Patogenita, virulence a rezistence bakterii k antimikrobidlnim latkam

Patogenita
— schopnost vyvolat onemocnéni
— vlastnost druhova — tyka se celého mikrobidlniho druhu
Patogen — mikroorganismus, ktery je za urcitych okolnosti schopen vyvolat onemocnéni
Faktory patogenity (virulence) — dédi¢né znaky mikroorganismu, které jim umozni proniknout do
makroorganismu (hostitele) a udrzet se v ném
Pfirozena patogenita
—  jeji soucasti je pfenosnost, ktera je nutna k Sifeni prirozeného onemocnéni v populaci
— mikrobidlni druhy patogenni x nepatogenni
Patogenni mikroorganismy
—  primarni (obligadtni) — vyvolavaji onemocnéni i u zdravych osob (napf. Salmonella Typhi,
Yersinia pestis, virus planych nestovic)
— oportunni (fakultativni) — vyvolavaji onemocnéni jen za urcitych podminek, obvykle u osob se
snizenou odolnosti, napf. po lékarskych zakrocich, u osob s potlacenou specifickou imunitou
(napf. Listeria monocytogenes)
Experimentalni patogenita
— schopnost vyvolat onemocnéni u pokusnych zvitat napf. po injekénim podani
mikroorganismu

Patogenita mikroorganismu vs. hostitel
Hostitel — mUze byt vic¢i mikroorganismu vice ¢i méné vnimavy (mikroorganismus je pro néj obligatné
nebo oportunné patogenni) nebo témér Ci zcela rezistentni (mikroorganismus je pro néj
nepatogenni)
— nékteré mikroorganismy mohou nakazit Siroky okruh hostitel(l (Staphylococcus aureus,
Francisella tularensis, virus vztekliny)

—  jiné jsou specializované jen na jeden hostitelsky druh (Treponema palidum)

Virulence
— vlastnost individudlni, vyjadfuje stupen patogenity urcitého kmene mikroorganismu
— jednotlivé kmeny patogenniho druhu mohou byt rGizné virulentni, pfipadné avirulentni
— stanovuje se napf. na pokusnych zvifatech — po aplikaci mikroorganismu se zjistuje letalni
davka
— LD50-50% letalni davka, mnoZstvi mikroorganismu, které usmrti 50 % infikovanych zvirat

Slozky patogenity (virulence)

Kontagiosita

— schopnost mikroorganismu prenaset se mezi hostiteli
Invazivita

— schopnost prekonavat obranu

— zahrnuje schopnost vstoupit do hostitele (adherenci, penetraci)

— mnozit se ve vnitfnim prostredi hostitele

—  Sifit se uvnitf organismu hostitele
Toxicita

— schopnost poskozovat hostitele

—  pfimo (vlivem mikroorganismu)

— obrannou reakci hostitele na néj



Vysledek kontaktu mikroorganismu s hostitelem

Infekce — vznik, prabéh, projevy zavisi na mikroorganismu, hostiteli, i okolnostech vzniku infekce
Mikroorganismus

—  patogenita mikroorganismu

— virulence kmene

— infekéni davka (pocet MO)
Hostitel

— vnimavost hostitele jako druhu

— stupen nespecifické odolnosti napadeného jedince

—  pfitomnost/kvalita jeho specifické imunity

Vysledkem muZze byt: onemocnéni az smrt — perzistentni infekce, trvalé nasledky — likvidace mikroba
(uzdraveni, pfip. se infekce nerozvine)

Zakladni rysy nespecifické a specifické imunity
Nespecificka imunita

—  zamérena proti Sirokym skupindm mikroorganismu

— vrozena, dédi se

—  existuje u vsech pfislusnik( druhu

— nepusobi proti obligdtnim patogenim

— chybiimunologicka pamét

— hlavni nastroje: bariéry (klZe, sliznice, normalni mikrofléra), fagocyty, komplement
Specificka imunita

—  pfizpGsobena jen urcitému agens

—  ziskava se béhem Zivota, nedédi se

— vznikd jen u urcitého jednice

— chranii pfed obligdtnimi patogeny

—  pfitomna imunologicka pamét

— hlavni nastroje: T-buriky, protilatky (imunoglobuliny)

Faktory patogenity a virulence
Kontagiozita (pfenosnost) zavisi na
—  poctu mikroorganismu vylucovanych z organismu
— jejich rezistenci viici podminkam okolniho prostfedi
— infekéni davce
— chovani hostitele — vyuziti obranych mechanisma hostitele k vlastnimu Sifeni (napt. kychani,
kasel, prijem, zména chovani)
Adherence — pfichyceni na povrch epitelii v Ustech, tenkém stfevé, mocovém traktu
Adherencni faktory:
—  fimbrie (pili) — nap¥. E. coli, P. aeruginosa
— nefimbridlni adhesiny — napf. hemaglutininy yersinii, protein A u S. aureus, intimin u EPEC
—  vybézky obalu virl - obvykle hemaglutininy napf¥. vir chiipky
—  prisavné disky u parazitl —napf¥. tasemnic
— glukany a mannany u kvasinek



Penetrace do hostitelského prostiedi
1. P¥ima
— vzacné aktivni pfenos neporusenou kizi (napt. leptospiry)
— drobnymi trhlinkami v pokoZzce, sliznici (napt. S. aureus, pyogenni streptokoky, HIV)
—  pokousanim (napf. virus vztekliny)
—  bodnutim ¢lenovcem (napf. virus klistové encefalitidy)
— pomoci enzymu (lecithinasy, hyaluronidasy, napfr. u C. perfringens, Str. pyogenes)
2. Nepfima
— vynucenou fagocytézou jinymi burikami nez fagocyty — pomoci invazin(: internaliny u L.
monocytogenes
— zrozpadajicich se bunék - u virovych infekci

Dle interakce s eukaryotickymi bufikami hostitele se MO déli na:
—  extracelularni
— fakultativné intracelularni
—  obligdtné intracelularni

Schopnost mnozit se ve tkanich hostitele

— bakterie jsou zavislé na ziskavani Zeleza z prostredi
Mohou jej ziskdvat pomoci:

— hemolyzinl (rozrusenim membrany)

— sideroforu, které vazi Fe u enterobakterii

—  ziskdvanim Fe z laktoferinu, transferinu pres vazbu se specifickymi receptory
Schopnost Sifit se organismem

—  bakterie se mohou v hostitelském organismu Sitit na misto jejich plsobeni
Zpusoby siteni mohou byt:

—  lymfou — Mycobacterium tuberculosis, pyogenni koky, viry

—  krvi—Salmonella Typhi, generalizované infekce

—  pfimym prestupem — Str. pyogenes, C. perfringens,

—  podél nervd — virus vztekliny, tetanicky toxin

Schopnost pfekonat obranné mechanismy hostitele (priklady)

—  tvorbou pouzdra (napft. stafylokoky)

—  pokrytim protilatkami IgA (napt. meninkogy)

—  zabijenim fagocytl leukocidiny (napf. stafylokoky, klostridia)

— indukci fagocytdzy u neprofesionalnich fagocytl (napt. chlamydie)

—  Unik z fagosomu (napf. L. monocytogenes)

— rychlym pomnoZenim — neZ se staci rozvinout imunita (napf. respiracni viry)

— oklamanich imunnich lymfocyti — napf. skryvani mikroorganismu (v nervovych
gangliich, infekénich loZiscich apod.)

—  potla¢enim imunitni reakce — napf. tvorbou superantigen( (stafylokoky, streptokoky)



Toxicita — schopnost poskozovat hostitele
—  nejcastéji pusobenim mikrobialnich toxinl (exotoxiny, endotoxiny)
Vysledkem muze byt
—  Bunécnd smrt — zniceni bunék v infikované tkani
— Metabolickd postizeni — farmakologickym vlivem bakteridlnich toxin(
—  Mechanické poskozeni — vzacné, plsobenim parazitl, napf. pfi masivhim napadeni
Skrkavkami
Exotoxiny
—  prlnikové faktory: hyaluronidasa, Dnasa, koleganasa
— cytolysiny: lecithinasa, sfingomyelinasa, hemolysiny (napf. listeriolysin O)
— inhibitory proteosyntézy: shigatoxin
— neurotoxiny: tetanicky toxin, botulotoxin
— superantigeny: stafylokovy exfoliatin, enterotoxin
Endotoxiny
— Lipopolysacharid G- bakterii
— Teichoové kyseliny spolu s fragmenty peptidoglykanu G+ bakterii

Antibiotika a rezistence bakterii k antimikrobidlnim latkam
Antibiotika
—  latky které inhibuji rdst mikroorganism( (bakteriostatické), nebo je usmrcuji (baktericidni)
—  pfirodni latky produkované prevazné mikroorganismy, nebo podobné latky pripravené
semisynteticky popf. synteticky
—  produkty sekundarniho metabolismu
Antibiotika pro klinické pouziti
— nesmi poskozovat eukaryotni buriky
— Ucinek jiz v nizkych koncentracich
— této hladiny ma dosahnout pfiméfené brzy
— vyhodou post-antibioticky efekt — urcity ¢asovy interval, ve kterém pretrvava potlaceni
metabolické aktivity bakterii a jejich mnozZeni i kdyz ATB neni v téle pritomno

Rozdéleni antibiotik

Pavod

—  pfirodni,

— semisynteticka

— synteticka (chemoterapeutika)
Biologické ucinky

—  bakteriostaticka x baktericidni

—  Uzkospektra x Sirokospektra
Biosynteticka draha
Mechanizmus uGc€inku
Chemicka struktura

—  PB-laktamy, aminoglykosidy, linkosamidy, makrolidy, tetracykliny, chinolony atd.



Mechanismus uc€inku antibiotik

— Inhibice syntézy bunécné stény

— napf. R-laktamy, vankomycin
—  Poruseni bunééné membrany

— napft. polymyxin B, kolistin (polymyxin E)
— Inhibice syntézy bilkovin

— napf. tetracykliny, streptomycin (a dalsi aminoglykosidy), erytromycin (a dalsi

makrolidy)

— Inhibice syntézy nukleovych kyselin

— napf. chinolony, novobiocin
— Inhibice metabolismu kys. listové (antimetabolity)

— napf. sulfonamidy, trimethoprim

Rezistence bakterii k antimikrobialnim latkam
— schopnost bakteridlni populace prezit uéinek inhibi¢ni koncentrace dané antimikrobidlni latky

Co je to multirezistence bakterii
Multirezistence (MDR):
— necitlivost alespon k jedné latce ve tfech rGznych skupin antibiotik
Extenzivni rezistence (XDR):
— necitlivost alespon k jedné latce u témér vSech skupin antibiotik (antibiotika z pouze jedné
maximalné dvou skupin zGstavaji v citlivé kategorii)
Panrezistence (PDR):
— necitlivost ke vSem skupindm antibiotik

Rezervoary antibiotické rezistence
—  zdravotnicka zafizeni
— komunita
— farmy
—  potraviny
— domaci mazlicci
— divoce Zijici zvitata
—  prostredi

Rozdéleni rezistence bakterii k AML
Pfirozena (primarni) rezistence
—  vnitini - vZzdy dochazi k jeji expresi nezavisle na vystaveni antibiotiku
— indukovana - geny rezistence se pfirozené vyskytuji u bakteridlniho druhu, ale k expresi
rezistence dochdzi aZ po vystaveni antibiotiku

Ziskana (sekundarni) rezistence
— v dasledku mutaci vlastni chromosomaini DNA
— horizontalnim pfenosem gen( rezistence - mobilni genetické elementy



Pfenos genetické informace rezistence

—  béhem déleni z buriky materské do bunék dcefinych — vertikalni pfenos

—  rlznymi mechanizmy i do bunék bakterii riznych druh( - horizontaIni prenos

— mobilni genetické elementy- plazmidy, transpozony, integrony

Mechanizmy prenosu:

— transdukce (virovou ¢astici)

— konjugace (spajeni pres pilus)

— transformace (DNA z volného prosttedi, napf. mrtvé b.)

Obecné mechanismy rezistence
— zména cilové struktury
— omezenad penetrace ATB do buriky (poriny)
—  zvySené vylucovani ATB z buriky (eflux)
— enzymatickd inhibice/inaktivace antibiotika

Rezistence — zména cilové struktury, priklady
Penicilin vazajici proteiny (PBP)
—  pfitomnost genu mecA pro pozménény PBP - rezistence na methicilin (MRSA)
Modifikace prekurzor( peptidoglykanu
—  pritomnost genl vanA, vanB - rezistence na vankomycin
Modifikace DNA gyrdzy
— mutace v genu gyrA a gyrB-> rezistence na fluorochinolony
Zména RNA polymerazy
— bodové mutace, inzerce a delece v oblasti rpoB (gen pro B-podjednotku RNA polymerazy) -
rezistence k rifampicinu
Mutace v syntéze ribosomalnich protein(
— rezistence k aminoglykosidiim a makrolid{im

Rezistence — zména propustnosti

LPS v membrané G- (lipid A + polysacharid + O-antigen)
—  bariéra proti u¢inkim ATB
— modifikace lipidu A - snizeni vnéjSiho zaporného ndboje membrany - rezistence k

polymyxinim a aminoglykosidim

Poriny
— rychlost difuze ATB zavisi na velikosti, poCtu a selektivité porin{
—  OprD - porin pro malé B-laktamy (imipen)
—  OprE - porin pro chinolony a cefalosporiny

— absence nebo sniZzeni poctu porinl, popf. mutace vedouci k zdzeni porind - rezistence



Rezistence — eflux
Eflux = mechanismus, kterym se bakterie zbavuje Siroké skaly chemicky a strukturné odlisnych
sloucenin

— transmembranové proteiny — , efluxni pumpy”
—  Uzce specifické (tetracyklin)
— nespecifické - ,multidrug transportéry”
— schopné odstranovat celou fadu ATB
— multirezistentni fenotyp
— rezistence s omezenou kapacitou, pfi zvySeni koncentrace ATB bunka opét citliva

Rezistence — inaktivace ATB
Enzymy modifikujici aminoglykosidy
— acetyltransferazy (aac) - acetylace aminosk. (acetyl-CoA)
— fosfotransferazy (aph) - fosforylace hydroxylové sk. (ATP)
— adenyltransferazy (ant) - adenylace hydroxylové sk. (ATP)
— geny vétSinou na plazmidech a transpozonech
Enzymaticka inaktivace chloramfenikolu
— acetyltransferaza (cat) — acetylace hydroxylové skupiny, modifikovany derivat neni schopen
vazby na ribosom
— geny vétsSinou na plazmidech a transpozonech
Enzymy hydrolyzujici B-laktamova antibiotika
—  B-laktamazy - preruseni B-laktamového kruhu hydrolyzou amidové vazby
—  Siroka skupina enzymu (vice neZ 340 typQ)
— penicilindzy, cefalosporinazy, metalo-B-laktamazy (zavislé na iontu kovu, obvykle Zn?*)
— nachromosomech i plazmidech

Stanoveni citlivosti bakterii k antimikrobidlnim latkam
Metody kvantitativni
— Agarova dilu¢ni metoda
—  Mikrodilué¢ni metoda
—  E-test
— vysledek: stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

Metody semikvantitativni
— Diskova difuzni metoda
— vysledek: C(S)-1-R

Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
— nejniz8i mnozstvi (koncentrace) sledovaného antibiotika, které inhibuje viditelny rast
mikroorganismu
—  obvykle vyjadfuje v mg/I

—  kvalita vysledkl zavisi na presném dodrzeni metody a ovéfuje se systémem kontrol



Agarova diluéni metoda

— hodnota MIC se hodnoti na agarovych padach, které obsahuji zvolené koncentrace antibiotik

— obvykle se pfipravuje 12 — 15 koncentraci jednoho antibiotika fedénych dvojnasobné
geometrickou radou

— inokulum se ockuje formou spoti specialnim vzorkovacem

— najedné Petriho misce (tj. jedné koncentraci antibiotika) mUZeme testovat az 20 riznych
kmen( bakterii (1 PM: 1 koncentrace ATB pro vice kmenu)

— soubor vySetfovanych kmen takto naockujeme na vSechny pripravené Petriho misky

—  po prislusné dobé inkubace odecteme pro kazdy testovany bakteridlni kmen hodnotu MIC

— vysoka standardizovanost - referenéni metoda
— lze ji vysetfit velky soubor kmen( za standardnich podminek
— spolehliva pfi hodnoceni ucéinku novych antibiotik
— lze ji odhalit kontaminaci kmene i heterorezistentni populaci
Nevyhody:
— pracng, ¢asové a ekonomicky naro¢nd, proto neni praktickd pro vysetreni citlivosti malého
poctu nebo jednotlivych kmen(

Mikrodilucni metoda

—  MIC se hodnoti v jamkach mikrotitracni desticky, které obsahuji zvolené koncentrace
antibiotik v bujonu

— média s antibiotiky se rozplfuji mechanickymi rozplnovaci do jamek mikrotitraéni desticky
s 96 jamkami s kulatym nebo kénickym dnem (100 pl/jamku)

— obvykle se pfipravuje 8 koncentraci jednoho antibiotika v dvojnasobné geometrické radé (1
desticka: 12 antibiotik pro 1 kmen)

— do jamek se ockuje standardni inokulum vySetfovanych bakterii

—  po prislusné dobé inkubace se odecita MIC

evvs

Vyhody:

— vysoka shoda s vysledky agarové dilu¢ni metody

—  pruZna a snadna priprava velkého mnoZzstvi desticek s riznymi padami, antibiotiky a jejich

koncentracemi

—  desticky Ize dlouhodobé uchovavat (obvykle 6 mésict pti -80 °C)

— jednoduché provedeni a moznost automatizace odecitani vysledk( a jejich vyhodnoceni
Nevyhody:

— omezené sestavy AML v komercnich desti¢kach

—  obtiZzné rozpoznani pfipadné kontaminace

— neschopnost detekce rezistentni subpopulace

— metodu nelze pouzit u kmenu, které v tekutém prostredi autolyzuji



E-test

— metoda kombinuje principy diskové difuzni metody a diluéni metody

—  E-testje inertni plastikovy prouzek, ktery na jedné strané obsahuje exponencidlni gradient
koncentraci stabilizované antimikrobialni [atky v suchém stavu

— nadruhé strané prouzku je vyznacen kdéd antimikrobialni latky a kontinualni stupnice,
obvykle odpovidajici rozmezi 15 fedéni antibiotika dvojnasobné geometrickou rfadou

—  stupnice slouzi k odecitani MIC

— na povrch agaru naockovaného inokulem se pfiloZi E-test stranou, ktera obsahuje
antimikrobialni [atku

— po inkubaci se vytvari kolem prouzku E-testu elipsa inhibovaného rlistu

—  MIC se odecita v misté, kde elipsa pretind okraj prouzku

Vyhody:
— jednoduchost provedeni
—  test lze provadét na rliznych pldach, proto je vhodny pro mikroorganismy s rznymi
rdstovymi naroky
— spolehlivéji nez mikrodilu¢ni metoda odhaluje kontaminaci kmend, Iépe detekuje
heterorezistenci
Nevyhody:
— vysoka cena
— vysledky mohou byt ovlivnény koncentraci inokula a vyskou agaru

Diskova difazni metoda
— umoznuje stanoveni citlivosti nebo rezistence vySetfovaného MO k testovanym AML
— hodnoti se, zda vysetfovana bakterie vytvori nebo nevytvori na agarové pdé pfipustnou
zénu inhibice kolem disku s urcitou koncentraci antibiotika
—  po ukonceni inkubace zméfime prdmeér vzniklych inhibi¢ni zén véetné disku
— namérené hodnoty porovname s hrani¢nim primérem inhibi¢ni zény pro citlivé kmeny
—  vySetfovany kmen oznacime jako: citlivy x intermedialné rezistentni x rezistentni

— snadnd a jednoducha ptiprava, nizké naklady a dostatecné spolehlivé vysledky
— metoda nevyZaduje specidlni pfistrojové vybaveni
— dostupnost kvalitnich antibiotickych disk( umoziiuje pruznost ve volbé vysetfovanych
antibiotik
Nevyhody:
— metodu nelze pouzit pro mikroby s nizkou rychlosti riistu a se specialnimi kultivaénimi naroky
— vysledky jsou vyznamné ovlivnény koncentraci inokula a vySkou agaru

Kritéria pro vyhodnoceni rezistence k AML
—  CLSI (Clinical & Laboratory Standards Institute)
—  EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)



Vyznamné typy rezistence v humanni a veterindrni mediciné
Rezistence k methicilinu

—  MRSA — methicilin rezistentni S. aures
Rezistence k vankomycinu

—  VRE —vankomycin rezistentni enterokoky, VRSA — vankomycin rezistentni S. aures
ESBL (extended spectrum beta-lactamases)

—  Enterobacteriaceae
Rezistence ke karbapenemim

—  Enterobacteriaceae
Plazmidové vazana rezistence ke kolistinu

—  Enterobacteriaceae, Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa
PMQR (plasmid mediated fluoroquinolone resistance)

—  Enterobacteriaceae



