (vaiena zelenina, bram-
bory), ale i masné ¢i mlécné vyrobky, obsahujici vegetativni buiiky. Pfedpokladem je obvykle predchozi
tepelné uprava a delsi skladovani potraviny, umoziujici germinaci spor a pomnoZzeni bakterii na vyso-
kou koncentraci. Ve sttevé je pak produkovano nékolik typl enterotoxind, které jsou citlivé k vysoké
teploté i nizkému pH Zaludku a které poskozuji membrany enterocytd. Nejdulezitéjsi jsou tzv. nehemo-
lyticky enterotoxin (Nhe) a hemolyzin BL (HBL). Kmeny produkujici cytotoxin K (CytK), ktery je
zodpovédny za krvavou nekrotickou enteritidu, byvaji dnes povazovany za druh B. cytototoxicus. Inku-
bacni doba je pfiblizné¢ 12 hodin a piiznaky nevolnosti a vodnatého prijmu pretrvavaji piiblizné jeden
den.

B. cereus produkuje dale fosfolipazu C (lecitindzu), nékolik dalsich typt hemolyzini, amylazu
a riizné proteazy, jejichz ucinek se projevuje pii kazeni potravin.

Vyskytuji se také kmeny B. cereus (biovar athracis), které exprimuji plazmidy pXO1 a pXO2
— vyvolavaji onemocnéni shodné s antraxem.

Také u jinych druhii bacild byly zjistény produkty s cytotoxickymi G¢inky, uplatiujici se zfejme
pii prilezitostnych infekcich — naptiklad lichenysin A (B. licheniformis) nebo pumilacidin (B. pumilus).
Jedna se o cytotoxické cyklické lipopeptidy.

Hlavnimi faktory virulence B. thuringiensis jsou proteinové toxiny Cry, tzv. §-endotoxiny,
které se formuji pti sporulaci jako kuboidni parasporalni krystaly.

5.1.2.2 Diagnostika

Oportunné patogenni bacily jsou striktné aerobni nebo fakultativné anaerobni a rostou snadno
na béznych médiich za standardnich podminek. Jsou pomérné dobie rozpoznatelné podle velkych plo-
chych nebo bizarné tvarovanych kolonii. Kolonie B. cereus, B. thuringiensis a B. mycoides jsou podobné
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B. anthracis, jsou ploché a ptisedlé s rhizoidnimi az filamentéznimi okraji (caput medusae) a mat-
nym povrchem. Zejména B. mycoides tvoii velmi rozsahlé, vlasovité kolonie. Konzistence je maslovita
az hruba. Obvykle jsou obklopeny vyraznou zoénou aplné hemolyzy. Kolonie zastupct skupiny B. sub-
tilis maji velice variabilni vzhled, byvaji zpocatku lesklé, pozdéji matné a vrascité, nepravidelné, nékdy
tvoii liSejnikovité nebo membranoézni struktury (,,bubliny*) naplnéné hlenovitou matrix, které po-
sléze vysychaji. Hemolyza muize byt pritomna.

Kromé krevniho agaru je mozno vyuzit specialni selektivné-diagnostickd média, napi. tzv.
PEMBA (polymyxin B-egg yolk-mannitol-bromthymol blue agar). B. cereus a B. thuringiensis tvoti
jasné modré kolonie se zonou precipitace, zatimco skupina B. subtilis roste zluté a precipitat netvoii. Na
podobném principu je zalozen i MYP agar (mannitol-yolk-polymyxin B), kde je indikatorem fenolova
Cerveii a B. cereus tvofi rizové kolonie obklopené precipitatem.

Mikroskopicky pozorujeme grampozitivni ty€inky 0,5 — 1,5 X 1,5 — 8 pm s hranatymi nebo
zaoblenymi konci, jednotlivé nebo v fetizcich, s ovalnymi nebo cylindrickymi sporami, které buiiku ne-
distenduji a jsou umistény centralng, subterminalné aZ terminalné. U B. thuringiensis lze po nékolika
dnech pozorovat parasporalni krystaly. V kulturach dochazi k rychlé degradaci peptidoglykanu a po ur-
¢itém Case se mohou bunky jevit gramnegativni.

Na rozdil od B. anthracis jsou v§echny druhy s vyjimkou B. mycoides pohyblivé a vSechny jsou
rezistentni k penicilinu. B. cereus, B. mycoides a B. thuringiensis maji vyraznou lecitindzovou aktivitu,
projevujici se zénou precipitace agaru s vajeCnym zloutkem, a zkapaliuji Zelatinu.

5.1.2.3 Terapie

Oportunné patogenni bacily obvykle produkuji betalaktamazy, proto je vhodné vyhnout se be-
talaktamovym antibiotikiim a citlivost jinych latek ovéfit in vitro. Obvykle G¢inné jsou napf. fluorochi-
nolony, gentamicin, chloramfenikol, erythromycin. V naléhavych ptipadech systémovych infekci ¢lo-
veka se pristupuje k intraven6zni aplikaci vyhrazenych ptipravkil, napt. vankomycinu.

5.1.3 Rod Paenibacillus

Rod Paenibacillus, jak jméno napovida, je velmi podobny rodu Bacillus, z néhoz byl vydélen.
Jedna se 0 aerobni nebo fakultativné anaerobni sporulujici ty¢inky, které najdeme v hling, ve vodg,
na rostlinach a v rhizosfére, kde se uplatiiuji jako vazaci dusiku. Maji grampozitivni strukturu bunééné
stény, ale Casto s tendenci barvit se gramlabilné az gramnegativné. Spory Casto lehce zdufuji sporangia
se zaoblenymi konci. Jsou pohyblivé a na pevném povrchu vykazuji tzv. plazivy typ pohybu. Nékteré
druhy na zaklad¢é quorum sensing tvoii komplexni kolonie organizované do specifickych rozvétvenych
a vifivé zatoCenych struktur (P. vortex, P. dendritiformis). Takto rostouci kolonie jsou chranény surfak-
tanty a jsou velmi rezistentni. Zaroven produkuji latky potlacujici rist jinych bakterii. Producent antibi-
otika kolistinu P. polymyxa také tvofi latky s funkci surfaktantti a v soucasnosti je zkoumana moznost
jeho vyuziti proti biofilmim patogennich bakterii (P. aeruginosa, S. aureus aj.). Paenibacily nachazeji
vyuziti zejména v zem&delstvi jako biopesticidy chranici rostliny i bioremedia¢ni organismy (rozklad
PAH aj.).
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Jen vyjimecné jsou zastupci rodu Paenibacillus asociovany s oportunnimi infekcemi savci,
maji v8ak velky vyznam jako patogeny hmyzu — Vv pozitivnim smyslu, pokud se uplatiiuji jako bioin-
sekticidy, v negativnim, pokud napadaji napt. véelstva. P. alvei byl naptiklad izolovan z plicnich ab-
scest, P. vulneris z nekrotické rany. I dalsi druhy byvaji popisovany v souvislosti s bakteriémiemi, in-
fekcemi protetickych implantatd a jinymi typickymi oportunnimi infekcemi.

P. alvei patii mezi tzv. sekundarni patogeny, které se uplatiiuji pti hnilob& vceliho plodu, jejimz
pavodcem je Melissococcus plutonius.

Nejvyznamnéj$im patogenem z hlediska veterinarni mediciny je P. larvae, ptivodce moru vée-
liho plodu, ktery je i jednou z nejobavangjsich vcelich nakaz vibec.

5.1.3.1 Patogenita a patogeneze

Mor véeliho plodu je destruktivni a v soucasnosti zna¢né rozsitené onemocnéni véelstev. Spory
P. larvae jsou pozieny véelimi larvami do téi dnt véku s potravou. Nejvnimavéjsi jsou larvy do 24
hodin. Naopak dospélé vcely jsou viici infekci rezistentni, ale spory se u nich shromazd’uji v hltanovych
zlazach, vylucujicich matefi kasicku. Spory germinuji ve stieve larev a produkuji proteazy a chitinazy
(zejm. protein P1CBP49), které poskozuji hypertrofickou matrix (ochranna proteinova vrstva stieva).
V tomto stadiu se infekce jesté neprojevuje. Teprve zavickovani larev Sestého dne véku je signalem pro
invazi bakterii pres po§kozenou matrix a sti‘evni epitel do tkani larvy. Jednotlivé genotypy vyuzivaji
Kk invazi odlisné mechanismy; uplatiiuje se napt. adhezivni protein S-vrstvy SplA a binarni toxiny Plx.
Postupné dochazi k tplnému rozkladu tkani larvy, kterd se méni v gelovitou hmotu pfipominajici kara-
mel a pozd€ji vysycha na €erny ,,pfiSkvar®. Uhynulé larvy jsou zdrojem velkého mnozstvi spor, které
dospelé véely ptenaseji do dalSich Casti ulu a mohou se $ifit i na vCelstva v okoli (nafadi, zlodéjské véely
apod.). K prvnim pfiznakiim patii mezerovitost plodu a typicky zatuchly zapach. Rozkladajici se larvy
maji vazkou strukturu a tdhnou se na $pejli jako karamel. Seschlé priSkvary pevné Ipi v butikach.

5.1.3.2 Diagnostika

Pti podezieni na vyskyt moru veeliho plodu je povinnosti véelare zaslat vzorky plastd do akre-
ditované laboratofe (statni veterinarni Ustavy, Vyzkumny ustav v¢elarsky). Krome toho se provadi pra-
videlné preventivni vySetfeni meli, medu a jinych materiald.

Jako orientacni vySetieni Ize vyuzit pfimé mikroskopie materidlu barvené¢ho dle Grama nebo
barvenim na spory. Zakladnim postupem je ovsem kultivace, i kdyz je pomérn€ naro¢na, a ¢im dal vice
nachdzeji vyuziti molekuldrni metody, zejména sekvenovani. Kromé toho existuje fada pomocnych
rychlych testli: naptiklad tzv. Holstiiv mléény test prokazuje ptitomnost proteaz produkovanych P. la-
rvae (pii inkubaci rozmélnénych larev s roztokem suseného mléka dochazi k projasnéni).

Pti kultivaci se pouzivaji specialni obohacena média, napt. BHI agar, PLA (P. larvae agar),
MYPPN agar, ktery obsahuje kvasni¢ny extrakt, pyruvat sodny, fosfore¢nan draselny, kyselinu nalidi-
xova a dalsi slozky. Kyselina nalidixova slouzi k inhibici ristu P. alvei. Roztok vysetfovaného materialu
se nejprve zahtiva na teplotu 80 — 100°C, aby doslo k devitalizaci nesporulujicich kontaminant a aktivaci
spor. Kultivace vyzaduje n€kolik dni (2 — 3) pii 34 — 36°C v aerobnich podminkach. Morfologie kolonii
velmi zavisi na pouzitém kultivacnim médiu. K identifikaci dnes slouzi pfevazné molekularni metody
(PCR, qPCR detekujici gen 16S RNA a sekvenovani).
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5.1.3.3 Prevence

Vzhledem k nebezpeénosti nakazy neni mozné nakazena vcelstva 1€€it; pii potvrzeni diagnozy
je nafizena jejich likvidace. Materidly, jez neni mozno dezinfikovat, se spaluji, ostatni lze oSetfit ucin-
nymi dezinfek¢énimi piipravky (chlorové preparaty, etylenoxid).
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6. Anaerobni sporulujici ty€inky
6.1  Celed Clostridiaceae a rod Clostridium

Celed Clostridiaceae patii do fadu Clostridiales a tiidy Clostridia kmene Firmicutes a v sou¢asné
dobé prodélava zasadni taxonomické zmény. Molekuldrni analyza totiz prokazala, ze tradi¢ni rod
Clostridium neni monofyleticka skupina, a proto se ptistoupilo ke zménam v nomenklatuie.

Rad Clostridiales zahrnuje dalsi ¢eledi, které tvoii vyznamnou souéast stievni a ruminalni mi-
krofléry, napt. Ruminococcaceae (Ruminococcus spp,, Faecalibacterium prausnitzii), Peptostrepto-
coccaceae (Peptostreptococcus spp., Filifactor spp., Clostridioides spp. aj.), Lachnospiraceae (Anae-
rostipes spp. aj.). Vesmés se jedna o obligatné anaerobni, vyrazné fermentativni bakterie, z nichz nékteré
tvoii spory a byly diive fazeny k rodu Clostridium.

Klostridia jsou grampozitivni, rovné nebo mirné zaktivené tyCinky, vétSinou pohyblivé diky pe-
ritrichn€ umistnénym bic¢ikiim. Pro sviij riist vyzaduji pfevazné obohacend média, ve kterych se proje-
vuje jejich fermentacni typ metabolismu. Jsou negativni na oxidazu a katalazu. Klostridia jsou schopna
vytvaiet dormantni metabolicky neaktivni endospory, které obvykle deformuji tvar matefskych bu-
nék. Velikost, tvar a umisténi endospor Ize vyuzit k diferenciaci nékterych druht. I kdyZ vétSina pato-
gennich druht klostridii jsou striktni anaeroby, nékteré jsou pomérné aerotolerantni, jako napt. C.
perfringens. Klostridia jsou celosvétove rozsifené, ale urcité druhy se mohou vyskytovat endemicky jen
v urCitych zemépisnych oblastech.

Prestoze existuje vice nez 150 validné popsanych druhii klostridii, pouze méné nez 20 je povazo-
vano za patogenni. Nedavné zmény v nomenklatufe vybranych druht jsou uvedeny v tabulce ¢.5.
V tomto ucebnim textu budeme uzivat piivodni ndzvy patogennich druhti z divodu navaznosti na starsi
ucebni texty v jinych predmétech.

Tabulka 5 Zmény nazvii nékterych patogennich klostridii

Pivodni nazev Aktualni nazev
Clostridium difficile Clostridioides difficile
Clostridium histolyticum Hathewaya histolytica
Clostridium sordellii Paeniclostridium sordellii

Patogenni druhy mohou byt fazeny do Ctyi kategorii, tii na zaklad¢ aktivity jejich toxint a po-
stizenych tkani hostitele a ¢tvrta zahrnuje patogeny s mens$im vyznamem (Viz schéma nize).
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Patogenni klostridie
|

v v v ] v
Neurotoxické Histotoxické Enteropatogennl a Ostatni patogenni
L s enterotoxemické o
klostridie klostridie klostridie klostridie
e (. tetani e C chauvoei o (. perfringens typ A-E e C. piliforme
o C botulinum e C septicum o C difficile
(typ A-G) e C novyitypA,B e C colinum
e C perfringenstypA o C spiroforme
e C sordellii
e C haemolyticum

Clostridium tetani a C. botulinum, tzv. neurotoxicka Klostridia, ovliviiuji nervosvalové funkce,
aniz by navodily pozorovatelné poskozeni tkani. Naproti tomu histotoxicka klostridia produkuyji rela-
tivn€ lokalizované 1éze v tkénich, jako jsou svaly, pojivové tkan€ a jatra, a mohou tak nasledné zptisobit
toxémii. Clostridium perfringes typy A az E, zastupci tfeti skupiny, vyvolavaji zanétlivé zmény v
gastrointestinalnim traktu provdzené prinikem toxinli do krevniho obéhu, tzv. enterotoxémii.
Klostridia ve ¢tvrté skuping jsou pivodci sporadickych infekci riznych druhi zvifat.

6.1.1 Obvykly vyskyt

Klostridia jsou saprofyté, ktefi se ptirozené nachazeji v pidé, sladké vodé nebo moiskych se-
dimentech s vhodné nizkym redoxnim potencidlem. Jiné jsou soucasti normalni mikrobioty stfeva zvitat
a Cloveéka, po ndhodné translokaci spor pres sténu stfeva miize v hypoxickém prostiedi nekrotické tkané,
napt. v zhmozdéné svalové tkani nebo v jatrech, dojit k vykli¢eni spor a rozvoji infekéniho procesu.

6.1.2 Odbér vzorki a kultivacni naroky

Pro zajisténi preziti vétsinou striktné anaerobnich klostridii, je tfeba pro odbér, transport a zpra-
covani vzorkl pouzit specialni postup, ktery zahrnuje ochranu vzorku pied atmosférickym kyslikem
nejlépe ve vhodném transportnim médiu. Pokud nejsou vzorky odebrany z zivych nebo Cerstvé uhynu-
lych zvirat, mohou klostridie béhem posmrtnych zmén rychle prostoupit ze stfeva do tkani visceralnich
organti, coz vede k potizim s interpretaci laboratornich vysledki. Kousky tkani nebo tekutiny z postize-
nych zvitat by mély byt vlozeny do anaerobniho transportniho média a co nejrychleji prepraveny do
laboratote, a tam kultivovany do vhodnych médii. Pro kultivaci vétSiny patogennich klostridii je vhodny
krevni agar obohaceny o kvasnicovy extrakt, vitamin K a hemin. Kultiva¢ni média by méla byt pred
pouzitim Cerstve ptipravena nebo pred pouzitim uchovavana v anaerobni atmosféte, aby se zajistil jejich
nizky oxidoredukéni potencial. Naockovana média se inkubuji v anaerobnich nadobach nebo boxech,
které vétSinou obsahuji atmosféru s 5 az 10 % vodiku, dusik a oxid uhli¢ity, ktery podporuje rtst uréitych
druhii. Nekteré klostridie ve formée vegetativnich bunék nemusi piezit vystaveni vzdusnému kysliku déle
nez 15 minut.
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6.1.3 Identifikace klostridii

Laboratorni postupy pro identifikaci vétSiny klostridii zahrnuji hodnoceni morfologii kolonit,
biochemické aktivity, metody neutralizace specifickych toxind a urceni profilu organickych kyselin
Vv ristovych médiich chromatografickymi metodami. Z toho hodnoceni morfologie kolonii m4 pro roz-
liseni druhti klostridii jen omezenou hodnotu. Nicméné kolonie C. perfringens jsou obklopeny velmi
charakteristickou dvojitou zonou hemolyzy. Pro identifikaci na zaklad¢ biochemické aktivity jsou
dnes k dispozici komer¢ni sady mikrotestt, napi. API. Specifické toxiny lze v piipad¢€ potfeby prokazat
a identifikovat ve vzorcich zmnozenych télnich tekutin nebo ve stfevnim obsahu. K tomu slouzi neutra-
liza¢nimi testy na laboratornich hlodavcich, pfedev§im na mySich. Fluoresceinem znacené specifické
protilatky lze pouzit pro rychlou identifikaci histotoxickych klostridii pfimou imunofluorescenci
ptimo v otiscich ze zménénych tkani. Pro prikaz toxini mohou byt pouzity sérologické metody na
principu ELISA. Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) lze pouzit k detekci genti kodujicich pro-
dukci toxint a tato metoda mtize napf. u izolatd C. botulinum nahradit neutraliza¢ni testy na labora-
tornich mysich. Biologické testy jsou vSak v pripade¢ pritkazu nékterych toxinti zatim nenahraditelné.

Techniky na principu PCR a pfima imunofluorescence jsou pro jejich rychlost a moznost iden-
tifikovat histotoxické klostridie ve zmeénénych tkanich vyuzivany castéji. Multiplexni PCR, ktera je
zalozena na prikazu variability genu pro flagelin, umoznuje rozlisit v jedné reakci C. chauvoei, C.
haemolyticum, C. novyi typy A a B a C. septicum.

6.1.2  Neurotoxicka klostridia

Klinické stavy zpusobené neurotoxickymi klostridii, C. tetani a C. botulinum, jsou vyvolany
ucinkem silnych neurotoxint. Neurotoxin C. tetani, tetanospasmin, je produkovan pii mnoZeni pt-
vodce ve zhmozdéné a hypoxické tkani, kam byly v dasledku kontaminovaného poranéni zaneseny
jeho spory z kontaminovaného prostiedi. Toxin se absorbuje a ptsobi na synaptické spoje v misté infi-
kovaného poranéni a nasledné i na mistech vzdalenych od mista produkce toxinu. Naproti tomu neuro-
toxin C. botulinum, botulotoxin (z latinského botulus, tzv. klobasovy jed), je obvykle produkovan pt-
vodcem, ktery se mnozi v rozkladajici se organické hmoté, nebo za anaerobnich podminek v konta-
minovanych kenzervach nebo polokonzervach masa nebo zeleniny. Pokud se toxin dostane do gastro-
intestinalniho traktu ¢lovéka nebo zvifat, tak se vstiebava do krevniho ob&hu a celkové ovlivituje fun-
govani neuromuskularnich spoju. Nékteré typické projevy neurotoxinu C. tetani a C. botulinum jsou
uvedeny v tabulce ¢. 6. Toxiny C. tetani a C. botulinum maji podobnou strukturu i funkci. Rozdilné
klinické ptiznaky pozorované u tetanu a botulismu Ize vysvétlit rozdilnym mistem ptisobeni jejich to-
xind.

Tabulka 6 Neurotoxiny C. tetani a C. botulinum

Vlastnosti neurotoxinu Clostridium tetani Clostridium botulinum

Kadavery, konzervy, rozklada-

Misto produkce Hluboka rana .

jici se vegetace
S?(]){géligce genit regulujicich Plazmidy Chromozom, plazmidy profagy
Antigenni typ Jeden antigenni typ Sedm antigennich typa (A-G)
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Blokovani pfenosu inhibic¢nich o .,
. . , . te , Inhibice neuromuskularniho
Mechanismus piisobeni signalil na nervosvalové plo- fenosy
ténce P
Klinicky projev Svalové kiece Svalova paralyza

6.1.2.1 Tetanus

Tetanus je akutni, potencialné smrtelnd intoxikace, ktera postihuje mnoho druhii zvifat véetné
¢lovéka. Druhova vnimavost k toxintim se v8ak znacné 1isi. Kon¢ a lidé jsou vysoce vnimavi, ptezvy-
kavci a prasata stiedné silné a masozravci jsou pomérmneé odolni. Dribez je k Gi¢inku tetanotoxinu rezis-
tentni. Pivodce, Clostridium tetani je $tihla, anaerobni, grampozitivni ty¢inka. Vytvaii kulovité endo-
spory na konci matef'ské bunky (sporangium) s charakteristickym zdufenim ve tvaru palicky na buben
(plectridium). Tyto endospory jsou odolné viigi Giéinku riznych chemikalii a varu. Uplna jejich devita-
lizace nastava az autoklavovanim pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Clostridium tetani pii kultivaci
na agarech s 1,5 az 2 % agarové fasy nevytvari izolované kolonie, ale jeho rust je plazivy a na krevnim
agaru v dtsledku tvorby tetanolysinu vytvaii hemolyzu. Podle antigenni riznorodosti bi¢ikovych an-
tigent 1ze rozlisit deset sérologickych typu C. tetani. Neurotoxin, tetanospasmin, je antigenné jednotny
bez ohledu na sérotyp. Protilatky indukované neurotoxinem kteréhokoliv ze sérotypt neutralizuji neu-
rotoxiny produkované ostatnimi sérotypy. Infekce nastava, kdyz jsou endospory zaneseny do traumati-
zované tkané, naptiklad z pidy, hnoje nebo vykali. Mezi bézna piipady infekce patii hluboké rany u
koni, kastrace a stfiz u ovci, odfeniny spojené s dystokii u krav a ovci, a infekce pupecni tkdné u vSech
novorozenych mlad’at vnimavych druhi zvitat. Pfitomnost nekrotické tkan€, cizich téles a kontaminu-
jicich fakultativnich anaerobil v ranach mohou vytvofit vhodné anaerobni podminky, pfi kterych mohou
spory C. tetani klié¢it. Vegetativni formy mnozicich se klostridii v nekrotickych tkanich produkuji silné
ucinny tetanospasmin, ktery je zodpovédny za klinické pfiznaky tetanu.

6.1.2.1.1 Patogeneze

Strukturalné se tetanovy toxin sklada ze dvou fetézcl spojenych disulfidovym mistkem. Lehky
fetézec predstavuje toxickou ¢ast a tézky fetézec je zodpoveédny za vazbu na receptory a internalizaci
toxinu. Tento neurotoxin se nevratné vaze na gangliosidové receptory na zakonc¢enich motorickych neu-
ronl a pronikad do cytosolu nervovych bunek, kde blokuje presynapticky ptenos inhibi¢nich signalt
hydrolyzou vezikul obsahujicich neurotransmitery. Prinik tetanospasminu pfes membrany je podobny
jako je u botulotoxinu, prvni fragment toxinu vytvoii pory v membrang, druhy fragment pak pronika do
buriky. Toxin tak inhibuje uvolfiovéni inhibi¢nich neurotransmiterti glycinu a GABA, tim klesa prah
drazdivosti motoneurond a rozviji se obraz tonicko-klonickych kifeci. Ve vysokych koncentracich miize
tetanicky toxin ptisobit jako botulotoxin, tedy inhibici uvoliiovani acetylcholinu na cholinergnich syna-
psich.

6.1.2.1.2 Klinické pfiznaky

Inkubacni doba tetanu je obvykle mezi 5 a 10 dny, ale miiZe se prodlouzit azZ na 3 tydny. Pokud
se rozvoj klinickych ptiznakt opozdi, rana v miste infekce se mize zahojit a tento stav se pak oznacuje
jako latentni tetanus. Klinické ucinky neurotoxinu jsou u vSech domaécich zvifat podobné. Povaha a
zavaznost klinickych pfiznakt vSak zavisi na anatomickém miste kde se klostridie mnozi, na mnozstvi
produkovaného toxinu a vnimavosti hostitele. Rany na hlavé nebo v jeji blizkosti jsou obvykle spojeny
s krat$i inkubac¢ni dobou a zvySenou tendenci ke generalizovanému tetanu. Lokalizovany tetanus, ktery
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obvykle postihuje méné vnimavé druhy, jako jsou psi, se prezentuje jako ztuhlost a kie¢e svalti v bliz-
kosti mista poranéni. Klinické ptfiznaky zahrnuji svalovou ztuhlost, lokalizované kiece, zménénou
srdecni a respiracni frekvenci, dysfagii a zménénou mimiku. Jen mirné hmatové nebo sluchové pod-
néty mohou vyvolat tonické stahy svalt.. Kie¢ masetert vede ke kontraktute elisti, tzv. trismus. Pokud
se ptida kie¢ mimickych svalti rozviji se risus sardonicus (kruty ¢i zlomyslny ismév). U koni vSeobecné
svalové napéti miize vyustit v typicky postoj — do Siroka roztazené predni nohy a natazena hlava doptedu
a dolu. Zvitata, ktera se zotavi z tetanu, nejsou nutn€ imunni, protoze mnozstvi toxinu, které mize vy-
volat klinické onemocnéni, je obvykle pod prahovou hodnotou potiebnou ke stimulaci tvorby neutrali-
zacnich protilatek.

6.1.2.1.3 Diagnostické postupy

Diagnoza tetanu je obvykle presumptivni a je zaloZena na klinickych pfiznacich a anamnéze
nedavného traumatu u neockovanych zvitat. Je nezbytné odliSeni tetanu od otravy strychninem, zejména
u pst.. Pfimé roztéry materialu z 1ézi barvené podle Grama mohou odhalit charakteristické sporulujici
ty¢inky C. tetani. Kultiva¢ni vySetieni nekrotické tkané z inkriminované rany byva ¢asto neuspésné.
Techniky zalozené na PCR, v¢etné real-time PCR detekujici geny pro neurotoxin, mohou byt také vy-
uzity pfi stanoveni laboratorni diagndzy onemocnéni. K prokazani cirkulujiciho neurotoxinu Ize vyuzit
krevni sérum postizenych zvirat, a to biologickym pokusem na laboratornich mysich.

6.1.2.1.4 Lécha

K neutralizaci nenavazaného toxinu je tfeba okamzité podat antitoxin, bud’ intraven6zné, nebo
do subarachnoidalniho prostoru ve tiech po sob¢ nasledujicich dnech. Vakcina ve formé toxoidu miize
byt podana subkutanné k podpote aktivni imunitni odpovédi i u zvifat, ktera dostala antitoxin. Vysoké
davky penicilinu se podavaji intramuskularné nebo intravenozné k potlaceni mnozeni vegetativnich bu-
nék C. tetani produkujicich toxiny v infikované rané. Soucasti 1é¢ebného postupu je chirurgicka toaleta
ran spojena s odstranénim cizich téles, naslednym vyplachem peroxidem vodiku, ¢imz se vytvori ae-
robni podminky, které pomahaji inhibovat mnozeni ptivodce v misté poranéni. Tento postup 1éCby je
mimotadné dulezity. Postizena zvitata by méla byt umisténa v tichém a tmavém prostiedi. Substitucni
terapie tekutinami, sedativy, myorelaxancii a intenzivni péce dopliluje terapeutické postupy.

6.1.2.1.4 Profylaxe

Ohrozena hospodaiska zvitata by méla byt bézné vakcinovana tetanickym toxoidem. U koni je
zadouci rychlé chirurgické osetreni ran. NeoCkovanym zvitatim, ktera utrpéla hluboké rany nebo jsou
pted chirurgickym zakrokem, by mél byt podavan antitoxin (hyperimunni sérum). Tato pasivni ochrana
trva obvykle asi 3 tydny.

6.1.2.2 Botulismus

Botulismus je zavazna, potencialné smrtelné intoxikace obvykle navozena poZitim predem vy-
tvoreného toxinu. Clostridium botulinum je anaerobni grampozitivni ty¢inka, ktera tvoii ovalné sub-
terminalné lokalizované endospory, které se vyskytuji v ptidé¢ a vodnim prostfedi po celém svéte. Je
rozliSovano celkem sedm typt C. botulinum (A, B, C, D, E, F, G) a to na zaklad¢ antigennich vlastnosti
jimi produkovanych toxint.

Neurotoxiny C. botulinum, které se inaktivuji az po dvacetiminutovém varu, vyvolavaji po-
dobné klinické pfiznaky, ale lisi se svou antigenni povahou a u¢innosti. Neékteré typy C. botulinum jsou
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omezeny na ur¢ité zemépisné oblasti. Ke kli¢eni endospor a mnozeni vegetativnich bunék spojenych s
produkei toxinti dochéazi za anaerobnich podminek, jako jsou napt. kazici se jate¢né opracovana téla
zviftat, kadavery zvirat, rozkladajici se rostlinné zbytky a kontaminované konzervované potraviny. To-
xiko-infekéni botulismus, méné ¢asta forma onemocnéni zvitat, se objevuje, kdyz spory kli¢i v ranach
nebo ve stievnim traktu. Stievni toxicko-infekéni botulismus byl zaznamenan u htibat, kufecich brojlerti
a krat. Tato forma onemocnéni ma svlij vyznam i u uzivateli nelegalnich drog v souvislosti s pouzitim
kontaminovanych injek¢nich jehel. Spory C. botulinum, které jsou neumysIné zaneseny do podkozi in-

r~r

jekei, v hypoxické tkani vykli¢i a produkuji toxin.

Vétsinu piipadl botulismu u domacich zvifat zpusobuje Clostridium botulinum typ C a D.
Ohniska botulismu se vyskytuji nejéastéji u vodnich ptaki, skotu, koni, ovei, nork, driibeZe a cho-
vanych ryb. Prasata a psi jsou vii¢i neurotoxiniim relativn€ odolni a botulismus je vzacny také u kocek.
Botulismus koni a ptezvykavct souvisi s nekvalitni silazi, senazi nebo senem, které obsahuje kadavery
hlodavct. Kontaminované syrové maso a jatecné odpady byvaji zdrojem toxinu pro masozravce. Vodni
ptaci a vodni driibez se mize intoxikovat poziranim mrtvych bezobratlych a ¢ervi, ktefi vstiebali toxin
z bahna v mélkych vodach vodnich nadrzi. Obvyklé zdroje toxinti C. botulinum typt A-G pro citlivé
druhy jsou shrnuty v tabulce €. 7.

Tabulka 7 Prehled nejcastéjsich zdrojii botulotoxinii a vnimavi hostitelé

Toxin Nejcastéjsi zdroje Vnimavi hostitelé
Maso, konzervy a polokon- y
' lovék
zervy Clove
TypA Toxiko-infekce Déti
Maso, kadavery, puda Norci, psi, prasata, skot
Maso, konzervy a polokon- .
' lovék
zervy Clove
TypB Toxiko-infekce Déti
Toxiko-infekce, konzervovana Hiibata. dospely kons. skot
pice > AOSPEY ’
Uhynuly zooplankton (bezob- Vodni ptactvo, vodni dritbez
ratli), Cervi, hnijici vegetace, bazanti hraba\’/é driibes ’
mrsiny driibeze ’
Tvo C Hluboka drubezi podestylka,
yp balené seno, senaz, silaz s mr- | Skot, ovce, koné
Sinami hlodavct
Kazici se maso, zejména dru- Psi. norci. Ivi. opice
bezi » horet, v, op
Krmivo kontaminovana mrsi- .
TypD nami hlodaved Skot, ovce, koné
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Uhynuly zooplankton (bezob- Konzumni ryby

TypE ratli), rybni¢ni bahno
Ryby Rybozravi ptaci, ¢lovék
TypF Maso, ryby Clovek

Ptdou kontaminované potra-

PG viny

Clovék (Argentina)

6.1.2.2.1 Patogeneze

Neurotoxiny C. botulinum jsou neju¢inngj§imi znamymi biologickymi toxiny. Jedna minimalni
letalni davka, kterd postaci k usmrceni mysi, odpovida 10 pg botulotoxinu typu A. Pfitom se podprahové
davky toxinu mohou tzv. s¢itat. Toxin preformovany v potravinach a nasledné absorbovany z gastroin-
testinalniho traktu cirkuluje v krevnim ob&hu a piisobi na neuromuskularni spojeni cholinergnich nervii
a na periferni autonomni synapse. Jeho struktura a zpisob ucinku jsou podobné jako u tetanového to-
xinu. Tézky fetézec zprostiedkovava vazbu na receptory na nervovych zakoncenich. Lehky fetézec ¢i
toxicka ¢ast vstupuje do cytosolu buniky endocytdzou. Intoxikace botulotoxinem vede k blokad¢ neuro-
muskularnich plotének periferniho nervového systému tim, ze pozastavuje syntézu a uvoliiovani neu-
romediatoru acetylcholinu, coZ vede k svalové paralyze. Ke smrti dochazi v diisledku ochrnuti dy-
chacich svald. Rozdil mezi ucinkem tetanotoxinu a botulotoxinu je zptisoben jejich riiznymi misty pi-
sobeni. Tetanovy toxin putuje nervovym axonem do ventralniho rohu misniho, zatimco botulotoxin zi-
stava v neuromuskularnim spojeni.

Poziené spory C. botulinum se obvykle vylucuji vykaly. U toxiko-infekéniho botulismu vSak
kliceni spor ve stfevé vede k produkci toxinil vegetativnimi bunikami. Faktory, které predisponuji k to-
xicko-infek¢nimu botulismu, nejsou dosud znamy. Syndrom tfesoucich se hiibat je forma toxiko-infek¢-
niho botulismu u hiibat do véku 2 mésicti. Je pfipisovan vlivu stresu na klisnu, ktery vede ke zvySeni
hladiny kortikosteroidii v mléce. Klinické ptiznaky botulismu, které se rozvijeji 3 az 17 dni po poziti
toxinu, jsou podobné u vsech druhd. Rozsifené zornic¢ky, suché sliznice, sniZené slinéni, ochablost
jazyka a dysfagie jsou prvni priznaky intoxikace hospodaiskych zviiat. Po nekoordinovanosti po-
hybu nasleduje paralyza a ochablost. Paralyza dychacich svalii nuti postizené zvife k biisnimu dychani.
Télesna teplota zistava normélni. Umrti miZe nastat béhem nékolika dnii od vzniku klinickych pii-
znaki. U ptaka dochazi k postupné paralyze, ktera zpocatku postihuje nohy a kiidla. Paralyza $ijovych
svalll je patrna pouze u dlouhokrkych druht.

6.1.2.2.2 Diagnostické postupy

Klinické ptiznaky a anamnéza mohou usnadnit urceni botulismus jako pfi¢iny onemocnéni s
neurologickymi projevy. Exaktni potvrzeni botulismu vSak vyZaduje prokazani toxinu v séru postiZe-
nych zviirat. Tradi¢ni metodou prukazu toxinu je aplikace vySetfovaného materialu laboratornim my-
§im. Po intraperitonealnim podani upraveného vzorku se rozvine charakteristicky vzhled ,,vosiho pasu®,
coz je dusledek brisniho dychani po ochrnuti dychacich svalti. Sérum odebrané z uhynulych zvitat neni
vhodné pro ockovani mysim. Biologicka zkouska na mysSich je stale jedinou uznavanou metodou pro
potvrzeni botulismu, a to kvtli vysoké citlivosti, pfestoze je metoda nakladna a jeji kompletni provedeni
trva az 4 dny. Touto metodou je botulotoxin vzacné detekovan i v krevnim séru intoxikovaného skotu.
Dalsim moznym vzorkem, ktery l1ze odebrat z Cerstvych kadaver skotu, je mraZeny obsah GIT.
V¢asné zamrazeni je nutné, aby se piedeslo mnozeni C. botulinum a falesn€ pozitivnimu nalezu toxint
ve vzorcich. Identifikace toxinu piimo v krmivech mize mit vyznam pii epidemiologickych studiich.
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Detekce genti pro toxin C. botulinum metodou PCR maji pro diagnostiku jen pomocny vyznam.
Imunologické metody vyuZivajici techniku ELISA nebo chemiluminiscenéni testy jsou sice citlivé, ale
citlivost téchto testli se nevyrovna citlivosti biologické zkousky na mysich.

Typizace izolatt C. botulinum lze provadét fadou molekularnich typizacnich technik.

Pokud je k dispozici polyvalentni antisérum, tak je i¢inné pfi neutralizaci nevdzaného toxinu v
Casné fazi onemocnéni. Naklady a dostupnost omezuji rozsah, v jakém lze tento postup terapeuticky
vyuzit. Pfi intraven6znim podani mohou byt ti¢inna 1é¢iva, jako je tetracthylamid a guanidin-hydrochlo-
rid, ktera podporuji uvolilovani aktivatorti v neuromuskularnich spojich. Mim¢ postizena zvitata se
Casto zotavuji v prubéhu tydnd i bez 1é¢by. Terapeuticky postup by méla doplnovat dobra chovatelska
péce. Vzhledem k tomu, Ze buné¢na patogeneze botulismu je blize objasnéna, zejména vazebny mecha-
nismus toxinu, mohou byt v budoucnu vyvinuta i nova ucinna antidota.

6.1.2.2.3 Profylaxe

Vakcinace skotu toxoidem byva indikovana v endemickych oblastech v Jizni Africe a Australii.
Doporucuje se rutinni vakcinace na farmach chovanych norkt a lisek.

6.1.3 Klinické stavy zptisobené histotoxickymi klostridiemi

Histotoxicka klostridia vyvolavaji u domacich zvitat celou fadu samostatné ozna¢ovanych one-
mocnéni (tabulka 8). Exotoxiny produkované mnozicimi se klostridiemi vyvolédvaji jak lokalni nekrozu
tkani, tak maji také systémové ucinky, které mohou vést ke smrti postizenych zvitat. Nekteré histoto-
xicka klostridia jsou pFitomny v tkanich jako latentni spory, které mohou nahle za vhodnych podmi-
nek vyklic¢it a vyvolat specificka klinicka onemocnéni. Mezi né patii C. chauvoei a prilezitostné C. sep-
ticum, postihujici svalovou tkan; dale C. novyi typ B a C. haemolyticum, uplatfiujici se v tkani jater.
Histotoxické klostridie se také dostavaji do kontaminovanych ran, ¢asto za¢inaji jako smiSené infekce,
ze kterych se rozvine maligni edém a plynova gangréna. Mezi inkriminované ptivodce uvedenych in-
fekénich stavu patii C. chauvoei, C. septicum, C. novyi typ A, C. perfringens typ A, obcas také C. sor-
dellii. Abomasitida zpisobena C. septicum u ovci (braxy) je ptikladem specifického lokalniho onemoc-
néni.

6.1.3.1 Obvykly vyskyt

Endospory histotoxickych klostridii jsou Siroce rozsifeny v zivotnim prostiedi a mohou pretr-
vavat v pude po dlouhou dobu. Endospory konkrétnich druhii se ¢asto vyskytuji v urcitych lokalitach a
v presné definovanych zemépisnych oblastech.

6.1.3.2 Patogeneze

Endogenni infekce. Je pravdépodobné, ze vétSina pozitych endospor se vylucuje vykaly, ale
nékteré mohou prostoupit sténu stieva a krevnim obéhem jsou zaneseny do tkani, kde zlstavaji bez
ucinku (latence). Aktivace inaktivnich spor ve svalech nebo jatrech vede k rozvoji endogennich infekeci,
které zahrnuji ,,black leg®, infek¢ni nekrotickou hepatitidu a bacilarni hemoglobinurii. Konkrétni sled
souvislosti, které¢ vedou k distribuci endospor ve tkanich, je nejasny. Spory pochazejici z lumina stfeva
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mohou byt transportovany do tkani také ve fagocytech. Poranéni tkané nebo jeji zhmozdéni vede ke
snizeni koncentrace kysliku (hypoxie), které je nutné pro kli€eni spor a mnozeni vegetativni formy
klostridii. Lokalni nekroza zpisobena exotoxiny pak umoziuje dal$i mnoZzeni pivodce v tkanich spo-
jené s Sitenim nekrotizujiciho procesu.

Tabulka 8 Histotoxicka klostridia a choroby jimi zpiisobované

Druh a typ klostridia | Hlavni toxiny Hostitel Onemocnéni

C. perfringens typ A Alfa, theta Clovek, zvitata Plynova flegmoza (snét’)

C. septicum Alfa Skot, ovce Maligni edém, snétivy zanét
slezu (braxy)

C. chauvoei Alfa, beta Skot, ovce Snét’ Selestiva (blackleg)

C.novwyitypAaB Alfa, beta Ovce, kozy Plynata snét’, nekroticky za-
nét jater

C. haemolyticum Beta Skot, ojedinéle ovce Bacilarni hemoglobinurie

P. (C.) sordellii Alfa, beta Skot, ovce, koné Myonekrédza, abomasitis

Exogenni infekce. Maligni edém a plynata snét’, jsou vysledkem zaneseni klostridii do ran.
Anaerobni prostiedi v nekrotické tkdni napomahaji vytvaret u smiSenych infekci fakultativnimi anae-
roby. Rozsifeni lokalni destrukce tkané je vysledkem produkce exotoxini. Generalizované klinické pfi-
znaky u exogennich i endogennich klostridiovych infekci se projevuji jako toxémie. Hlavni toxiny pro-
dukované histotoxickymi klostridii a jejich biologické aktivity jsou uvedeny v tabulce ¢. 9. V mnoha
ptipadech jsou toxiny, které maji podobnou strukturu a funkci, produkovany riznymi druhy histotoxic-
kych klostridii, ackoliv nomenklatura neni u jednotlivych druhd konzistentni, a toxin jednoho druhu
nemusi byt nutné stejny toxin jako a toxin jiného druhu. a a B toxiny C. sordellii, a toxin C. novyi a a a
B toxiny C. difficile (enteropatogenni Clostridium, dnes Clostridioides) patii do skupiny strukturné a
funkéné pribuznych exotoxintt znamych jako hlavni klostridiové cytotoxiny. Tyto toxiny jsou enzymy,
které inaktivuji nizkomolekularni proteiny. To narusuje cytoskelet, coz vede k otevieni mezibunécnych
spoji a bunécné smrti. Toxin a C. chauvoei je hemolysin tvofici pory podobné jako letalni toxin a C.
septicum a a toxin C. perfringens A je fosfolipaza.
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Tabulka 9 Hlavni toxiny produkované histotoxickymi klostridii a jejich biologikca aktivita

Druh a typ klostridia | Toxin | Biologicka aktivita
C. chauvoei a Hemolyzin (ke kysliku stabilni) s letalnim a nekrotizujicim G¢in-
kem
B Deoxyribonukledza
Y Hyaluroniddza
) Hemolyzin (ke kysliku labilni)
C. septicum o Letalni, hemolyticky a nekrotizujici uc¢inek
§ Deoxyribonukleaza, leukocidin
Y Hyaluroniddza
) Hemolyzin (ke kysliku labilni)
C.nowyityp A o Cytotoxin s nekrotizujicim a letalnim G¢inkem
C. perfringens typ A o} Fosfolipaza s hemolytickym, nekrotizujicim a letalnim G¢inkem
0 Perfringolyzin O, cytolyzin
(theta)
NetB Nejasny vyznam, faktor virulence kment pisobici nekrotickou
enteritis kurat
P. (C.) sordellii o} Lecitinaza s hemolytickym uc¢inkem
B Cytotoxin s letalnim G¢inkem
C.novyitypB a Cytotoxin s letalnim a nekrotizujicim u¢inkem
B Lecitinaza s hemolytickym, nekrotizujicim a letdlnim ¢inkem
C. haemolyticum B Fosfolipaza C s hemolytickym, nekrotizujicim a letalnim G¢in-

kem

6.1.3.3 Klinicke infekce

Klinické infekce vyvolané histotoxickymi klostridii zahrnuji ,,black leg®, maligni edém, plyno-
vou gangrénu, ,,.braxy*, infek¢éni nekrotickou hepatitidu a bacilarni hemoglobinurii. Pokud nejsou zave-
deny vhodné vakcina¢ni programy, tak tyto chorobné stavy maji tendenci se na n¢kterych farmach opa-
kované vyskytovat. Histotoxické klostridiové infekce by mély byt brany v tivahu zejména pokud nahle
uhynou jednotliva zvifata. Vyrazné postmortalni zmény mohou naznacovat, ze se jedna o tyto infekce.

Snét’ Selestiva (Blackleg) je akutni onemocnéni skotu a ovei zpiisobené C. chauvoei a vysky-
tuje se po celém svété. U skotu je nejcastéjsi u mladych prospivajicich zvitat ve véku od 3 mésicti do 2
let a infekce je obvykle endogenni, kdy se latentni spory ve svalu aktivuji v disledku traumatického
poranéni. Toto onemocnéni miiZze postihnout také ovce v jakémkoliv stafi a v mnoha pfipadech se jedna
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o exogenni infekce, kdy vstupni branou jsou kozni rany. U skotu i ovci se rozviji gangrenozni celulitida
a myozitida zplisobend exotoxiny produkovanymi mnozicimi se klostridiemi. Infekce obvykle vede
k rychlému uhynu. Casto jsou postizeny glutelni svaly kon&etin, svaly hibetu a krku. Poskozeni kos-
terniho svalstva se projevuje kulhanim, otoky a krepitaci v disledku nahromadéni plynu v podkozi. Léze
ve svalech jazyka a hrdla mohou vyvolat dusnost. Léze v myokardu a brani¢nich pilitich mohou zpisobit
nahlou smrt bez ptedchozich ptiznakil. Pfima imunofluorescence otiskovych preparati nebo techniky
PCR ze vzorki z typickych 1ézi jsou rychlé a citlivé diagnostické metody potvrzujici tuto infekei.

Maligni edém a plynova gangréna jsou exogenni infekce nekrotizujici mekké tkane. Tyto
stavy nejéastéji vyvolava C. septicum (maligni edém) a C. perfringens typ A (plynova gangréna). C.
novyi typ A, C. chauvoei a vzacné C. sordellii se mohou uplatnit samostatné, nebo ve spojeni s jinymi
druhy klostridii. Dalsi aerobni a anaerobni oportunni ptivodci mohou byt v 1ézich také pfitomni. Infekce
se mize rozvinout jako nasledek kontaminace ran, poranéni pii té¢Zkém porodu nebo v misté vpichu
injekce s olejovitou slozkou (vakciny). Hypoxie tkané spojena s traumatem poskytuje nizky redoxni
potencial, alkalické pH a produkty proteinového rozkladu potiebné pro mnozeni klostridii.

Maligni edém se projevuje jako celulitida s minimalni snéti a tvorbou plynti. Zietelnymi klinic-
kymi znaky jsou otok tkani zptisobeny edémem. Generalizované piiznaky toxémie zahrnuji depresi a
vycerpanost. Pfi rozsahlych 1ézich miZze rychle nasledovat smrt. Plynova gangréna je charakterizovana
rozsahlou bakterialni invazi do poskozené svalové tkan€. Produkce plynu je klinicky zjistitelna jako
subkutanni krepitace. Klinické znaky toxémie u plynové gangrény jsou podobné tém, které se vyskytuji
u maligniho edému.

U beranti se obdobna infekce poranéni hlavy zptsobené bojem nazyva bighead, ,,velka hlava“.
Dochazi k edematoznimu otoku podkoznich tkani hlavy, krku a hrudniku. Smrt mtze byt rychla. Kli-
nické piiznaky jsou pfipisovany nekrotizujicimu a toxinu C. novyi typ A.

Zanét slezu (abomasitis, ,,Braxy®) ovci, je zpisobena exotoxiny C. septicum. Onemocnéni se
vyskytuje v zimé v obdobi silnych mrazi nebo piivalti sné¢hu. Bylo zaznamenano v nékterych ¢astech
severni Evropy a pfilezitostné i jinde ve svéte. Patogeneze je vysvétlovana jako nasledek pozieni zmrz-
1ého krmiva, které zptsobi lokalni nekrozu sliznice abomasu, coz usnadni invazi C. septicum.

Priibéh onemocnéni je rychly a vétSina zvifat umira bez piedchozich piiznakti. Anorexie, de-
prese a horecka se mohou projevit bezprostiedné pied smrti. Clostridium septicum muize byt prokazano
ve vzorcich z 1ézi ve sliznici slezu technikou pfimé imunofluorescence.

Infekéni nekroticka hepatitida je akutni onemocnéni, které postihuje ovce a prilezitostné skot.
U koni a prasat byly popsany jen vzacné piipady. Nekroza je zpiisobena exotoxiny C. novyi typ B, které
se mnozi v jaterni tkani v disledku poSkozeni a zaneseni infekce migrujicim parazitem Fasciola hepa-
tica nebo jinymi migrujicimi parazity. Umrti je rychlé bez piedchozich piiznakti a nemoc vyzaduje od-
liseni od akutni fasciolozy. Vyraz ,,Cernd nemoc* se vztahuje na tmavé zabarveni kiize zpisobené vy-
raznou zilni kongesci podkoznich tkani pozorovanou pii postmortalnim vySetfeni. Pfimou imunoflu-
orescenci lze pouzit k prokazani C. novyi typ B ve vzorcich z jaternich 1ézi.

Bacilarni hemoglobinurie se vyskytuje pfedevsim u skotu a prilezitostné u ovci. Pii této endo-
genni infekci spory C. haemolyticum perzistuji v jatrech, pravdépodobné v Kupfferovych burikach.
Stejné jako u infekéni nekrotické hepatitidy je hlavnim faktorem, ktery usnadnuje klic¢eni spor a nasledné
mnozeni klostridii, migrace motolic. Alfa toxin a fosfolipaza produkovana vegetativnimi bunkami pu-
vodce, zptsobuje kromé nekrdzy tkané jater také intravaskularni hemolyzu. Hemoglobinurie, hlavni
klinicky rys onemocnéni, je dasledkem rozsahlé destrukce cervenych krvinek. Piivodce mtize byt pro-
kazan ve vzorcich z jaternich 1ézi technikou pfimé imunofluorescence.
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6.1.3.4 Diagnostické postupy

Histotoxicka klostridia, ktera vyvolavaji tyto infekce mohou byt prokazovany technikou piimé
imunofluorescence. Clostridium perfringens se kultivuje v anaerobni atmosféfe na krevnim agaru pii 37
°C po dobu 48 hodin. Kolonie C. perfringens typ A maji praimér az 5 mm, jsou kruhové, ploché, Sedivé
a obklopené zoénou dvojité hemolyzy. S kulturou Streptococcus agalactiae dava C. perfringens pozitivni
vysledek v CAMP testu. CAMP faktor uvolnény S. agalactiae zvysuje ¢aste¢nou hemolyzu produkova-
nou o toxinem C. perfringens. Charakter hemolyzy je podobny jako u reakce S. agalactiae s 3 hemoly-
sinem Staphylococcus aureus. Pro identifikaci histotoxickych druht klostridii v tkanich byly vyvinuty
techniky PCR.

6.1.3.4 Lécha a profylaxe

Vzhledem k tomu, ze patogeneze onemocnéni zpisobenych histotoxickymi klostridii je po-
dobn4, jsou postupy pro jejich 1é¢bu a kontrolu rovnéz podobné. 1 kdyz je 1é¢ba obvykle netacinn4,
penicilin nebo Sirokospektra antibiotika podavané zvitatim v rané fazi onemocnéni mohou byt ucinné.
Nejucinngjsi metodou prevence téchto onemocnéni je vakcinace, obvykle bakterinovymi a toxoido-
vymi vakcinami s riznymi adjuvancii. Na nekterych farmach mohou byt zapotiebi viceslozkové vak-
ciny, které navozuji ochranu proti nékolika patogennim druhiim klostridii. Zvitata by méla byt vakcino-
vana ve véku 3 mésict a piiblizn€ o 3 tydny pozdéji by méla byt provedena revakcinace. Doporucuje se
pak kazdoro¢ni revakcinace.

6.1.4 Enteropatogenni a enterotoxemii vyvolavajici klostridie — C. perfringens

Klostridia, ktera zptisobuji enterotoxemii a enteropatie, se mnozi ve stfevnim traktu a uvoliuji
pti tom toxiny, které¢ maji lokalni i generalizované ucinky. Patogenni kmeny téchto klostridii se mohou
vyskytovat ve stievni mikroflote zvitat, ale vyvolavaji onemocnéni pouze za definovanych okolnosti.
Clostridium perfringens typ A, B, C a D ma u domacich zvifat zvlastni vyznam. Faktory, které predis-
ponuji k mnozeni klostridii ve stievé zahrnuji nevhodné metody chovu, nahlé zmény krmeni a vlivy
prosttedi. Mnoho onemocnéni zptisobenych témito bakteriemi Ize tedy povazovat za multifaktorialni a
prevence zahrnuje vhodna chovatelska opatieni.

6.1.4.1 Obvykly vyskyt

Clostridium perfringens se nachazi v pude, ve vykalech a ve stfeveé zvifat a lidi. Spory
Clostridium perfringens typ B, C a D mohou pfezivat v pidé po dobu nékolika mésict. Clostridium
perfringens typ A, které tvoii soucast normalni stievni flory, je Siroce rozsifené i v pude.

6.1.4.2 Patogeneze a patogenita

Clostridium perfringens typ A az E produkuje fadu antigenné odlisnych exotoxind, které zpu-
sobuji lokalni a systémové zmény pod obrazem enterotoxemie. Produkuji ¢tyfi hlavni toxiny, alfa (a),
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beta (B), epsilon (g) a iota (1); produkce se 1isi u kazdého typu C. perfringens a uréuje specificky kli-
nicky syndrom. Toxiny produkované C. perfringens typ A az E, jejich biologické aktivity a souvisejici
onemocnéni jsou uvedeny v tabulce ¢.10. Popsana byla i fada dal$ich toxint, z nichZ nékteré mohou
zvysit virulenci. Mezi né patii hemolyziny, kolagenaza, perfringolysin O, B2 toxin a hyaluronidaza.
Navic enterotoxin, ktery ma cytotoxické vlastnosti, je produkovan vsemi kmeny a je dtlezity pii stiev-
nich form¢ onemocnéni. Relativni vyznam riznych toxint, ktery je znam pouze u nekterych typia C.
perfringens, je uveden v tabulce 10. Ackoli je a toxin produkovan vsemi typy C. perfringens, je znamo,
ze hraje vyznamnou roli v rozvoji plynové gangrény, ale jeho role jako faktoru virulence u kment typu
A je méné jasnd. Nekteré studie nekrotické enteritidy kurat dokonce naznacuji, Ze tento toxin neni z4-
kladnim patogennim faktorem.

Tabulka 10 Nemoci zpusobené jednotlivymi typy C. perfringens a jejich hlavni toxiny

C. perfringens typ [Toxiny Onemocnéni
Nekroticka enteritida kutat, nekrotizujici
A Alfa enterokolitida selat, hemoragicka gastro-
enteritida pst
B Alfa, beta, |[Dyzentérie jehiat, hemoragicka enteritida
epsilon telat a hiibat
Hemoragicka enteritida novorozenych se-
lat, jahnat, telat a hiibat;
C Alfa, beta, en-
terotoxin fatalni enterotoxémie dospélych ovci, koz
a skotu ve vykrmu; nekroticka enteritida
kurat
D Alfa, epsilon ,,pul[iy’kidney“ ovcoi, enterotoxémie telat,
dospélych koz a ktizlat
. Hemoragicka enteritis telat, enteritida kra-
E Alfa, iota ikt £ ’

6.1.4.3 Klinicke infekce

Ackoliv je C. perfringens typ A primarn€ spojovano s plynovou gangrénou u lidi a domacich
zvirat a s intoxikacemi z jidla u lidi, je také pivodcem nekrotizujici enterokolitidy u selat, nekro-
tické enteritidy brojlerovych kurat, hemoragické gastroenteritidy psi a slepého stieva s kolonem
(typhlocolitis) u koni. Clostridium perfringens typ E zptsobuje enteritidu kraliki a pfileZitostné he-
moragickou enteritidu telat. U ovci C. perfringens typy B, C a D zpisobuji dyzenterii jehfiat a onemoc-
néni ledvin. Clostridium perfringens typ A a C zptsobuji hemoragickou enteritidu novorozenych selat.
U jinych druhi jsou popisovana srovnatelna onemocnéni.

Dyzentérie jehiiat. Toto onemocnéni mladych jehnat zptisobené C. perfringens typ B bylo hla-
Seno v nékterych ¢astech Evropy a Jihoafrické republiky. Morbidita v ohniscich dyzentérie jehnat muze
byt az 30 % pii vysoké umrtnosti. PostiZena jehnata, obvykle v prvnim tydnu zivota, mohou vykazovat
bfisni distenzi, bolest a krvi potiisnéné vykaly. Vysoka citlivost této veékové skupiny je ptic¢itdna absenci
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mikrobialni diverzity a nizké proteolytické aktivité ve stievé mlad’at. Beta toxin je extrémné citlivy na
ucinek trypsinu, ale pfi jeho nizké aktivité si zachovava svou t€innost a vyvola onemocnéni. Naproti
tomu epsilon toxin, ktery je také produkovan C. perfringens typ B, vyzaduje pro aktivaci trypsinem. Pfi
postmortalnim vySetfeni je zjistovana rozsahld hemoragicka enteritida s oblastmi viedovitych zmén.
ZvySena propustnost kapilar vyvolana toxinem vede k hromadéni tekutiny v peritonealni dutiné a v
osrdecniku.

PostiZeni ledvin (Pulpy kidney). Toto onemocnéni, zptisobené C. perfringens typ D, se vysky-
tuje u ovci na celém svété. Tento stav je také popisovan jako onemocnéni spojené s prekrmenim zrni-
nami nebo mladou pastvou. Poziti nadmérného mnozstvi krmiva vede k pasazi ¢aste¢né stravené potravy
z bachoru do stfeva. Vysoky obsah skrobu v ¢éaste¢né strdveném krmivu je vhodnym substratem pro
rychlé mnozeni klostridii. Pfitom se tvoii prototoxin, ktery je aktivovan proteolytickymi enzymy ve
stieve, coz vede k toxemii a rozvoji klinickych pfiznaki.

Bézné se vyskytuje u jehiat ve véku od 3 do 10 tydnt. Prabeh onemocnéni je obvykle rychly a
jehnata jsou Casto bez ptedchozi kliniky nalezena mrtva. Klinické ptiznaky zahrnuji otupélost, opisto-
tonus, kieCe a terminalni kéma. Pfi subakutnim onemocnéni mohou byt zjiStovany ptiznaky postizeni
centralniho nervového systému. V pozd¢jsich stadiich nemoci mize byt zfejmé nadymani. Pfi vSech
formach onemocnéni se zjistuje hyperglykémie a glykosurie. Postizené dospélé ovce, které prezily né-
kolik dni, mohou vykazovat prijem a vravorani. Pfi akutnim onemocnéni mohou byt jedinymi postmor-
talnimi nalezy rozptylené hyperemické oblasti ve stievech a hromadéni tekutiny v osrde¢niku. Typicky
postmortalnim nalezem je rychlé autolyza ledvin spojend s meknutim pulpy. Projev subakutnich t¢inki
epsilon toxinu na cévni systém, je charakterizovan symetrickymi hemoragickymi lézemi v bazalnich
gangliich a stfednim mozku.

Infekce Clostridium perfringens typ C zpiisobuje akutni enterotoxémii dospélych ovci ve
vymezenych zemépisnych oblastech v Anglii. Onemocnéni, které se vyskytuje u ovei na pastve, se pro-
jevuje nahlymi thyny, i kdyz néktera zvitata mohou byt nalezena v terminalnich kfecich. V patogenezi
onemocnéni hraje hlavni roli  toxin. Nalezy po porazce zahrnuji ulceraci jejuna, hyperemii v tenkém
sttevé a nahromadéni tekutiny v dutin€ bfisni spolu s piekrvenim peritonealnich cév a petechiadlnim
krvacenim.

Hemoragicka enteritida u selat. Tato perakutni enterotoxemie zptisobena C. perfringens typ
C je celosvétové popisovana u novorozenych selat. Umrtnost postihuje celé vrhy az do 80 %. Zdrojem
infekce jsou vykaly prasnice. Predispozi¢nim faktorem muze byt Spatna zoohygiena chovu. Klinicky
prabéh onemocnéni je rychly, smrt nastava do 24 hodin. Imunohistochemické studie ukazaly, Zze vazba
B toxinu na endotelidlni bunky cév se objevuje ihned v pocatku onemocnéni, a to mize vyvolat cévni
nekrozu, kterd piispiva k pozorovanym patologickym 1ézim. U starSich selat do 2 tydna stafi, kterd mo-
hou byt obcas také postizena, se rozvine chronicka forma onemocnéni. Klinické ptiznaky zahrnuji otu-
pélost, anorexii, krvi zbarvené vykaly a periandlni hyperemii. Pfi postmortalnim vySetfeni je zjisStovana
krvi zbarveny obsah stfeva a nekroza stfevni sliznice. Léze se obvykle nachazeji v ileu, slepém stfeve a
tlustém stieveé. Nadbytek serdézné krvavé tekutiny je pfitomen v duting bfisni a hrudni. Kmeny C. per-
fringens typ A zplsobuji méné zavaznou nekrotizujici enterokolitida u sajicich a Cerstvé odstavenych
selat.

Nekroticka enteritida kura domaciho. Nekroticka enteritida zptisobena C. perfringens typ A,
a mén¢ Casto kmeny typu C, se bézné vyskytuje u 2 az 5 tydnt starych brojlerovych kufat chovanych
na podestylce au 7 az 12 tydni starych kriit. Jedna se o akutni enterotoxemii charakterizovanou nahlym
nastupem a vysokou mortalitou. Post mortem se zjist'uji ve sliznici tenkého stfeva nekrotické oblasti. K
rozvoji onemocnéni predisponuji ndhlé zmény krmiva, snizena motilita stfeva a poSkozeni sliznice zptli-
sobené kokcidiemi a jinymi stfevnimi patogeny. Mortalita u ptakd infikovanych souc¢asné druhy Eimeria
je 0 25 % vyssi nez u jedinct infikovanych pouze klostridiemi.
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Vyznam nekrotické enteritidy v dribezatském prumyslu EU v poslednich letech vzrostl, a to kvili za-
kazu pouzivani antimikrobiédlnich rstovych stimulatord. Za dilezity faktor virulence je povazovan
toxin NetB a o toxin ma jen mensi vyznam.

Enterotoxémie zptuisobené C. perfringens typ B byly zaznamenany u novorozenych hiibat, telat
a dospélych koz. U téchto druht tento stav rychle konci fatdlné s ndlezem hemoragické enteritidy.
Clostridium perfringens typ C je spojovan s onemocnénim skotu pii vykrmu. U telat, jehnat a hiibat
zpusobuje C. perfringens typ C infekce provazené akutni enterotoxémii a hemoragickou enteritidou,
ktera se patoanatomickym nalezem podoba infekcim novorozenych selat. U kizlat a dospélych koz se
vyskytuji enterotoxémie zpusobena C. perfringens typ D.

6.1.4.4 Diagnostické postupy

Néhla umrti ve skupinach neockovanych zvifat na farmach, kde byla dfive zaznamenana oh-
niska klostridiové enterotoxémie, mohou nasvéd¢ovat infekcim zpusobenym C. perfringens typ B, C
nebo D. U cerstvé uhynulych zvitat byvaji postmortalni nalezy charakteristické. Pfitomnost fokalni sy-
metrické encefalomalacie svéd¢i o zapojeni C. perfringens typ D. Typické pro klostridiovou enteroto-
xémii jsou mikroskopické nalezy vysokého pocétu grampozitivnich ty¢inek v tamponovych stérech ze
sliznice nebo roztérech z obsahu tenkého stieva Cerstvé uhynulych zvifat. Izolace C. perfringens typ B
a C z takovych vzorki, zejména v Cisté kultufe, tuto diagndézu podporuje. Jako alternativa k testiom
neutralizace toxinu in vivo muZe byt pouzita PCR detekujici ptislusné geny charakteristické pro dany
typ C. perfringens. Pfi postiZzeni ledvin je typickym nalezem glykosurie. Testy neutralizace toxind na
laboratornich mysich a morc¢atech mohou s kone¢nou platnosti identifikovat toxiny C. perfringens pii-
tomné ve stfevnim obsahu Cerstvé uhynulych zvirat. Vzhledem k labilit¢ nékterych z téchto toxind,
zejména P toxinu, se nemusi jejich pfitomnost ve sttevnim obsahu pii klostridiové enterotoxémii nutné
prokazat. Za timto uCelem se vySetfuje supernatant z odstiedého obsahu ilea. Do vzorku supernatantu
se piidavaji antitoxiny specifické pro kazdy typ C. perfringens, ¢imz vzniknou tfi dilé¢i vzorky. Jako
pozitivni kontrola slouzi vzorek supernatantu s ptidanym fyziologickym roztokem. Aby probé¢hla ne-
utralizace toxint, je kazda smés pred intraveno6zni aplikaci mySim nebo intradermalni injekci morcatim
uchovavana pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Obvykle se aplikuje my$im 0,3 ml vzorku a 0,2 ml
morcatim. Vysledna neutralizace pozorovand v testech na mysich nebo morcatech udava specificky typ
C. perfringens, ktery byl ptiivodcem enterotoxemie.

Jako alternativa k testim in vivo k prokazani toxinu ve stfevnim obsahu muze byt pouzita
ELISA. Citlivost a specifi¢nost ELISA testu se blizi citlivosti a specifi¢nosti test in vivo. Citlivost
metod ELISA je ¢asto dokonce vysSi nez citlivost metod in vivo, coz muiZe vést pii absenci jinych dia-
gnostickych ukazatelti k chybné diagnoze. ELISA testy totiz dokazi detekovat nizké hladiny toxinu ve
sttevnim obsahu i u zdravych zvirat.

6.1.4.5 Lécha a profylaxe

V nékterych ptipadech mlize mit vyznam podéni hyperimunniho séra, pokud je dostupné.
Vzhledem k akutni povaze onemocnéni je 1écba antibiotiky obecné neucinna. Hlavnim profylaktickym
opatfenim je ockovani. Bahnice by mély byt ockovany toxoidem 6 tydni pfed bahnénim, aby byla za-
jisténa pasivni ochrana jehnat do 8 tydna stafi. Bahnice, které jsou o¢kovany poprvé, by mély dostat dvé
davky vakciny s odstupem jednoho mésice. Doporucuje se kazdoro¢ni revakcinace. V ramci prevence
postiZeni ledvin by méla byt jehnata pred dosazenim véku 2 mésicti ockovana toxoidem a za 1 mésic by
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m¢éla byt revakcinovana. Je tfeba se vyhnout nahlym zménam ve sloZeni krmiva a dal§im faktortm pre-
disponujicim k enterotoxemii.

6.1.5 Dalsi enteropatogenni klostridia

6.1.5.1 Clostridioides (drive Clostridium) difficile

Infekce C. difficile jsou popisovany u psti s chronickym prijmem a u ptipadi hemoragické
enterokolitidy novorozenych hiibat. Onemocnéni hiibat se mtize objevit i pfi absenci predchozi anti-
mikrobialni 1é¢by, ale onemocnéni u jinych druhti zvifat a u lidi je obvykle spojeno s piredchozi anti-
mikrobialni 1é¢bou, ktera potlacuje normalni mikrofléru ve stfeve a je neucinna na spory klostridii. Ty
nasledné vykli¢i a mnozici se C. difficile uvoliiuje toxiny, které zpisobi prijem. Nosiéstvi C. difficile u
lidi i zvitat je pomérn€ bézné; normalné je ale mnozeni této bakterie potlacovano zdravou mikroflérou.
Proto problémy vznikaji po antimikrobidlni 1€¢bé, u lidi zejména u hospitalizovanych pacientd (spory
toxinogennich kment v prostfedi nemocnic je téméf nemozné zlikvidovat). C. difficile je pfirozené re-
zistentni ke klindamycinu, rizikové jsou také Sirokospektralni aminopeniciliny, cefalosporiny a flu-
orochinolony. Charakteristika kmena C. difficile je tradi¢né zaloZena na tzv. ribotypizaci. Nozokomialni
infekce vyvolané kmeny nekterych ribotypii maji velky vyznam v zdravotni péci a v posledni dob¢ na-
byvaji na vyznamu také u koni a u novorozenych selat. Clostridioides difficile produkuje dva hlavni
toxiny, A a B, oba patii do skupiny klostridiovych cytotoxini. Toxin A je enterotoxin a B je silny
cytotoxin. Oba narusuji cytoskelet enterocytu. Clostridioides difficile a jeho toxiny mohou byt deteko-
vany i ve vykalech zdravych zvitat, proto neékteré aspekty patogeneze onemocnéni zistavaji stale ne-
jasné. Diagnoza je zalozena na prokazani toxinu ve vykalech testy na principu ELISA. Pro ¢lovéka jsou
k dispozici komer¢ni soupravy ELISA, ale jejich vhodnost pro testovani vzorkl ze zvitat nebyla zatim
dikladné vyhodnocena. Prevence prijmu spojeného s C. difficile je zaloZzena na spravné preskripéni
praxi antimikrobik, zmirnéni stresu a diikladném ¢isténi a dezinfekci chovatelského zatizeni. K 1€¢bé je
indikovan ptedev§im metronidazol.

6.1.5.2 Clostridium colinum

Tento druh klostridia byva izolovan v souvislosti s enteritidou kiepelek, kutat, krit, bazantd a
tetievi. Umrtnost se miize u citlivych kiepelek blizit 100 %, ale u kufat je obvykle nizsi nez 10 %. Pii
postmortalnim vySetfeni jsou pfitomny ulcerace stieva a v nékterych ptipadech nekroza jater.

6.1.5.3 Clostridium spiroforme

Mikrob s charakteristicky stocenou bakterialni buiikou je spojovéan s pfipady spontanni enteri-
tidy a enteritidy vyvolané pouZzitim antimikrobik u kralika. Tento stav podobny enterotoxemii muze byt
pro kraliky fatalni jiz béhem 48 hodin. K predispozi¢nim faktortim patii peroralni podavani antimikrobik
a dieta s nizkym obsahem vlakniny. Antibioticka 1é€ba nepfiznive ovliviiuje stfevni mikrofloru kralika,
ktera je sloZena pfevazné z grampozitivnich bakterii. Toxin uvoliovany C. spiroforme je neutralizovan
antitoxinem proti toxinu C. perfringens typ E a to diky strukturalni podobnosti toxinti obou druht. Je to
binarni toxin s cytolytickou aktivitou a je kodovan geny sas a sbs. Byly popsany testy PCR pro prikaz
tohoto ptivodce i jeho gent kodujicich toxiny.
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6.1.5.4 Clostridium piliforme

Tento sporotvorny, vladknity a svoji povahou intraceluldrni patogen je atypickym ¢lenem sku-
piny patogennich klostridii. Nebyl kultivovan na umélych médiich a roste pouze v tkanové kultute nebo
na kufecich embryich. A¢koli se pivodné nazyval Bacillus piliformis, sekvenovani DNA prokazalo jeho
vztah ke klostridiim. Zdrojem infekce je obvykle infikované zvife. Infekce vyvolana C. piliforme, znama
spise jako Tyzzerova choroba, se projevuje té¢Zkou nekrozou jater. Tyto infekce byly ptivodné
popsany u mysi a dalSich laboratornich zvitat. Sporadicky se miize vyskytnout u hiibat a vzacné u telat,
pst a kocek. K infekcei je predisponuje stres nebo imunosuprese. Postizena hiibata jsou obvykle mladsi
6 tydnd a u mnoha z nich se pouze zjisti koma a nahly thyn. Po peroralni infekci nastavé inkubacni
doba, ktera trva az 7 dni. Klinické ptiznaky zahrnuji depresi, anorexii, horecku, Zloutenku a prijem.
Hepatomegalie s rozsahlymi oblastmi nekrdzy jaterni tkdné jsou hlavnim postmortalnim néalezem. La-
boratorni diagnostika je zaloZzena na histologickém prukazu puvodce v hepatocytech technikou impreg-
nace stiibrem podle Warthin-Starry. Byly popsany i techniky detekce zalozené na PCR. Vzhledem k
akutni povaze onemocnéni neni obvykle mozné vcas zah4jit specifickou 1é¢bu.
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7. Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaSeni (lactic acid bacteria, LAB), jsou skupinou fylogeneticky rtiznorodych,
ale metabolicky dosti podobnych bakterii. Tyto bakterie hraji dilezitou roli pfi fermentaci potravin a
krmiv, kde ptispivaji k jejich delsi udrznosti a n€které jejich kmeny maji také pozitivni vliv na zdravi
lidi a zvifat. Tato riznoroda skupina grampozitivnich nesporulujicich anaerobnich nebo fakulta-
tivné anaerobnich kokii nebo ty¢inek produkuje kyselinu mléénou jako jeden z hlavnich produkti
metabolismu sacharidi. Bakterie mlééného kvaseni mohou byt charakterizovany bud’ jako homofer-
mentativni nebo hetero-fermentativni, a to na zakladé kone¢ného produktu fermentace. Homofermen-
tativni kmeny produkuji kyselinu mlé¢nou jako hlavni produkt fermentace glukdzy. Tyto kmeny tvoii
enzym aldoldzu, ktera §tépi glukozu ptimo na kyselinu mlécnou. Navic se mlize jednat o rizné izomery
kyseliny mlécné, pravotocivou (D), levotoCivou (L) nebo racemickou (DL). Heterofermentativni
kmeny fermentuji glukézu na nékolik produktt, vedle kyseliny mlécné to jsou oxid uhlicity, kyselina
octova a etanol. K tomu vyuZzivaji alternativni cestu pfemény Sesti uhlikovych cukri (hex6z) a péti uh-
likovych cukrii (pentdz) enzymem fosfoketolazou.

71 Vyskyt

LAB se nachézeji na mistech, kde jsou dostupné sacharidové substraty. Patfi sem rovnéz rizné
druhy potravin (mléko, maso, pivo, vino, ovocné §tavy, kynuté té€sto, nakladana zelenina), krmiva (Si-
147), ptida a odpadni voda. U lidi a zvifat LAB najdeme v duting tstni, v gastrointestinalnim a pohlavnim
traktu.

LAB se tradi¢né vyuzivaji jako startovaci kultury pii vyrobé mlécnych vyrobki jako jsou acidofilni
mléka, jogurt, podmasli, tvaroh, tvrdé a mekké syry (Tabulka €. ). Podileji se také na zrani nekterych
masnych vyrobki a konzervaci zeleniny. Mezi tyto produkty napft. patfi fermentované masné vyrobky
(Lovecky salam, Poli¢an, Uherak, Chorizo aj.), kvasena zelenina (okurky, kysané zeli, kimchi, pickles).

Z pohledu taxonomie se LAB tadi do dvou odlisnych kmenti bakterii, Firmicutes a Actinobacteria.
Vétsina z nich patii do kmene Firmicutes, fadu Lactobacillales a rodi Aerococcus, Alloiococcus, Car-
nobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. Kmen Actinobacteria za-
hrnuje pouze druhy rodu Bifidobacterium. Vétsi vyznam maji pfedevsim rody Bifidobacterium, Carno-
bacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus a We-
issella.

Tabulka 11 LAB jako slozky startovacich kultur pro fermentované mlécné vyrobky

Typ produktu SloZeni startovaci kultury

Typ syra bez tvorby ok (Ched- | Lactococcus lactis subsp. cremoris, 95 az 98%; Lactococcus lactis
dar, Camembert, Tilsit) subsp. lactis, 2 az 5%

Lactococcus lactis subsp. cremoris, 95 %; Leuconostoc mesente-
roides subsp. cremoris, 5 %; nebo Lactococcus lactis subsp. cre-
moris, 85 az 90 %; Lactococcus lactis subsp. lactis, 3 %;
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, 5%

Tvaroh, fermentovana mléka,
druhy syrt s malo popt. s ma-
lymi oky (napf. Eidam)
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Maslo, fermentovana mléka,
podmasli, druhy syra s kula-
tymi oky (napt. Gouda)

Lactococcus lactis subsp. cremoris, 70 az 75 %; Lactococcus lac-
tis subsp. "diacetylactis", 15 az 20 %; Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris, 2 az 5 %

Kefirova zrna obsahujici kvasinky fermentujici laktozu (napft.

mléko, které tradi¢né piji oby-
vatelé Zulut, Jizni Afrika

Kefir Candida kefir), Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefiranofacians,
Lactococcus lactis subsp. lactis
Amasi je kyselé kravské Lb. helveticus, Lb. plantarum, Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb.

paracasei subsp. paracasei a Lb. paracasei subsp. Pseudoplanta-
rum

Chhurpi je tvarohovy fermen-

Byly izolovany Lb. bifermentans, Lb. paracasei subsp. pseu-

doplantarum, Lb. kefir, Lb. hilgardii, Lb. alimentarius, Lb. para-
casei subsp. paracasei, Lb. plantarum, Lc. lactis subsp. lactis, Lc.
lactis subsp. cremoris a E. faecium

tovany vyrobek z kravského
nebo jaciho mléka, Nepal

Kumys se vyrabi z kobyliho
mléka, které bylo ptirozené
fermentovano LAB a kvasin-
kami

LAB zahrnujici 4 druhy Enterococcus, 45 druht nebo poddruhti
Lactobacillus, 4 druhy Lactococcus, 4 druhy Leuconostoc, 2
druhy Streptococcus a 3 druhy Weissella

Acidofilni mléko Lactobacillus acidophilus

Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides
subsp. Cremoris

Smetanova kultura

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus del-

Jogurtova kultura brueckii subsp. Bulgaricus

7.2 Vyznamni zastupci LAB

7.2.1 Rod Bifidobacterium

Bifidobakteria jsou jako jedina z LAB pfislusniky kmene Actinobacteria. Tyto grampozitivni,
nepohyblivé a Casto se vétvici anaerobni bakterie patii do samostatného fadu Bifidobacteriales a celedé
Bifidobacteriaceae. Pfirozené se vyskytuji v gastrointestinalnim traktu, pochvé a ustni dutiné savct,
vcéetné lidi.

Pied 70 1éty byly vSechny bifidobakterie souhrnné oznacovany jako ,,Lactobacillus bifidus®.
Dnes tento rod zahrnuje jiz 86 validné popsanych druhti. Bifidobakteria se pravidelné vyskytuji v tlus-
tém stfeve lidi a zvifat a byly izolovéany také z bachoru a vykalového vaku véely medonosné. U lidi
ptrevazuji druhy B. longum, B. bifidum, B. breve a B. adolescentis, zatimco ze zvifat byva ¢asto izolovan
druh B. animalis. Bifidobakteria jsou téméf idealni probiotické bakterie, protoze to jsou typicky stfevni
mikroorganismy, u kterych jsou navic dolozeny prokazatelné pozitivni efekty na zdravotni stav lidi a
zvifat. Tyto pfinosy jsou obdobné jako u jinych LAB (viz. rod Lactobacillus), zahrnuji ochranu proti
patogeniim, modulaci imunitniho systému hostitele, tvorba vitamint (riboflavin - vitamin B2). Uréitym
problémem pro jejich uplatnéni jako probiotik je jejich citlivost na vnéj$i podminky, nebot’ se jedna o
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striktné anaerobni bakterie. V sou¢asnosti se bifidobakteria pouZivaji k vyrobé fermentovanych mlék,
samostatné nebo v kombinaci s jinymi bakteriemi mlécného kvaSeni.

7.2.2 Rod Carnobacterium

Tyto bakterie byly vyclenény jako skupina ,,atypickych laktobacilti* opakované izolovanych z va-
kuové baleného a chlazeného masa. Karnobakteria se vyskytuji v potravinach véetné mléénych vyrobka
a maji potencial byt vyuzity jako ochranné kultury, zejména pokud produkuji bakteriociny. V této sou-
vislosti byla naptiklad prokazana inhibice patogennich kment Listeria monocytogenes.

7.2.3 Rod Enterococcus

Enterokoky jsou povazovany za slozku piirozené stfevni mikrobioty ¢lovéka a zvitata, v nékterych
situacich se mohou uplatiovat jako oportunni patogeny. Pfiznivé vlastnosti enterokokt vedly k jejich
pouziti do startovacich kultur pii produkei ur¢itych druhti syri. Enterecoccus faecium se podili na po-
¢atecni fazi fermentacniho procesu pfi piipravé silazi. Dalsi uziteCnou vlastnosti nékterych kment en-
terokok je produkce bakteriocinil pisobicich proti jinym enterokoktim, listeriim a klostridiim. Proto se
nekteré kmeny enterokokii pouzivaji jako probiotika k prevenci nebo k podpiirné 1é¢bé stievnich infekci
lidi a zvirat. Probiotické kmeny enterokokll nasly uplatnéni hlavné v krmivech pro prasata a dribez.
Jako probiotika pro zvifata a ¢lovéka jsou vyuzivany vybrané kmeny druht E. faecalis a E. faecium.

7.2.4 Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou grampozitivni kataldza-negativni bakterie, které netvoii spory. Morfologie bun¢k
je vétSinou tyCinkovitého tvaru. Jsou bézné piitomné v riiznych prostredich a obvykle nejsou patogenni.
U lidi a zvifat jsou hlavni soucasti mikrobioty gastrointestinalniho traktu a vaginy, kde udrzuji kyselé
pH. Mnoho druhti se v ptirod¢ také ucastni rozkladu rostlinnych zbytkd. Neékteré laktobacily se uplatiiuji
pii vyrobé jogurtu, syri, kvasené zeleniny, piva, vina, a dalSich typt fermentovanych (kvasenych) po-
travin.

Rod Lactobacillus, poprvé popsany jiz v roce 1901, se v poslednich desetiletich velmi rychle roz-
§ifil co do poctu popsanych druhd. Rod donedavna obsahoval vice nez 250 druhti. Celogenomové ana-
lyzy vSak ukazaly, Ze n¢ktefi zastupci rodu jsou fylogeneticky blizce pfibuzni se zastupci jinych rodu,
napt. Pediococcus, Fructobacillus, Paralactobacillus a Leuconostoc. To naznacilo potiebu hlubsi taxo-
nomické reorganizace, coz vedlo k vytvoteni 23 novych rodi a redukci poctu druht piivodniho rodu
Lactobacillus na pouhych 38, kter¢ jsou blizce ptibuzné ptivodnimu druhu Lactobacillus delbrueckii.

Laktobacily stejné jako jim blizce ptibuzné rody LAB osidluji stanovisté bohatd na pohotové do-
stupné ziviny, jako jsou potraviny, krmiva, ptida, rostlinné zbytky, sliznice zvifat a lidi. Laktobacily jsou
vyuzivany k primyslové produkci Cisté kyseliny mlééné, ze které se syntetizuji bioplasty a biopolymery.
V potravinafstvi slouzi k produkci fermentovanych potravin, vylepsuji jejich strukturu a prodluzuji je-
jich skladovatelnost. Nékteré kmeny laktobacill jsou produkovany za ucelem vyuziti jako probiotika.
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7.2.4.1 Laktobacily u zvirat

Laktobacily adheruji na epitelialni bunky sliznic a vykazuji druhovou specificitu pro zvifeciho
hostitele. Tak napt. kmeny laktobacili pochazejici z zaludku hlodavci nepfilnou k bunikdm ziskanym
z volete ptakd, a naopak. Laktobacily kolonizuji vrstevnaty epitel ve voleti ptaki a tvofi podstatnou
slozku mikrobioty tenkého stieva vétsiny obratlovet. U prezvykavct se pocty laktobacilti v bachoru lisi
podle véku zvitat a sloZeni krmiva. Nadmérné hromadéni kyseliny mlééné v bachoru vede ke stavu
dech konci i smrti zvifete. Na této poruse traveni se vyznamnou meérou podileji laktobacily, a to pokud
je krmna davka bohata na lehce stravitelné sacharidy. Ptirozené se laktobacily (Lactobacillus planta-
rum) vyskytuji v sildzované pici.

7.2.4.2 Ucinek laktobacilii na hostitele

Laktobacily jako soucast normalni mikrobioty traviciho traktu ovlivituji svého hostitele, modi-
fikuji biochemické, fyziologické a imunologické pochody. Dulezitou funkci laktobacill je schopnost
interferovat s kolonizaci stievniho traktu exogennimi mikroorganismy, véetné patogent. Tuto funkci
vystihuji pojmy jako kompetitivni exkluze, bakterialni antagonismus, bakterialni interference nebo ko-
lonizaéni rezistence. Zadouci pievaha laktobacill v tenkém stievé tak pomaha piedchézet vzniku a roz-
voji zivot ohrozujicich prijmovych stavii zejména u mladych zvitat vystavenych infekcim stfevnimi
patogeny.

7.2.4.3 Laktobacily a zdravi

Pritomnost laktobacilti v travicim traktu je historicky povazovana pro hostitele za prospésnou.
Na zacatku posledniho stoleti, Ilja I1ji¢ Me¢nikov (1845-1916) uvedl, Ze k procesu starnuti jedince pfi-
spivaji toxické latky produkované stfevni mikroflérou. Jedna se zejména o proteolytické mikroby de-
gradujici bilkoviny na §kodlivy amoniak, aminy a indol. Naopak pfiznivy u¢inek maji laktobacily, které
Stépi sacharidy. Do jaké miry laktobacily kolonizujici stievo pfispivaji ke zdravi cloveka je vSak stale
hypotetické. Me¢nikov ptedpokladal, Ze proteolytické mikroby ve stfevé by mohly byt nahrazeny praveé
laktobacily a dal§imi LAB. Tento pfedpoklad byl zalozen na pozorovani, Ze rolnici z vychodni Evropy,
z nichz n¢ktefi byli zjevné dlouhovéci, konzumovali ve vétsi mife kysané mlécné vyrobky.

I bez trvalé kolonizace stfeva, laktobacily ve stravé prospivaji zdravi spotfebiteldl zejména teé-
mito zptsoby: (1) Mlécné vyrobky obsahujici LAB, vcetné laktobaciltl, jsou Iépe snaSeny osobami s
intoleranci k laktoze, protoze bakterialni betagalaktosiddza podporuje hydrolyzu laktézy v tenkém
stieve. (2) Potraviny a piipravky obsahujici laktobacily jsou u¢inné pii 1é¢be prijmu riznych etiologie.
(3) Laktobacily ptisobi na imunitni systém hostitele. Tyto efekty zahrnuji modulaci exprese cytokint,
stimulaci fagocytozy leukocyty periferni krve. Fyziologicky vyznam této imunomodulace v§ak nebyl
ve vSech pfipadech presvédcive prokazan. Plsobeni laktobacilti je druhové a kmenové specifické a je-
jich imunomodulaéni u€inek je zavisly na jejich poctech v gastrointestindlnim traktu. (4) Produkty ob-
sahujici laktobacily vykazuji antikarcinogenni ucinky a byli Gspé€$né pouzivany k 1é¢b¢ a prevenci ato-
pického ekzému. Tyto efekty jsou povazovany za zprostiedkované, alespon ¢aste¢né prostiednictvim
laktobacily indukovaného posileni imunitni odpovédi. (5) Laktobacily snizuji prokarcinogenni enzymy
ve stolici a maji potencial vazat a degradovat karcinogeny. Napiiklad se podileji na dekonjugaci toxic-
kych zluovych kyselin v tenkém stfeve.
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Laktobacily jako soucast tradi¢ni lidské stravy nebo probioticka terapie mohou ovlivnit ho-
meostazu mezi stievni mikrobiotou a hostitelem, ale jejich mechanismus ptsobeni v prevenci nebo i
1é¢be nekterych onemocnéni zbyva jeste objasnit.

7.2.4.4 Ovlivnéni slozeni mikrobioty

Do urcité miry slozeni mikrobioty stfeva a zvySeni poctil laktobacilll Ize ovlivnit konzumaci
prebiotik, jako jsou fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy. Tato koncepce ma za cil dosahnout
zmeény ve slozeni mikrobioty stfeva pfidanim sacharidd, které nejsou vyuzivany v tenkém stieve a sta-
vaji se substraty pro LAB v tlustém stfeve, kde je dosazeno prospésného snizeni pH.

7.2.5 Rod Lactococcus (mlé¢né streptokoky)

Prvni studie laktokokti byly u¢inény Josephem Listerem (Lister, 1873), ktery se pokousel dokazat
Pasteurovu teorii bakteridlni fermentace. Ve svych pokusech experimentoval s vafenym mlékem jako
Zivnou pudou a nahodou ziskal prvni ¢istou bakterialni kulturu, kterou nazval Bacterium lactis. Pozdgji
byla pfejmenovana na Streptococcus lactis a dnes se nazyva Lactococcus lactis. Kromé L. lactis, rod
zahrnuje druhy L. garvieae, L. raffinolactis, L. plantarum a L. piscium. Laktokoky jsou homofermenta-
tivni bakterie mlé¢ného kvaseni. B€hem jejich rtistu v mléce dochazi k preméné laktozy na levotocivou
(L) kyselinu mléénou. Tim se lisi od pediokok, ktefi §tépi laktozu na DL kyselinu mléénou; a leuko-
nostok, ktefi §tépi laktézu na D kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou, CO; a etanol. Laktokoky mohou
vytvaret bakteriociny, z nich nejznaméjsi je nisin, ktery je produkovany nékterymi kmeny L. lactis.
Nisin je primysloveé vyrabén a vyuziva se v potravinafském primyslu jako konzervacni slozka, kterd
potlacuje v riistu grampozitivni bakterie.

Lactococcus lactis a jeho poddruhy lactis a cremoris se vyskytuji v syrovém mléce, v dojicim
zafizeni, na kiizi a ve slinach skotu. V mlékarenském prostiedi jsou laktokoky hojné v syrovém mléce,
v syrovatce a odpadnich vodach z mlékaren. Rovnéz druhy Lactococcus garviae a L. raffinolactis jsou
zjistovany ve stejnych typech vzork.

Lactococcus garvieae byl prokazan jako ptivodce laktokokédzy ryb. Ve vzacnych piipadech byl L.
lactis izolovan z pfipadii infekce mocovych cest, ran a z piipadi endokarditid ¢lovéka. Obdobné infekce
mohou vyvolat i jiné LAB.

7.2.6 Rod Pediococcus

Vyznam pediokoki se neodrazi pouze v jejich pozitivni Gloze pii fermentaci mnoha potravin, ale
také pii znehodnoceni nékterych potravin, zejména piva. I kdyZz jsou pfitomné pouze v malych poctech
v pfirozenych rostlinnych substratech spolu s dal§imi LAB, tak se pediokoky Casto ve vétSim poctu
podileji na fermentaci pravé rostlinnych materialt, jako je silaz, kysané zeli, kvasené okurky, olivy a
dalsi. Maso a masné vyrobky jim také poskytuji pfiznivy ristovy substrat a nékteré kmeny Pediococcus
acidilactici a P. pentosaceus, se vyuzivaji pii zrani polosuchych uzenin nebo podobnych produkti.

Role pediokoki pti fermentaci mléénych vyrobka neni tak dulezita jako maji Streptococcus ther-
mophilus, Lactococcus lactis nebo nékteré kmeny z rodti Leuconostoc nebo Lactobacillus. Pediokoky
obvykle patii mezi nestartovaci bakterie mlééného kvaseni. Jedna se pouze o nadhodné bakterie, které
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pochazeji z prostiedi staji a nasledné kontaminuji mléko nebo tvaroh. Tim padem piedstavuji pouze
malou ¢4st celkovych pocti LAB v syrech, kde se mnozi az beéhem jejich zrani.

7.2.7 Rody Leuconostoc, Weissella

Diky jejich spole¢nym fyziologickym vlastnostem, vétSina zastupct roda Leuconostoc a Weissella
je dobfe pfizplsobena potravinovym substratim, a to jak rostlinného, tak i zivoc¢isného ptivodu. Sdileji
stejna mista ptfirozeného vyskytu s jinymi LAB, zejména s laktobacily a pediokoky. Obvykle se podile;ji
na fermentaci potravin v ranych fazich, kde se uplatiiuji zejména L. mesenteroides subsp. mesenteroides
a W. paramesenteroides. Leuconostoky jsou grampozitivni koky, vyskytujici se v parech a fetézcich, a
tvoti pii fermentaci glukoézy D kyselinu mléénou a oxid uhli¢ity. Zastupci rodu se bézné vyskytuji na
povrchu ovoce, zeleniny a v mlé¢nych produktech, proto se uplatiuji pii fermentaci mléénych vyrobkd,
kvaSeni zeleniny a nakladani masa.

Leukonostoky jsou heterofermentativni, ale na rozdil od LAB produkuji D laktat a nejsou schopny
hydrolyzovat arginin, a tak se netvoii amoniak. Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris hraje dule-
zitou roli pti pozadované tvorbé plynu v syrech, jako je napt. Gouda a Eidam, kde ptredstavuje asi 5 %
z typické startovaci kultury ve srovnani s 2-3 % pro syr Tilsit. Je znamo, Ze leukonostoky se uplatiiu;ji i
pti ,,spontanni fermentaci n€kterych tradi¢nich mlécnych vyrobki, pti vyrobé palmového vina a mléc-
ném kvaseni zeleninovych smési (pickles).

7.2.8 Rod Streptococcus (mlécné streptokoky)

Ackoli rod Streptococcus zahrnuje z medicinského pohledu pfedevsim patogenni druhy (viz. Ka-
pitola 3.3), tak pro potravinarsky primysl ma velky vyznam nepatogenni druh Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus jako jedna z nejpouzivanéjSich bakterii v mlékarenském prumyslu.

S. salivarius subsp. thermophilus je béZnou soucasti jogurtové kultury a nékterych a syri. Vyuziva
se napriklad pfi vyrob¢ syru se snizenym obsahem tuku a pfitom s podobnymi vlastnostmi jako bézny
plnotu¢ny syr. Bakteriemi produkované exopolysacharidy dodavaji syru se snizenym obsahem tuku tex-
turu a chut’ jako u bézného syra. S. salivarius subsp. thermophilus je v jogurtové kultufe tradi¢né kom-
binovan s Lactobacillus delbrueckii a Lactobacillus helveticus nebo L. delbrueckii ssp. bulgaricus. Bé-
hem fermentace S. salivarius subsp. thermophilus se jako vedlejsi produkt tvofi také kyselina mravenci,
ktera synergicky podporuje rust laktobacilti. V téchto mlécnych vyrobcich se rychle $tépi laktoza na
kyselinu mléénou, proto jogurty mohou konzumovat i lidé s intoleranci k mléénému cukru.

Protoze &erstvy jogurt obsahuje 108 KTJ t&chto bakterii v jednom gramu, tak se jedné o nejpouzi-
vangjsi probiotikum ve vyziveé ¢lovéka.

7.3 Laboratorni diagnostika LAB

Nekteti zastupci LAB se mohou uplatnit jako sporadiéti pivodci oportunnich infekci ¢lovéka zvi-
fat (enterokoky, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus garvieae). Jedna se tedy spiSe o nahodilé na-
lezy kultur druhti vyristajicich na masopeptonovém krevnim agaru nebo na jinych neselektivnich Ziv-
nych agarech za aerobnich, mikroaerofilnich a anaerobnich podminek inkubace.
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Cilena izolace LAB vyzaduje piipravu specialnich kultiva¢nich médii a jejich inkubaci ve vhodné
atmosfére. Jak bylo uvedeno, bakterie mlé¢ného kvaseni zahrnuji heterogenni skupinu mikroorganismd,
proto neexistuje Zadné univerzalni selektivni médium pro jejich kultivaci. Lze v§ak vyuzit dobfe znama
média pro laktobacily a modifikovat je zménou hodnoty pH, koncentraci inhibi¢nich ¢inidel, inkubacni
doby, slozenim atmosféry a teploty. K izolaci laktobacilli 1ze vyuzit selektivni kultivaéni médium De
Man, Rogosa a Sharpe agar, které obsahuje octan sodny, ktery potlacuje rist mnoha konkurenénich
bakterii. Kromé laktobacild na ném vyrustaji zastupci rod Leuconostoc a Pediococcus.

Byva nutné vybrat média pro specidlni oblasti pouziti, napi. mléko a mlé¢né vyrobky, maso a
masné vyrobky. Obecné vhodna jako selektivni média pro bakterie mlééného kvaseni jsou média na
principu uvedeného MRS agaru, upravené na nizsi pH (napt. 5,7) s pfidavkem inhibitoru (napt. kyse-
lina sorbova) nebo modifikované Rogosa medium se zvySenym pH (napt. 6,2). Médium La$S (lakto-
bacily-kyselina sorbova) (pH 5,0) inkubované po dobu alespon 48 hodin je také vhodné, ale neumozni
izolovat enterokoky. To lze kompenzovat paralelné pouZivanym specialnim enterokokovym médiem.
Pro definované skupiny bakterii mlé¢ného kvasSeni, jako jsou mlé¢né streptokoky, bakterie jogurtové
kultury a bifidobakteria se pouzivaji specialni média, a to pfedevsim za ticelem kontroly kvality mléc¢-
nych vyrobkl, kdy je provétovana koncentrace zivych bakterii mlécného kvaseni deklarovana na oba-
lech. Naptiklad pro selektivni stanoveni poctu bifidobakterii v mléénych vyrobcich 1ze pouzit Columbia
agar doplnény chloridem lithnym a propionatem sodnym a MRS agar obohaceny neomycinem, paro-
momycinem, kyselinou nalidixovou a chloridem lithnym.
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