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Abstrakt

Diplomova prace se zaméruje na sbér a analyzy vzork( od pacientl praktickych Iékar
a dobrovolnikl s infekcemi dychacich cest. Infekce respiracniho traktu patfi mezi nej¢asté;si
diagndzy stanovené praktickymi lékati v zimnich mésicich. Mezi bézné diagnostické metody
patfi kultivace, prikaz antigenu, protildtek a nukleovych kyselin. Jsou vsSak bakterie jako
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae, kde je
kultivace pomérné ndroc¢na a tak se stdle castéji v diagnostice uplatiuje detekce bakterialni
DNA pomoci metody PCR. V ramci praktické ¢asti prace bylo vySetfeno celkem 92 vzorku
na pritomnost DNA L. pneumophila, M. pneumoniae a C. pneumoniae a 8 vzorkl bylo
prohlédnuto pod transmisnim elektronovym mikroskopem, zda se ve vzorku nenachazeji
virové Castice. Pred odbérem vzorku byl s pacientem vyplnén dotaznik, kde byly uvedeny

priznaky a pfipadna lécba a nasledné byly vysledky statisticky zpracovany.

Abstract

The diploma thesis focuses on the collection and analyses of samples from patients
of general practitioners and volunteers with respiratory infections. Respiratory tract
infections are among the most common diagnoses prescribed by general practitioners
in the winter months. Common diagnostic methods include cultivation, detection of antigen,
antibodies and nucleic acids. However, there are bacteria such as Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae and Chlamydophila pneumoniae, where the cultivation is quite
demanding and therefore the detection of bacterial DNA using the PCR method is
increasingly used in diagnostics. In the practical part of the work a total of 92 samples were
examined for the presence of L. pneumophila, M. pneumoniae and C. pneumoniae, and 8
specimens were examined under a transmission electron microscope for the presence
of virus particles in the sample. Before sampling, was completed a questionnaire

with the patient symptoms and treatment, and then the results were statistically processed.
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1 Uvop

S nastupem chladnych a sychravych dni ptibyva v ordinacich praktickych 1ékait
pacientd, které trapi infekce dychacich cest. Tyto infekce byvaji doprovazeny ptiznaky
jako je ryma, kasel, bolest v krku, zvysSena teplota apod. Priznaky a priCiny respiracnich
infekci jsou zdavislé na umisténi v dychaci soustavé. Podle lokalizace je miZeme
zjednodusené rozdélit na onemocnéni hornich cest dychacich, jejichz soucasti jsou
iinfekce vedlejSich nosnich dutin a také infekce stredousi, a infekce dolnich cest
dychacich. Vyskyt téchto onemocnéni byva nejcastéjsi u lidi s oslabenou imunitou
a v kolektivech, prevazné v téch détskych. NejcastéjSim piivodci zanétli dychacich cest
jsou viry, kam patii napriklad viry influenzy a parainfluenzy, adenoviry, RS-viry,
rhinoviry a dal$i. Mensi c¢ast zanétd dychacich cest je zplisobena bakteriemi, ackoliv
nezridka jsou tyto infekce komplikaci predchozi virové infekce.

U virovych infekci neni blizsi diagnostika piivodce potrebna, pokud u pacienta
nenastanou komplikace a jejich 1é¢ba je obvykle spiSe podptlirna, spocivajici ve zmirnéni
Klinickych ptiznakid. U bakterialnich infekci je vhodné zjistit ptivodce, aby byla zvolena
cilend 1écba antibiotiky. Nejpouzivanéjsi metodou k urceni bakteridlniho piivodce je
kultivace klinického materialu, ptipadné pak jeho dourceni pomoci biochemickych testd,
MALDI-TOF atd. U bakterii, které jsou tézko kultivovatelné, se v dnesni dobé ¢im dal
Castéji vyuzivd metod, které jsou schopné zjistit bakteridlni DNA nachazejici se

v klinickém materialu.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 INFEKCE DYCHACICH CEST

Respiracni infekce patifi mezi nejcastéjSi onemocnéni, kvili kterym lidé
navstévuji své lékare. Z velké Casti jsou onemocnéni dychaciho traktu zptisobena viry,
bakterialni infekce nejsou tak casté, sekundarné se vSech miiZou vyskytovat jako
komplikace virovych infekci. Priznaky, patogeneze, diagnostika a pripadna lécba se

muzou v ramci lokalizace infekce lisit [1].

Alespon ¢astecnou pomoci miiZe byt pro 1ékate rychly test CRP z krve, pti nizkych
koncentracich zhruba do 40 mg/1 se s nejvétsi pravdépodobnosti jedna virovou infekci

a nenfi tedy potreba zvolit antibiotickou 1écbu [2].

2.1.1 INFEKCE HORNICH CEST DYCHACICH

2.1.1.1 INFEKCE NOSU A NOSOHLTANU

Zanéty nosu a nosohltanu jsou obvykle soucasti bézného nachlazeni (common
cold). Jsou zplsobeny v poloviné pripadd rhinoviry, dale koronaviry, adenoviry a
dal$imi respira¢nimi viry, ovSem nikoliv viry chripek, pro néz nebyva ryma typickym
ptiznakem. U rhinovirii bylo jiZ popsdno vice nez 100 sérotypi, avSak neexistuje mezi
nimi zkiiZend imunitni reakce, proto byvame nachlazeni opakované. Neptijemnou
komplikaci rhinitidy a nasopharyngitidy je druhotna bakteriadlni infekce, jejimz
projevem je zména bezbarvého hlenovitého nosniho sekretu na hnisavy Zlutozelené
barvy. Plivodcem sekundarnich bakteridlnich infekci byva nejCastéji Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae. U chronické rhinitidy
muzeme Casto zKklinického materialu urcit jako ptlivodce bakterii Klebsiella

rhinoscleromatic nebo Klebsiella ozaenae.
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Diagnostika virového pilivodce je zde obvykle zbytecna a v praxi se neprovadi.
Ke zjisténi sekundarniho bakteridlniho ptvodce se provadi vytér z nosu, pakliZe je ryma
komplikovana, vytéry znosohltanu se provadi spiSe ke sledovani nosic¢stvi
Neisseria meningitidis a zachyt Bordetella pertussis a Bordetella parapertussis, ptivodce

davivého kasle [2, 3].

2.1.1.2 INFEKCE HLTANU A MANDLI

Laryngitidy a tonzilitidy byvaji kromé rhinoviri a koronaviri zptisobeny
adenoviry. U  bakteridlnich  infekci se  vKklinickém  materidlu  patra
po Streptococcus pyogenes, beta-hemolytickém streptokokovi skupiny A, ktery miize

zplUsobovat pozdni nasledKky.

Priznakem angin a infekci hltanu miZe byt zvétSeni lymfatickych wuzlin
(adenovirus, EB-virus), drobné skvrny zpusobené rozsifenim cévek na sliznici patra a
hltanu (rhinoviry), tvorba povlakii aZz pablan (difterie, EB-viry), bélavé povlaky

(Candida albicans) a také horecka, bolesti svald a inava (chripkové viry).

Diagnostika infekci zptisobenych viry neni opét potrebna. Z vytéru krku, stéru
mandli a stény hltanu se patra predevSim po zminéném beta-hemolytickém
streptokokovi skupiny A (Streptococcus pyogenes), pripadné streptokokovi jiné skupiny,
pneumokokovi, meningokovi, hemofilovi nebo plivodci zaskrtu

(Corynebacterium diphtheriae) 2, 3].

2.1.1.3 INFEKCE VEDLEJSICH NOSNiCH DUTIN A UCHA

Zanéty zevniho ucha byvaji zplisobené predevsim bakteriemi Staphylococcus
aureus a Pseudomonas aeruginosa. U infekci stfedniho ucha a vedlejsich nosnich dutin se
opét uplatiuji predevsim respiracni viry, z bakterii se primarné uplatiiuje Mycoplasma
pneumoniae. Sekundarni hnisavé infekce stfedousi jsou zplisobené hlavné bakteriemi

Streptococcus  pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae,
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Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa a anaerobni bakterie

(Bacteroides spp., Peptostreptococcus spp., Prevotella spp. a dalsi).

Kurceni plivodce se odebird sekret ze stredniho ucha, popripadé vytér
ze zvukovodu u zanétl vnéjsiho ucha. Vyplach z dutiny Ize pouZit k urceni bakterii

zplsobujici sinusitidy [2, 3].

2.1.1.4 INFEKCE HRTANU A PRUDUSNICE

Zivot zvlasté malého ditéte mize byt ohroZen infekci hrtanové ptiklopky, kterou
zplUsobuje Haemophilus influenzae typu B. Pii podezieni na epiglotitidu se vsak
neprovadi stér z divodu mozného lanryngospasmu, misto toho je vS§ak mozné odebrat
krev na hemokulturu. Diky oCkovani proti Haemophilus influenzae typu B se epiglotitida

u déti jiz témér nevyskytuje.

NejcastéjSimi pavodci zanétl hrtanu a prddusnice jsou viry parainfluenzy,
chripky a RS-viry. U laryngitid a tracheitid se vSak nevyskytuji infekce zptlisobené
rhinoviry, nebot’ jim svéd¢i teplota spiSe niZs$i nez 37 °C a vyhovuje jim teplota nosni
sliznice, ktera je v rozmezi 33 az 35 °C. Primarni infekce, které zptisobuji bakterie, jsou
zapric¢inény predev§im Chlamydophila pneumoniae a také Corynebacterium diphtheriae,
jenz je plivodcem zaskrtu a muze zpisobit pseudomembranézni laryngotracheitidu.
V sekundarnich infekcich, které navazuji na primarni virovou infekci, se nejvice

uplatnuji Staphylococcus aureus a hemofily.

Z divodu zavaznosti zanétd hrtanu a pridusnice je vice neZ vhodné provést
virologické vysetreni, pii kterém je pomoci imunologickych metod prokazovan virovy
antigen, v soucasné dobé se vzhledem k rychlosti a citlivosti stale vice uplatiiuje PCR.
Pii podezieni na zaskrt se provadéji stéry z pablan, které se kultivuji na specidlnich

ptdach [2, 3].
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2.1.2 INFEKCE DOLNIiCH CEST DYCHACICH

2.1.2.1 INFEKCE PRUDUSEK

v/ v

Stejné jako u infekci hornich cest dychacich se u bronchitid uplatiuji z vétsi ¢asti
jako piivodci viry, zvlasté je tomu tak u déti. Uplatiiuji se zde predevsim viry chripky,
viry parainfluenzy, adenoviry a RS-viry. RS-viry mimo jiné zpisobuji i infekce
pridusinek u kojenci. Primarnimi infekénimi Ciniteli se miliZou stat bakterie
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Bordetella pertusis, Pseudomonas
aeruginosa a Burkholderia cepacia, z nichZ dvé posledni jmenované bakterie se casto
vyskytuji u osob s cystickou fibrézou. Zlaté stafylokoky, hemofily a pneumokoky mohou

zplsobovat sekundarni infekce bronchii [2, 3].

2.1.2.2 INFEKCE PLIC

Pri¢iny zanétl plic jsou opravdu rozmanité. LiSi se u pneumonii, které jsou
akutni, subakutni a chronické, u déti a dospélych, dokonce i u lidi, ktefi byli ptivodné
zdravi, ktefi jsou imunokompromitovani, popiipadé u lidi, ktefi jsou v kontaktu

se zviraty.

Akutni pneumonie u dospélych lidi zpusobuji predevsim
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae. U déti
pneumonie vyvolavaji hlavné Haemophilus influenzae, pneumokoky a enterobakterie
Klebsiella  pneumoniae, u Kkojencli jsou to Streptococcus agalactiae a
Chlamydia trachomatis. Zanéty pridusek a plic u starsich lidi a seniort maji na svédomi
predevsim viry chfipky a na né nasledné nasedaji sekundarni bakterialni infekce. Zivot
ohroZujici sekundarni abscedujici pneumonie jsou zptsobeny vysoce virulentni kmeny
Staphylococcus aureus, které produkuji Pantontiv-Valentindv leukocidin (exotoxin, ktery

poskozuje membranu leukocidii) a mohou tak usmrtit i predtim zdravého jedince.
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Subakutni a chronické zanéty plic probihaji vétSinou jako tuberkuléza, kterou
vyvolava Mycobacterium tuberculosis a Mycobycterium bovis. Plicni abscesy vznikaji

nasledkem aspiracnich pneumonii zapri¢inénych predevSim anaerobnimi bakteriemi a

nékdy zlatym stafylokokem.

Vhodnym materidlem k laboratornimu priikazu jsou predevsim hemokultury a
bronchoalveolarni lavaz. Sputum je méné vhodny vzorek, prestoze pochazi z dolnich
cest dychacich, je vidy kontaminovan bakteriemi z hornich ¢asti dychacich cest a také

z st [2-4].
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2.2 PUVODCI INFEKCIi DYCHACI SOUSTAVY

2.2.1 BAKTERIALNI INFEKCE

Legionella pneumophila, Chlamydophila pneumoniae a Mycoplasma pneumoniae
patii mezi ptivodce, ktefif dokazi u lidi zptsobit primarni bakteriadlnich infekci dychacich
cest a mohou zplsobit tézké pneumonie. Od ostatnich bakteridlnich plvodci
respiracnich infekci se lisi predevsim v tom, Ze jsou intracelularnimi parazity a jsou hiire

kultivovatelné nez ostatni bakterie.

2.2.1.1 LEGIONELLA PNEUMOPHILA

Do rodu Legionella patii desitky druh, ale mezi nejvyznamnéjsi patii Legionnela
pneumophila, piredevsim jeji sérotypy 1 a 6, které jsou pivodci vétSiny infekci
zplsobenymi legionelou. Mezi dalsi casto izolované legionely patii naptiklad

Legionella bozemanii a Legionella micdadei.

Legionely se bézné vyskytuji vpilidé a ve vodach, at uz v prirodnich nebo
ve vodovodnich, kde dokazi odolavat vysokym teplotdm i dezinfek¢nim prostiredkiim
s obsahem chloru. Stejné tak byvaji legionely pritomné i v chladici kapaliné
v klimatizacich, odkud se snadno $iff do ovzdusi a po inhalaci aerosolu vyvolavaji infekci

[5-8].

Bakterie rodu Legionella jsou gramnegativni kratké stihlé tycky, nékdy az
kokobacily, které miizou mit nékdy i tvar tenkych vlaken, predevsim v kulturach. Byt
jsou gramnegativni, tak Gramovo barveni vaZou Spatné, jelikoZ ve své bakteridlni sténé
obsahuji charakteristické mastné Kkyseliny, které jiné bakterie ve svych bunécnych
sténach nemaji [9]. Legionely patfi mezi intracelularni parazity, ktefi se miizou mnozit
v makrofazich a monocytech v alveolech. Ve vakuolach hostitelskych bunék rostou a
svymi enzymy (fosfatdza, lipaza, nukledza a proteazy) nasledné bunku znici. V plicich
nemocného dochazi kvytvoreni cetnych lozisek bronchopneumonie a nasledné

k postiZeni celého plicniho laloku a fibrotizaci tkané [5, 10, 11].
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Symptomatické infekce zplisobené bakterii Legionella pneumophila miiZou
probihat dvéma zptlisoby, a to jako pontiackd horecka nebo jako legionarska nemoc.
Pro pontiackou horecku jsou typické vysoké teploty, bolesti svalli, nevolnost a zimnice.
Infekce trva jen kratce a poté dochazi k samovolnému uzdraveni, nedochazi k postiZeni
plic. Legionarskd nemoc je tézkou formou infekce, postihuje predevSim osoby
se snizenou imunitou, kuraky, stars$i osoby; miiZe koncit imrtim pacienta. Inkubacni
doba je mezi 2 a 10 dny [8, 9, 12-14]. Typickymi priznaky jsou vysoké teploty, tresavka,
bolesti hlavy a na prsou, suchy a neproduktivni kasel. Kromé postiZeni plic, kde dochazi
ke vzniku mikroabscesd, jsou postizeny i jatra, ledviny, centrdlni nervova a
gastrointestindlni soustava. Nejvétsi riziko Umrti na legiondfskou nemoc hrozi
imunokompromitovanym pacienttim, jako jsou onkologi¢ti pacienti, osoby s AIDS a

pacienti po transplantacich.

U pontiacké horecky terapie neni nutng, ptriznaky odezni samy. U legionarské
nemoci lze u lehc¢ich pripadi nasadit tetracyklin, jinak se k terapii poZziva azithromycin a

levofloxacin [5, 13].

Bakterie rodu Legionella 1ze stejné jako jiné bakterie prokazat dvéma zptlisoby, a
to bud’ primymi metodami, kam patii napriklad barveni, mikroskopie, kultivace, prikaz
antigenu, PCR a dal$i, a také nepiimymi metodami, které prokazuji pritomnost
protilatek ve vzorku. KvySetreni Legionella pneumophila se odebira sputum, aspirat
z bronchii, plicni biopsie, pleurdlni vypotek, moc v pripadé prikazu antigenu a
ke stanoveni protilatek sérum. Legionely lze obarvit pomoci Gramova barveni, ale je
potfeba prodlouzit plisobeni safraninu kvili sloZeni jejich bunécné stény. Dale lze
legionely znazornit pomoci stiibieni, kde se poté jevi jako kratké kokobacily; a

samoziejmeé lze pouzit i pfimou imunofluorescenci [5, 6, 15].

Legionely jsou aerobni bakterie, rostouci pri teplotach mezi 25 °C a 43 °C
(nékteré kmeny rostou lépe pti 35 - 36 °C a v atmosfére 2,5 - 5 %), jsou ale kultivacné
narocné, protoze nerostou na béznych kultivacnich pidach, jako je napriklad krevni
agar. Ke svému riistu vyzaduji ptidy obsahujici aminokyselinu cystein a Zelezo. Specialni
ptidou pro kultivaci legionel je takzvany BCYE agar, ktery kromé zminéného cysteinu a
Zeleza obsahuje extrakt z kvasnic, ktery slouZi jako zdroj zivin, a Cerné uhli, které
odstraniuje toxické metabolity vznikajici pti riistu bakterii. Kolonie rostouci na BCYE

ptidé se nejdiive objevuji po 48 hodinach (obvykle vSak za 5 - 10 dni), maji Sedou barvu
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a ostré ohraniceni [9, 15]. Nékteré druhy legionel dokazi v UV-svétle fosforeskovat, to
lze vyuZzit kjejich identifikaci. Biochemické testy se vétSinou nevyuZzivaji, ale lze
legionely identifikovat na zakladé jejich pohybu, pozitivni katalazy a hydrolyzy urey.
Nedokazi fermentovat cukry, ale zkapalnuji Zelatinu. Legionelovy antigen lze zachytit
vmoc¢i pomoci metody ELISA nebo pomoci komerc¢nich testii, které ale diagnostikuji

pouze sérotyp 1 Legionella pneumophila.

Nepiimy priikaz je moZny pomoci nepiimé imunofluorescence nebo metodou
ELISA, ale je nutné pocitat se zpozdénim protiladtkové odpovédi (8. - 10. den
onemocnéni), pro diagnostiku je nutny ¢tyinasobny vzestup titru v rozmezi dvou az tfi

tydnii [5, 6, 16, 17].

2.2.1.2 MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Mykoplazmata jsou malé bakterie, které nemaji Zadnou bunécnou sténu, proto se
prakticky Gramem nebarvi, popripadé jen velmi slabé a jevi se jako gramnegativni. Jsou
velice pleomorfni, kromé kokovitého tvaru mohou vypadat jako kokobacily, prstence,
Cinky i jako kratka nebo dlouha vlakna. Pro Mycoplasma pneumoniae je typické, Ze
na koncich miize mit zvlastni struktury, diky nimZ se dokaZe prichytit na sliznici
dychaciho traktu. V prirodé jsou velmi rozsifena a jsou mimo jiné vyznamna tim, Ze

Casto zpusobuji kontaminaci buné¢nych kultur [9, 18-20].

Infekce zpisobené Mycoplasma pneumoniae mohou byt mirné, leckdy
asymptomatické. Obvykle se projevuji predevsim jako tracheobrontitidy, které miizou
prejit v atypickou pneumonii. Infekce napada tkan mezi plicnimi sklipky (intesticium),
nikoliv plicni sklipky, jak tomu byva u jinych infekci, naptiklad u pneumonie zpiisobené
pneumokoky. Infekce byvaji castéjSi u déti neZ dospélych, casté a béZné jsou
v kolektivech mladych lidi, jejich pribéh a nasledek zalezi na véku, ¢im je pacient starsi,
tim miiZze byt pribéh infekce horsi. Inkubacni doba je 7 - 28 dni [4, 21, 22]. Prvnimi
priznaky onemocnéni byva bolest v krku, hlavy a svald, teprve kolem tretiho dne se
objevuje suchy a drazdivy kasel [9, 18, 23]. K1é¢bé mykoplazmovych infekci se pouZziva
doxycyklin, makrolidy (predevsim u détskych pacienti) pripadné chinolony [18, 24, 25].
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Bakterie Mycoplasma pneumoniae je moZzné kultivovat pouze na specialnich
ptidach, predevsSim sérovém bujonu obohaceném o glukézu, kvasni¢ni extrakt,
antibiotikum penicilin G a fenolovou ¢erven, ktera slouzi jako indikator Stépeni glukozy
a vpripadé pozitivity méni barvu zcervené na zlutou. Kolonie, které vyrostou
na specialni obohacené plidé za 2 az 5 tydnd, jsou zrnité s dzkym prihlednym lemem.
Z diivodu pracnosti a dlouhé kultiva¢ni doby neni kultivace béZnou diagnostickou

metodou [6, 23, 26].

K nepfimému priitkazu mykoplazmat se pouzivaji serologické reakce, predevsim
ELISA a komplementfixa¢ni reakce. Pro diagnostiku je vhodné vysetrit dva vzorky, které
maji mezi sebou casovy odstup, hodnoti se titr séra, ktery je v pripadé pozitivniho

vysledku ¢tyfnasobny [5, 6, 18].

2.2.1.3 CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE

Celed Chlamydiaceae se déli na dva rody, a to rod Chlamydophila, kam se Fadi
druhy Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci a Chlamydophila pecorum, a

rod, kam patti Chlamydia trachomatis.

Chlamydie jsou malé nepohyblivé bakterie, které jsou jen slabé barvitelné
Gramem a jevi se jako gramnegativni. Chlamydie jsou oznacované jako energicti
parazité, protoZe z hostitelské bunky ziskavaji makroergni fosfaty. Tyto bakterie maji
podobné sloZeni bunécné stény jako gramnegativni bakterie, ale na rozdil od nich jim

chybi peptidoglykan a naopak obsahuji vétsi mnozstvi lipida.

Bakterie Chlamydophila pneumoniae prodélavaji v hostitelské buiice unikatni
ristovy cyklus, pri kterém chlamydie méni svou morfologii. Ristovy cyklus zacina
infekéni castici, tzv. elementarnim téliskem, které pronika do bunky podobné jako
pfi endocytéze. Po nékolika hodinach se elementarni télisko preméni v retikularni
télisko, které uz je metabolicky aktivni a binarnim délenim se béhem 24 hodin méni zpét
na elementarni télisko diky tomu, Ze spotrebuje veSkerou energii napadené buriky.
Po dokonceni riastového cyklu chlamydie jsou hostitelské buniky natolik naplnény
elementarnimi télisky, Ze burika praskne a elementarni téliska se vyliji do okoli, kde opét

napadaji vnimavé bunky. Celkova délka bunécného cyklu se tak pohybuje mezi 48 - 72
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hodinami. Retikularni téliska ve fagosomech se jevi jako nitrobunécné inkluze, které lze

pomoci histologického barveni detekovat [5, 6, 27].

U sliznic, které maji na svém povrchu receptory pro elementarni téliska, tedy
predevsim sliznic dychacich cest, spojivek a urogenitalniho traktu, dochazi po napadeni
chlamydiemi k rozpadu bunék. Nasledkem toho dochazi k rozvoji zanétu, ktery se dal
prohlubuje, a dojde k zjizveni tkané, nasledkem toho miize u ocnich infekci dojit az
ke ztraté zraku anebo u infekci genitalti k neplodnosti. Chlamydophila pneumoniae
napada respiracni trakt a zptisobuje bronchitidy, pneumonie i sinusitidy [5]. Inkubacni
doba je pomérné dlouhd, je to okolo 3 az 4 tydni. Infekce se S$ifi kapénkami nebo
pfimym kontaktem. Tyto infekce jsou cCasté predevsSim v kolektivech mladych lidi.
S infekci se setka vétSina populace uz v détském véku, kterd se vSak vétSinou projevi
bez jakykoliv symptomii. Pti projevech infekce miize nemocného bolet v krku, Casty je i
piretrvavajici kasel, bolest hlavy a horecka [28, 29]. K terapii se pouzivaji tetracykliny,
makrolidy a fluorochinolony. Délka 1é¢by by méla byt alesponi 2 - 3 tydny, aby zasahla

vSechny faze ristového cyklu chlamydif [5].

Kultivace chlamydii je velice naro¢na. Nelze je kultivovat na umélych ptidach, ale
pouze na tkanovych kulturach, kurecich embryich, opic¢ich bunkach nebo mysich. [9]
Proto se kultivace v praxi uZz nevyuZziva. Ke kultivaci na tkanové kulture je potieba
odebrat od pacienta sputum. Ke kultufe se pridava cyklohexidin, ktery zabrani
metabolismu hostitelskych bunék. Dojde k adherenci chlamydii na povrch bunék pomoci
centrifugace a vzniklé inkluze se pak mohou prokazat imunofluorescen¢nim barvenim
anebo barvenim pomoci Lugolova roztoku. Metodou ELISA nebo primou
imunofluorescenci miizeme detekovat antigen, a to vnéjSi membranové proteiny, které
jsou specifictéjsi anebo lipopolysacharidy. Pomoci molekularné biologickych metod jako
jsou polymerazova retézova reakce (PCR), ligasova retézova reakce (LCR) a hybridizace
DNA miizeme detekovat specifické iiseky DNA. Vysoka citlivost a rychlost téchto metod
je stavi do popredi diagnostiky chlamydiovych infekci.

Protilatky proti Chlamydophila pneumoniae miiZeme prokazat pomoci
sérologickych metod. Nevyhodou ale je, Ze u primarni infekce nemusi dojit k vzestupu
titru protilatek a stejné tak mohou protilatky dlouhodobé ptetrvavat. Tvorba protilatek
se objevuje az za 6 - 8 tydnl po nakazeni. Mimo jiné se k detekci Chlamydophila

pneumoniae da pouZzit i mikroimunofluorescen¢ni metoda [5, 6, 30, 31].

20



2.2.2 VIROVE INFEKCE

Virové infekce zpusobuji vétSinu zanétli dolnich cest dychacich. Nékteré viry
zplUsobuji pouhé nachlazeni a infekce maji lehky pribéh, nékteré mohou naopak

zpusobit tézké pneumonie.

2.2.2.1 INFLUENZA VIRUS

Viry chripky maji tfi zastupce, respektive Influenza virus A, Influenza virus B a
Influenza virus C. NejduleZzitéjsi je virus chiipky A, jako jediny dokaze vyvolat pandemii.
Viriony chiipky A maji velikost okolo 80-120 nm, jsou ovalné nebo maji pleiomorfni
tvar, nékdy nabyvaji podoby dlouhych vldken [32, 33]. Segmentované vlakno RNA je
uloZené ve spiralovité nukleokapsidé, ktera je s enzymem RNA polymerasou schovana
v obalu. Virovy obal nese dva typy vybézkii, a to hemaglutinin, diky némuZ se virova
Castice prichyti na povrchové receptory vnimavé buiiky a je schopny shlukovat cervené
krvinky, a druhy typ vybézku neuraminidasu, diky némuZ se virus dokadze uvolnit
z buiiky [5, 34]. Influenz avirus A se rozdéluje na podtypy, jako je napt. HIN1, podle
rizné antigenni stavby hemaglutininu (18 antigenii) a neuraminidasy (11 antigent)
[35]. Kazdou sez6nu dochazi ke zménam antigenti na vybézcich (antigenni drift). BEhem
let se objevi novy podtyp chripky (antigenni shift), ktery vznika v hostitelské burice,
ve které se pomnoZi dva odliSné viry chiipky a vyméni si mezi sebou nékteré casti svého
genomu. Vysledkem pak muze byt rozvoj globalni pandemie chripky. Diky antigennim
zménam je imunita vici chiipce pouze docasna, proto se ockovaci latka pripravuje
kazdou sezonu sjinym antigennim sloZenim, podle nejnovéjSich kolujicich kment.
PrestoZe maji influenza viry obal a jsou citlivé vii¢i dezinfek¢nim prostiedkim, jejich

uchovani v laboratofi je pomérné snadné.

Chtipka probiha jako celkové onemocnéni, které se objevuje nahle po inkubacni
dobé trvajici kratce po dobu 1 - 3 dnf, s vyraznymi symptomy, které postihuji celé télo.
Mezi priznaky patfi predevSim zvySena télesna teplota az horecky nad 38 °C, svalova
slabost, zimnice, suchy kaSel, bolesti hlavy. Ryma nepatti mezi typické priznaky chripky
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[32-34, 36]. Nedojde-li ke komplikacim virézy, onemocnéni odezni za 7-10 dni [33].
Chripkové viry pronikaji do téla dychacimi cestami pomoci kapének, ve kterych napadaji
fasinkovy epitel, ¢imZ umozni bakteriim proniknout do okoli a dojde ke vzniku
sekundarni bakteridlni infekce. Jestlize dojde ktézkému pribéhu nemoci, miliZze se

vyskytnout tracheobronchitida nebo pneumonie [5, 32].

Lécba chripky byva obvykle pouze symptomaticka, nicméné na trhu jsou
dostupna antivirotika amantadin a rimantadin. Prevenci chripky predstavuje ockovani,
kdy ocCkovaci latka se pripravuje kazdy rok z chiipkovych kment, u kterych je nejvétsi

riziko nakazy [32].

Pro vysetreni chripky uvniti klinického materidlu je vhodné provést odbér
idealné do 3 dntli od propuknuti nemoci, kdy je v téle zastoupeno nejvice virovych ¢astic.
KvySetfeni se provadi stér ze zadni strany nosohltanu, Kktery se vytiepe
do transportniho media. Lepsi je vSak odsat pacientovi sekret z nosohltanu. K izolaci
viru a priikazu protilatek se odebira krev, kterou je vhodné odebrat jesté i za dalsi tyden
a poté znovu za dalsi tyden az 14 dni, kviili stanoveni titru protilatek a sledovani jeho

zmény [5].

Krychlym postuplim, jak detekovat viry chripky v klinickém materialu, patii
elektronova mikroskopie s pouZzitim negativniho kontrastu. K prikazu chiipkovych
antigenl se vyuZziva imunofluorescen¢nich nebo imunoenzymatickych metod. Pomoci
Real-Time PCR lze prokazat pritomnost nukleovych kyselin. Na ustupu je izolace viru
chiipky na tkanovych kulturdch a vajetnych zarodcich, kde lze pomoci antisér

proti hemaglutiniim urcit kmen chiipky [37].

K priikazu protilatek se vyuziva komplementfixa¢ni reakce, onemocnéni chiipkou
je potvrzeno, pokud dojde ke ctyindsobnému vzestupu titru. Vzorek krve je potreba
odebrat co nejdiive po propuknuti nemoci, po prvnim tydnu onemocnéni nemusi byt
vzestup titru prokazatelny. MoZnosti je poté vyrazny pokles titru protilatek v dalSim
vzorku, ktery je vhodné odebrat az za mésic. KFR se pouZiva obvykle k rozliSeni viru
chiipky A od viru chripky B. Dalsimi metodami neptfimého priikazu je ELISA a
hemaglutina¢né inhibic¢ni test, ve kterém dojde k inhibici virové hemaglutinace. HIT se

pouziva k diagnostice chripkového kmene [5].
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2.2.2.2 RS-VIRUS

Respiracni syncyalni virus vytvari velké mnohojaderné buriky zvané syncycia. RS-
virus patfi mezi velké obalené RNA-viry, které maji spiralni symetrii. Ma dvé antigenné
podobné skupiny A a B. RS-virus nema neuraminiddzu ani hemaglutinin a nedokaze tak
shlukovat erytrocyty [5, 32]. RS-virus ma nepravidelnou spiralni nukleokapsidu,

uloZenou v obalu s vybézky.

RS-virus je velmi citlivy k vliviim ve svém okoli. Pfi pokojové teploté je rychle
inaktivovan a pri chladnickové teploté jiZz po tydnu ztraci svou nakazlivost. Pokud
chceme RS-virus uchovat, je potieba ho zmrazit spolu s glycerinem nebo sacharosou

na -70 °C [5, 38].

RS-viry u starSich déti a dospélych zpulsobuji pouhé nachlazeni a vir6za ma
obvykle mirny priibéh, zatimco u novorozenci a kojenci zpisobuji infekce dychacich
cest, které se projevuji jako bronchopneumonie a bronchiolitidy. RS-virézy se Casto
vyskytuji jako nozokominalni ndkazy na novorozeneckych oddélenich. Inkuba¢ni doba
onemocnéni se pohybuje mezi 2-8 dny [32]. Mezi prvni priznaky patfi ryma s produkci
serdzniho sekretu, bolest v krku a nosohltanu, objevuje se kaSel. K ¢astym vedlejSim
priznakiim u RS-viréz je zanét Eustachovy trubice a stfedniho ucha. Lécba je pouze

symptomaticka, u tézkych pripadii je mozné podat ribavirin [5, 32, 33, 39].

Vhodny material k vySetfeni RS-virézy je odsaty sekret z dolnich cest dychacich,
popiipadé vyplach z nosu. RS-virus lze ze sputa a sekretii izolovat v priibéhu nékolika

dni, u dospélych béhem 2-3 dntli po nakaze, u déti 9-11 dnti [33].

K priikazu RS-vir(, respektive jejich antigenti v klinickém materialu, se pouziva
metoda imunofluorescence nebo ELISA. U dospélych se k vyssi citlivosti pouziva metoda
PCR. Pro prlkaz protilitek se pouZzivd imunofluorescentni metody, poptipadé
neutralizani test, ktery je vSak pracnéjSi. KFR neni u tohoto typu viréz pouzivana,

jelikoZ je metoda pomérné malo citliva [5, 40, 41].
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2.2.2.3 METAPNEUMOVIRUS

Metapneumovirus je podobny RS-viru. Zpiisobuje zanéty hornich a dolnich cest
dychacich, casto byva pritomna infekce stfedniho ucha. Kptiznakim virézy patii
horecka, zimnice, ryma, bolest hlavy a vyrazka. Infekce dolnich cest dychacich probihaji
obvykle jako bronchiolitidy [42]. K vySetfeni se pouZiva stér nebo sekret z nosohltanu.
Vzhledem k teprve nedavnému popsani tohoto viru se jako nejcitlivéjsi metoda zda byt

PCR. Lze vSak prokazat protilatky proti metapneumoviru metodou ELISA [5, 32, 43].

2.2.2.4 ADENOVIRUS

Adenoviry jsou neobalené DNA-viry s kubickou symetrii, jejichZ nukleokapsida
ma tvar dvacetisténu. Na vrcholcich kapsomer (kapsidovych bilkovin) maji vybézky,
které se podobaji Spendlikiim. Tyto vybézky jsou schopné vyvolat shlukovani krysich a
opicich erytrocytli. Kapsomery majici kulovity tvar se dotykaji okolnich Sesti kapsomer,
tato uskupeni se nazyvaji hexony. Z vnéjsi strany kapsomery se nachazi typoveé
specifické antigeny, zatimco na vnitini strané hexonu jsou komplementfixacni antigeny,
které jsou spolecné pro vice jak 40 typl adenoviri. Adenoviry se teoreticky rozdéluji

na druhy A az F, ale prakticky na serotypy 1 az 51.

Adenoviry jsou pomérné odolné viici vlivim zevniho prostredi, v€etné vysychani.
Pri bézné pokojové teploté jsou schopny vydrzet nékolik tydnii a v chladnicce az
v fadech mésici. Virové Castice spolehlivé znic¢i chlorové nebo aldehydové pripravky.
Pri dezinfekci rukou alkoholovymi prostiedky je nutné byt obezietny a nechat piipravek

plsobit delsi dobu (aZ 2 minuty) [5].

Adenovirézy se projevuji jako zanéty hornich a dolnich cest dychacich
doprovazené horeckou a nékdy zanétem spojivky. Mimo jiné milizou adenoviry vyvolat
infekci stirev a infekce mocovych cest [33, 44].

Pro prfimy priikaz adenoviri se pouzivaji vytéry, vyplachy a vzorky sekreti
z dychacich cest, popripadé vzorky stéru ze spojivky a stolice. Pro nepiimy priikaz je
potireba odebrat vzorek krve a nasledné druhy vzorek odebrat za 14 dni.
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K rychlé diagnostice adenovirézy, respektive adenovirovych antigeni, lze vyuZzit
komer¢nich setli zaloZenych na principu imunochromatografie nebo latexové aglutinace.
Skupinovy hexonovy antigen lze prokazat i pomoci imunofluorescence nebo PCR.
U serologickych  metod je nutné prokazat ctyfnadsobny — vzestup  titru
komplementfixaCnich protilatek namirenych proti skupinovému antigenu. Rutinné se
vyuziva ELISA a KFR, u které vSak miiZe byt protilatkova odpovéd’ slabsi a to predevsim

u malych déti [5, 45].

2.2.2.5 PARAINFLUENZA VIRUS

Parainfluenza virus patfi mezi nejvétSi RNA viry se spiralni symetrii, ktery ma

na svém obalu Cetné drobné vybézky.

Parachripka se S$ifi kapénkovou infekci a zplisobuje u déti infekce hornich
dychacich cest, doprovazené horeckou. U malych déti vyvolava bronchopneumonie nebo
zanéty pridusnice a pridusek. Inkubac¢ni doba je kolem 1-6 dni [32, 33]. Piiznaky
onemocnéni jsou necharakteristické, vir6za probiha jako infekce hornich a dolnich cest
dychacich. U zanét hornich cest dychacich byva castou komplikaci zanét stiedniho

ucha. Pro zanéty dolnich cest dychaci byva typicka laryngotracheobronchitida [32].

Pro pifimy prikaz virG parainfluenzy lze pouzit stéry z dychacich cest, ale
prokazuji pomoci imunofluorescenc¢ni metody, k priikazu virové RNA je vhodna metoda
Real-Time PCR. Serologického priikazu protilatek proti viru parainfluenzy se prilis
nevyuziva. Pfedevsim priikaz IgM protilatek nebyva moc spolehlivy a nelze spolehlivé
urcit typ parainfluenza viru, ktery zplisobil probihajici infekci, vzhledem k tomu, Ze jsou
bézné opakované infekce a jsou schopné zvysit titr protilatek i vici ostatnim typim

viru [5].
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2.2.2.6 RHINOVIRUS A KORONAVIRUS

Infekéni ryma nebo také bézné nachlazeni (common cold) zplisobuji nejcastéji
rhinoviry a koronaviry. Rhinoviry jsou malé neobalené RNA viry s dvacetisténnou
kapsidou. Rhinoviry maji vice nez 100 serotypl, a ztohoto dlivodu mivame rymu
opakované. Mezi lidmi se prenaseji kapénkami, ale také kontaktem rukou, na kterych
pri kychnuti ulpi nosni sekret. Inkubacni doba rhinovirézy je vrozmezi 1-5 dni.
Typickymi priznaky je ryma se ser6znim sekretem, bolest hlavy a zvySena teplota.
Diagnostika infek¢ni rymy zptlisobené rhinoviry se bézné neprovadi, neni potieba, 1ze jej
vSak zjistit z vyplachu nosu pomoci metody PCR. Serologické metody se nevyuZivaji,
protoZe existuje mnoho sérotypi a nemusi dojit kvyraznému vzestupu titru

protilatek [5, 32, 47].

Koronaviry jsou taktéZ RNA viry, ale na rozdil od rhinovirii maji obal s typickymi
vybéZzKky a jejich tvar ptripomina slune¢ni koronu [5]. Lidské koronaviry jsou v zimé
zodpovédné az za dvé tretiny pripadd nachlazeni u dospélych osob. Priznaky kromé
Casté rymy byvaji nespecifické infekce hornich a dolnich cest dychacich. Vyjimec¢né
u oslabenych osob mize dojit k pneumonii. Diagnostika koronavirii se bézné neprovadi

a lécba je pouze symptomaticka [5, 32, 40].

2.3 DIAGNOSTIKA RESPIRACNICH INFEKCI

Cilem mikrobiologického vySetieni je urcit, ktery mikrob zptisobil sledovanou
infekci. Mikroby lze ve vySetfovaném vzorku identifikovat pomoci primého a neptimého

prikazu.

Pii primém prikazu patrdme po daném patogenu, ktery se nachazi
ve vySetfovaném vzorku. Prokazat ho mizeme pomoci mikroskopu, at uz svételného
nebo elektronového, pomoci kultivacnich metod nebo miizeme ve vySetifovaném vzorku
patrat po slozkach typickych pro daného mikroba, ¢imZ mohou byt antigeny nebo
nukleové kyseliny. Primého priikazu patogenu pomoci pokusu na zvireti se dnes v praxi

vyuziva jen vyjimecné.
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U neptrimého prikazu, patrdme po protilatkach, které v organismu ziistaly po

infekénim onemocnénti [5].

2.3.1 MIKROSKOPIE

Vyhodou mikroskopie je rychlost a nizka cena vySetreni, zatim co nevyhodou je
citlivost a mikroskopie je leckdy pouze orientacni metodou. Abychom mohli mikroba
pod mikroskopem sledovat, je potfeba ho né¢im zvyraznit (barvou, stiibienim apod.).
Mikroskopie nativniho preparatu se v praxi témeéf nevyuziva. Vyjimkou je pozorovani
v zastinu pti identifikace treponemat, ktera zptisobuji syfilidu a diagnostika parazit6z a

mykéz.

Nejcastéji pouZivanym barvenim je barveni dle Grama, méné castéjSimi
barvenimi jsou barveni na acidorezistentni tycky (diagnostika tuberkul6zy), barveni dle
Giemsy (prukaz parazit) nebo fluorescencni barveni. Mikroby obarvené Gramovym
barvenim nam poskytnou informaci o tom, zda ve vySetfovaném vzorku néjaké bakterie
jsou, kolik jich tam je, jakou maji velikost, tvar (zda jsou to koky, kokobacily, ty¢ky nebo
maji jiny tvar) a jak jsou navzdjem usporadany (dvojice, shluky, retizky, atd.). Po
obarveni Gramovym barvivem miZeme ve vzorku pozorovat bud’ modrofialové

grampozitivni anebo Cervené zbarvené gramnegativni bakterie [5].

2.3.1.1 TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Transmisni elektronovy mikroskop umoziuje pozorovat objekty az do tloustky
100 nm pti vysokém zvétSeni a s vysokou rozliSovaci presnosti. TEM se v mnoha vécech
podoba klasickému svételnému mikroskopu. Oba typy mikroskopti maji zdroj svétla,
respektive elektronti, sklenéné nebo elektromagnetické coCky a stolek, na ktery je
preparat upevnén. Na rozdil od svételného mikroskopu ma TEM navic zdroj vysokého
napéti, vakuovy systém a dalsi. Uvniti mikroskopu je nutné zabranit ndhodnym srazkam
urychlenych primarnich elektrond s molekulami vzduchu, které by mohly ovlivnit

energii a smér ¢astic, proto je z tohoto diivodu vnitini prostor vakuovan [48, 49].
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Kazdy vzorek musi byt nejprve zbaven vody, aby nedochazelo
k jejimu bourlivému vyparovani a zpomaleni rychlosti elektronti uvnitt mikroskopu. Aby
nedochazelo kautodegradaci preparatu je potfeba ho nejdrive zafixovat, ¢imZ se
zachova jeho struktura. K fixaci se vyuZzivaji chemické nebo fyzikalni metody. DalSim
omezenim je tloustka preparatu, ktera by neméla presahnout 100 nm, jinak by
elektrony nedokazaly proniknout celym preparatem, popiipadé by byl vysledny obraz
rozmazany. Vzorky urcené pro transmisni elektronovy mikroskop lze upravit v podstaté
dvéma zplisoby, bud’ pfimou anebo nepifimou metodou. Pfima metoda ptipravy vzorku
spociva v tom, Ze se do mikroskopu vloZi cely vzorek zbaveny vody. Tuto metodu lze
vSak pouzit pouze u pozorovani malych objekti jako jsou bunécné organely, bakterie
nebo viry. U nepfimé metody v mikroskopu nepozorujeme originalni objekt, ale pouze

jeho repliku [48].

V mikrobiologii se vyuZivd metody nepiimého barveni, kterd je vhodna
pro objekty velikosti organel nebo celych bunék. Principem metody je zachyceni vzorku
na podlozni félii, kterd je nataZena na sit’ce a nasledné zalita barvivem z tézkych kovu.
Barvivo se nasledné dostane do okoli bunék a vytvori tak temné pozadi, zatimco bunky

se jevi jako svétlé.

Vysledny obraz ztransmisniho elektronového mikroskopu je wuchovavan

na specialnim fotografickém materialu nebo v digitalni podobé diky CCD kameram [48].

2.3.2 KULTIVACE

Ac kultivace nepatii mezi nejrychlejsi diagnostické metody, v praxi ma stale svoje
opodstatnéni. Vyhodou kultivace je jeji jednoduchost, cena a také moZnost dale pracovat
s vyizolovanym bakteridlnim kmenem. Nevyhodou je bezesporu c¢asova narocnost,
kompletni vysledek je mozné ziskat i po nékolika dnech. Ke kultivaci se lze vyuzit jak
ptid tekutych (rtGzné bujony, peptonova voda atd.), které obvykle slouzi spiSe
k pomnoZeni bakterie, tak ptid pevnych. Nejhojnéji pouzivanou pevnou ptidou je krevni
agar, a to diivodu, Ze pokud je tato plida kultivovana v prostredi se zvySenou tenzi oxidu

uhlicitého, roste na ni vétSina lékar'sky vyznamnych mikrobti [5, 50].
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Vybér kultivacnich plid zaleZi na misté odbéru vySetrovaného vzorku (jiné sady
se pouzivaji u respiracnich infekci, jiné u infekci traviciho traktu, mocovych infekci atd.),
kultivacnich narocich bakterie (aerobni/anaerobni prostredi, pritomnost ATB apod.)
a tak dale [5].

2.3.3 BIOCHEMICKE TESTY

Ne vZdy se se podarii mikroba identifikovat na zakladé mikroskopie a kultivace,
proto si mikrobiolog miZe svou domnénku potvrdit také biochemickymi testy.
Principem biochemickych testii je reakce substratu s mikrobidlnim enzymem za vzniku
produktu, ktery ma odliSnou barvu, popiipadé konzistenci nez piivodni substrat.
V nékterych pripadech musime k produktu piidat vhodny indikator, ktery produkt
znazorni. Z diivodu uspory casu jsou velmi vyhodné rychlé biochemické testy, kde je
vysledek vidét jiz za nékolik sekund nebo minut. Do rychlych biochemickych testti patii
napriklad katalasovy test nebo testy s diagnostickymi prouzky, které méni barvu
(oxidazovy test, PYR-test a dalsi). DalS$i skupinou testli jsou testy provadéné
ve zkumavkach, na odecteni vysledki si vS§ak musime pockat nékolik hodin nebo den.
Tyto testy nam mohou prozradit, zda dany mikrob dokaZe fermentovat cukry, tvorit

plyny, Stépit specificky substrat nebo se dokaze pohybovat [3, 5].

2.3.4 DETEKCE ANTIGENU

Pokud chceme ve vySetfovaném vzorku prokazat bakterialni antigen, je nutné mit
proti tomuto antigenu znamou protilatku. Protilatky mohou byt namifeny proti vicero
epitoplim antigenu, pak se jedna o polyklondlni protilatky anebo pouze proti jedné
antigenni determinanté, jak je tomu u protiladtek monoklondlnich. K priikazu ve vzorku
se vyuziva aglutinacnich, imunoenzymatickych (ELISA) nebo imunofluorescenc¢nich

metod [3, 5].
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2.3.5 DETEKCE PROTILATEK

Detekce protilatek patii mezi nepifimy prikaz plivodce infekce, protoze
nezjiStujeme patogen jako takovy, ale pouze reakci imunitniho systému na néj, Cili
protilatky. Abychom vSak infekci mohli potvrdit, musime dokazat, Ze béhem
probihajictho onemocnéni se protilatky teprve objevily nebo se signifikantné zvysSilo
jejich mnozstvi. Mezi serologické reakce patii napriklad aglutinace, precipitace,
komplementfixacni reakce, neutralizacni reakce atd. Mezi dal$i metody priikazu
protilatek patii i reakce se znacenymi sloZkami, kam patii ELISA, imunofluorescence a

imunoblot [3, 5].

2.3.6 PCR

Polymerazova retézova reakce se zacina ¢im dal vice rutinné vyuZivat
v mikrobiologickych laboratofich. Je vhodna predevsim tam, kde ma patogen dlouhou

kultivacni dobu, Spatné se kultivuje a jeho urceni je velmi obtiZné [5].

PCR reakce probiha na principu amplifikace (zmnoZeni) specifické c¢asti DNA.
Cela reakce je sloZena ze tii krokl - denaturace, hybridizace a elongace a tyto kroky se
pak nékolikrat za sebou opakuji. VSechny tyto kroky probihaji v termocykleru, ktery
dokaZe automaticky regulovat teplotu mezi jednotlivymi fazemi. B€éhem denaturace
nejprve dochazi krozdvojeni dvouvldknové DNA, na niZ plsobi vysoka teplota (cca
95 °C). Pri hybridizaci nejprve dojde k ochlazeni reakéni smési a poté se na specificka
mista na vlaknech DNA navaZou primery. PCR primery jsou malé ¢asti jednovlaknové
DNA, které maji délku okolo 20 nukleotidt. V kazdé PCR jsou pouzity dva primery, tak
aby ohranicovaly specifickou oblast DNA, ktera se ma amplifikovat. V posledni fazi, tedy
elongaci, se diky enzymu Taq polymerazy (izolovana z bakterie Thermus aquaticus) a
oligonukleotidii, které musi byt v reakci v prebytku, se primery prodluzuji a vznikaji tak
nové komplementarni retézce. Na zacatku jsme tedy méli pouze jeden dvouvlaknovy
retézec DNA a na konci reakce jsou uz retézce dva. Nové vzniklé amplikony (produkty)

jsou v dalSim cyklu pouziti jako matrice pro vznik dalSich kopii hledané DNA. Po kazdém
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probéhnuti téchto tri krokl tak exponencidlné nartistd mnozstvi DNA ve zkumavce.

Pocet cykll byva kolem 30.

Nespornou vyhodou této metody je mozZnost detekce pivodné malého mnozZstvi
bakterialni DNA ve vySetfovaném vzorku a také cas, vysledek mliZzeme védét jiz za par

hodin [3, 51-53].

V klinické mikrobiologie se nejcastéji pouziva Real-Time PCR, ktera umoZnuje
kvantifikaci DNA produktu v redlném case. Abychom mohli detekovat nartist mnozstvi

produktu, jsou primery oznacené riznymi fluorescen¢nimi barvivy [54, 55].

31



3 CIiLE PRACE

Praktickd cast diplomové prace je zaméfena na sbér vzorkii od pacientt
s infekcemi dychacich cest. Cilem je ve vzorcich detekovat metodou Real-Time PCR DNA
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniiae. Nékolik
vzorkli bude zpracovano metodou negativniho barveni pro znazornéni bakterii a
virovych castic a poté prohlédnuto pod transmisnim elektronovym mikroskopem.
Odbéru vzorku predchazelo vyplnéni dotazniku, ve kterém jsou uvedeny priznaky
infekce a pripadna terapie. Vysledky téchto dotaznikli budou v praci statisticky

vyhodnoceny.
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4 METODIKA

4.1 VZORKY

Odbér vzorkl probihal od podzimu roku 2016 do jara 2017 a poté od podzimu
2017 az do jara 2018. Vzorky pochdazely od dobrovolniki a pacienti obvodnich 1ékar,

kteri se do studie zapojili.

4.2 1zZoLACE DNA

Po odebrani vzorku byl stérovy tampon zalomen do zkumavky s lyza¢nim

roztokem a az do dalsiho zpracovani byl uchovavan ve tmé.

Bakteridlni DNA obsazenda ve vzorku zvytéru krku byla izolovdna pomoci
pristroje Chemagic Prepito-D, jehoZ princip izolace nukleovych kyselin je zaloZen
na pouziti magnetickych castic. Vzorky z vytéru z krku byly pro izolaci pripravovany

podle nasledujiciho postupu:

1. Pomoci pinzety se uchopil zalomeny vytérovy tampon, ze kterého se o stény
zkumavky setfelo co nejvice roztoku, a poté byl tampon vyhozen.

2. Do zkumavky s 450 pl lyza¢niho roztoku bylo pridano 200 pl PCR vody, 20 pl
IC DNA (interni kontrola) a nakonec 10 pl proteinazy K.

3. Smés ve zkumavce byla po dobu 20 minut inkubovana pii 65 °C

na termotiepacce pii 700 otackach.

4. Smeés ve zkumavce byla prepipetovana do desticky do prvni fady.
Do mikrozkumavky v prvni pozici Tip and Tube Rack bylo napipetovano 50 pl
Elution Buffer

6. Do mikrozkumavky v druhé pozici Tip and Tube Rack bylo napipetovano
150 pul Magnetics Beads

7. Do treti pozice Tip and Tube Rack byl vloZen prislusny pocet jednorazovych
Spicek urcenych pro Chemagic Prepito-D.

8. Desticka byla vloZena do izolatoru a byl spustén program
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4.3 REAL-TIME PCR DETEKCE LEGIONELLA PNEUMOPHILA, MYCOPLASMA
PNEUMONIAE A CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE

K detekci bakteridlni DNA Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a
Chlamydophila pneumoniae metodou Real-Time PCR byly pouZity soupravy EliGene®
Legionella pneumophila UNI, EliGene® Mycoplasma pneumoniae UNI a EliGene®
Chlamydophila pneumoniae UNI. KaZda sada obsahuje UNI Mix, PC DNA, IC DNA 01, Eli
Blocker (pro LightCycler® 2.0) a ROX dye (pro ABI pristroje) pro danou vySetiovanou
bakterii.

Obr. 1: EliGene® Legionella pneumophila UNI - sada pro detekci legionely
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Principem diagnostické soupravy je Real-Time PCR s pouZitim hybridiza¢nich
sond (Molecular Beacons hybridization probes). Detekce L. pneumophila, M. pneumoniae,

C. pneumoniae a interni kontroly je uskute¢néna pomoci primeri a znacené sondy.

Pro L. pneumophila, M. pneumoniae, C. pneumoniae je pouZzitd sonda znaCend FAM

barvou a pro interni kontrolu je pouZita sonda znacena HEX barvou.

Do jamek reakcni desticky bylo napipetovano 5 pl L. pneumophila UNI Mixu, M.
pneumoniae UNI Mixu nebo C. pneumoniae UNI Mixu a 5 pl izolované DNA (dohromady

tedy 20 pl v jedné jamce).

Do jamky s pozitivni kontrolou bylo pridano 15 pL UNI Mixu dané bakterie a 5 pl
PC DNA vysetiované bakterie.

Jamka s negativni kontrolou obsahovala 15 pl UNI Mixu vySetfované bakterie a

5 ul PCR vody.

PCR reakce probéhla v termocykleru LightCycler 480 od firmy Roche, kde byl
nastaven tento teplotni profil, ktery byl stejny pro Legionella pneumophila, Mycoplasma

pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae:

1. Step 1 - Analysis mode ,None“, 1 Cycle
95 °C 3 minuty Ramp rate (4.4 °C/s) Acquisition mode ,None*“
2. Step 2 - Analysis mode ,Quantification®, 50 Cycles

95 °C 5s Ramp rate (4.4 °C/s) Acquisition mode ,,None"
55°C 20s Ramprate (2.2 °C/s) Acquisition mode ,Single“
72°C 10 s Ramp rate (4.4 °C/s) Acquisition mode ,,None"

3. Step 3 - Analysis mode ,None”, 1 Cycle
40 °C 1 minuty Ramp rate (2.2 °C/s) Acquisition mode ,,None"

V pripadé pozitivniho vysledku pro Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae nebo Chlamydophila pneumoniae dojde k amplifikaci produktu a tim i

narudstu signalu ve FAM kanalu. Amplifikacni signal se objevi pred 45. cyklem.

Jestlize ve vzorku nebyla pritomna DNA Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae nebo Chlamydophila pneumoniae, nedoslo k amplifikaci a tim padem ani

k nartstu signalu ve FAM kanalu. Negativni vysledek vSak nevylucuje pritomnost infekce
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zplUsobené Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila
pneumoniae, protoZe vysledek zavisi na sbéru vzorku, jeho zpracovani a obsahu
dostate¢ného mnoZstvi bakterialni DNA. Interni kontrola musi byt amplifikovana vzdy,
amplifikace se projevi nartistem signdlu v HEX kanalu. Pokud by nedosSlo k narlistu
amplifika¢niho signdlu v kanadlu FAM specifického pro DNA Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae, ani v kanalu HEX pro Interni
kontrolu, musi se analyza zopakovat znovu a idedlné s nové izolovanymi vzorky. Intern{
kontrola ukazuje kvalitu izolace DNA a detekuje ptipadné chyby béhem izolace DNA.

Pozitivni kontrola ukazuje na kvalitu MasterMixu.

Senzitivita i specificita EliGene® Legionella pneumophila UNI Kitu, EliGene®
Mycoplasma pneumoniae UNI Kitu i EliGene® Chlamydophila pneumoniae UNI Kitu je
100%. VSechny 3 soupravy pro detekci Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae dokazi detekovat 101-108 vySetfované

bakteridlni DNA molekul v reakéni smési.
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Amplification Curves
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Obr. 2: Vyhodnoceni Real-Time PCR detekce bakterie. Ve FAM kandlu je Cervené vyznacena
pozitivni amplifikacni krivka, v tomto pripadé jsou zde 2 pozitivni amplifikacni krivky,
jedna patri pozitivni kontrole a druhd patii vzorku. Negativni amplifikacni krivky maji

zelenou barvu.
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Amplification Curves
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Obr. 3: Vyhodnoceni Real-Time PCR detekce bakterie. VHEX kandlu jsou vidét
amplifikacni krivky Internich kontrol. Na obrdzku jsou vidét zelené primky vzorkd,
u kterych nedoslo k amplifikaci. U vzorki, kde nedoslo k amplifikaci Internich kontrol, byla

analyza provedena znovu a tentokrdt uz doslo k jejich amplifikaci.

4.4 ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Pied samotnym vytérem byl vytérovy tampon navlhcen ve fyziologickém roztoku,
aby nedoslo kvsaknuti vzorku do vnitfrku tamponu, kde by se virové Castice mohly
zachytit. Po setreni krcni sliznice byl vytérovy tampon zalomen do zkumavky s 90 pl
fyziologického roztoku a nasledné byla zkumavka uloZena do lednice, pripadné

mrazaku, neZ probéhlo zpracovani vzorku.
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Vzorky z vytérl z kréni sliznice byly resuspendovany v PBS a poté byla suspenze
nanesena na hodinové sklicko. Na tuto suspenzi byla priloZena sitka potazena
formvarovym filmem a uhlikem (Agar Scientific, Austria). Po 2 minutach byla sitka
pinzetou ze suspenze odebrana a zbytky vody ve vzorku byly vysuSeny prouzkem
filtratniho papiru. Nasledné byla na sitku kdpnuta kapka 1% NH4MoOs4, po nékolika
sekundach plisobeni molybdanu byl zbytek barviva znovu vysuSen filtra¢nim papirkem.
Takto pripraveny vzorek metodou negativniho barveni byl prohliZen pod elektronovym
mikroskopem Philips 2085 MORGAGNI ( FEI, Ceska republika ) pii zvétSeni 14 000 x a
pti urychlovacim napéti 80kV.

Nevyhodou této metody je, Ze viry lze ve vzorku zachytit zhruba béhem 1-3 dnfi
po vypuknuti onemocnéni, vzorek by mél byt nejlépe odebran, kdyZ ma pacient horecku.

Dalsi nevyhodou je citlivost metody, v 1 ml vzorku musi byt alespont 10° virovych ¢astic.
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5 VYSLEDKY

Dohromady bylo zpracovano 92 vzorkt vytért z krku od pacientt a dobrovolnikt
sinfekci dychacich cest. Od podzimu 2016 do jara 2017 bylo od praktickych lékart
v Brné sebrano celkem 56 vzorkul. Dalsi sbér probihal od prosince 2017 az do konce

brezna 2018, kterého se zucastnilo 36 dobrovolniku.

5.1 REAL-TIME PCR DETEKCE LEGIONELLA PNEUMOPHILA, MYCOPLASMA
PNEUMONIAE A CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE

Ze vSech 92 vzorki vytért z krku byla vyizolovana DNA a nasledné provedena
PCR analyza s detekci bakterii Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a

Chlamydophila pneumoniae.

Pri PCR detekci Legionella pneumophila a Chlamydophila pneumoniae nebyl zjistén Zadny
pozitivni vzorek. Byly vSak zaznamendny 2 vzorky, u nichz doslo knaristu
amplifika¢niho signalu pred 45. cyklem, lze je tedy oznacit za pozitivni na bakterii
Mycoplasma pneumoniae. Jeden pozitivni vzorek pochazel od pacienta zprvni sady
vzorkl, které byly sbirdny praktickymi lékari, a druhy pozitivni vzorek pochazel

od dobrovolnika z druhé sady vzorkii.
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Amplification Curves  Mycoplasma pneumoniae
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Obr. 4: Pozitivni vzorek pri Real-Tme PCR analyze bakterie Mycoplasma pneumoniae

Na obrazku cislo 4 je zaznam z priibéhu Real-Time PCR, kde jsou v kanale FAM
vidét dvé pozitivni amplifikacni krivky, které jsou znacené Cervené. Jedna pozitivni
amplifika¢ni krivka patii vzorku, kde doslo k nartistu amplifikacniho signalu po 26.
cyklu a druha pozitivni kontrole, kde doslo k nartstu po 28. cyklu. U ostatnich vzorkt
nedoslo knartGstu amplifikacniho signadlu, jsou znaceny zelené, vzorky jsou tedy

negativni na pritomnost bakterie.

41



Amplification Curves Mycoplasma pneumoniae
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Obr. 5: Pozitivni vzorek pri PCR analyze bakterie Mycoplasma pneumoniae

Stejné jako na predchozim obrazku jsou i na obr. 5 vkandle FAM vidét dvé
pozitivni amplifika¢ni krivky, které jsou znacené cervené. Jedna pozitivni amplifika¢ni
krivka patii vzorku, kde dosSlo k nartistu amplifika¢niho signalu po 26. cyklu a druha
pozitivni kontrole, kde doslo k nartistu po 27. cyklu. Negativni vzorky jsou opét znaceny

zelené, u nich nedoslo k Zddnému narustu signalu.

5.2 ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Pti sbéru vzorkil vytéra z krku, ktery probéhl na konci roku 2017 a zacatku roku
2018, bylo kromé vytéru krku na izolaci DNA a naslednou Real-Time PCR analyzu udélan
i vzorek vytéru krku, ktery byl obarveny metodou negativniho kontrastu a nasledné byl
prohlédnut pod transmisnim elektronovym mikroskopem. Pod mikroskopem bylo
prohlédnuto 8 vzorkid. 7 vzorkl bylo odebrano prvnim dobrovolnikim nasi studie,

posledni, tedy osmy vzorek byl odebrdn muzi shoreckou, u kterého byla vétsi
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pravdépodobnost zachytit pripadné virové cCinitele, pokud by byla infekce virového
ptivodu. Cilem tohoto vySetieni bylo zjistit, zda se ve vzorku nevyskytuji néjaci virovi
Cinitelé, virové Castice se vSak nepodatilo najit v zadném vzorku. U vSech vzorkid byly
zjistény bliZe neklasifikované bakterie, které mohly byt ptivodcem infekce, avSak také
mohly byt soucasti prirozené mikrofléry. Mezi nalezenymi koky by mohly byt bakterie
rodu Streptococcus (napt. S. pneumoniae, S. pyogenes), Staphylococcus aureus, Neisseria
meningitis. Ztyc¢ek bychom mohli identifikovat naptiklad bakterie, jako jsou
Haemophilus influenzae a Klebsiella pneumoniae. A samoziejmé bychom mohli najit
bakterie Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae.
U vétSiny vzorkil byly nalezeny bakteriofagy. = U Zadného zvzorkli prohliZenych
pod elektronovym mikroskopem nebyla metodou Real-Time prokdzana infekce

zplsobena L. pneumophila, M. pneumoniae ani C. pneumoniae

5

1000 nm

Obr. 6: Fotografie zelektronového mikroskopu, na které je zachycena dvojice koki
(diplokok)
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1000 nm |

Obr. 8: Fotografie z elektronového mikroskopu, na které je zachycen bakteriofdg
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Na obrazcich (Obr.) 6 - 8 jsou pro ukazku fotografie ztransmisniho
elektronového mikroskopu. Vice fotografii je wuvedeno v priloze kjednotlivym

vySetfenym vzorkim.

Prvni vzorek, zpracovany metodou negativniho barveni a nasledné prohliZeny
pod transmisnim elektronovym mikroskopem, patfil 20leté Zené nekufacce. Zena
do dotazniku uvedla zvySenou teplotu 37,2 °C, bolest v krku, vykaslavani purulentniho
sputa, zvétSeni krénich uzlin a rymu s produkci Zlutozeleného sekretu. Bolest na plicich
a uzivani antibiotik Zena negovala. V preparatu byly nalezeny koky i tycky, jedna z tycek

méla bicik. V priloze 1 jsou priloZeny snimky z elektronového mikroskopu.

Druhy vzorek byl od sedmadvacetileté Zeny nekuiacky. Zena méla béZnou
télesnou teplotu (nizsi nez 37 °C), zvétSené kréni uzliny, bolest v krku, suchy kasel a
rymu s purulentni sekreci hlenu. Zena nepocitovala Zadnou bolest na plicich. Nemocna
uzivala antibiotikum Augmentin (délka uZivani nebyla uvedena). V preparatu nebyly
témeér zadné bakterie, pravdépodobné nebyla setfena dostatecna ¢ast kréni sliznice.

Opét byly pritomné bakteriofagy. V priloze 2 jsou priloZeny fotografie z TEM.

Treti preparat, ktery byl prohlédnut pod mikroskopem, byl zhotoven z vytéru
kréni sliznice 29leté Zeny nekufacky. Zena méla béznou télesnou teplotu, kromé bolesti
v krku pocitovala taktéZ bolest na plicich. Zena méla suchy kasel a rymu s produkci
Zlutozeleného hlenu, kréni uzliny nebyly zvétSené. Pred odbérem Zena nebrala zZadna
antibiotika. V preparatu byly nalezeny bakterie, a to jak koky (diplokoky), tak tycky,

snimky nékterych nalezenych bakterif jsou v priloze 3.

Ctvrty vzorek byl odebran 33letému muzi nekur-dkovi s béznou télesnou teplotou.
MuZz do dotazniku uvedl, Ze ma nasledujici priznaky - bolest na plicich, kaSel
s vykaSlavanim Zlutozeleného sputa, produkce Zlutozeleného nosniho sekretu. Zaporné
odpovédél na bolest vkrku a uZivani antibiotik. Pfi prohliZeni mikroskopem byly
v preparatu nalezeny bakterie, mimo jiné shluky tycek, a bakteriofagy. Snimky

ze Ctvrtého preparatu jsou v priloze 4 na konci prace.
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Paty vzorek poskytla 38letd Zena nekutacka. Zena neméla zvysenou teplotu,
netrpéla bolesti v krku ani na plicich. Pri kasli Zena vykaSlavala sputum Zlutozelené
barvy. Zena do dotazniku uvedla pfitomnost rymy, nosni sekret byl &iry. Pfed odbérem
vzorku nebyla Zena léCena Zzadnymi antibiotiky. V preparatu byly kromé bakterif

pritomné i bakteriofagy, které jsou také zachyceny na snimcich v priloze 5.

Sesty vzorek byl vytér zkrku provedeny sedmadvacetileté Zené nekufacce.
V dobé odbéru méla Zena horecku (38 °C), bolelo ji v krku, méla zvétSené krcni uzliny a
kasel, pfi kterém vykaslavala ¢iré sputum. Zena negovala bolest na plicich, rymu a
probihajici 1é¢bu antibiotiky. V priloze 6 jsou snimky z prohliZeni preparatu, pri kterém

byly nalezeny bakterie - koky (diplokoky) a tycky.

Sedmy preparat byl udélan z vytéru krku Sestactyricetileté Zeny nekuracky, ktera
méla mirné zvy$enou télesnou teplotu (37 °C). Zena nepocitovala bolest v krku ani
na hrudi, neméla zvétSené kréni uzliny a nebrala Zadna antibiotika. Trapil ji vSak suchy
kasel a ryma s produkci ¢irého sekretu. V preparatu byly kromé bakterii nalezeny i

bakteriofagy (viz priloha 7).

Posledni, osmy, preparat byl zhotoven ze stéru kr¢ni sliznice 74letého muze
nekuiaka, ktery mél télesnou teplotu 38,2 °C. Z piiznakd uvedl do dotazniku pouze kasel
s vykaslavanim mukézniho sputa a rymu se sekreci ¢irého sekretu. Muz nepocitoval
zadnou bolest v krku ani na plicich, nemél zvétSené uzliny a v dobé odbéru nebyl 1écen
zadnymi antibiotiky. Stejné jako u vétSiny predchozich preparati, byly i zde pozorovany

bakterie a bakteriofagy. Potrizené snimky jsou uvedeny v priloze 8.
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Preparat .| Vék Télesna Koureni . Vykaslavani Charakter
v Pohlavi Kasel
teplota: sputa sputa
1 Zena 20 37,2°C ne ano ano purulentni
2 Zena 27 <37°C ne ano ne -
3 Zena 29 <37°C ne ano ne -
4 muz 33 <37°C ne ano ano purulentni
5 Zena 38 <37°C ne ano ano purulentni
6 Zena 27 38°C ne ano ano Ciry
7 Zena 46 37°C ne ano ne -
8 muz 74 38,2 °C ne ano ano Ciry
Preparat Bolest Bolest na Zvétsené kréni - Charakter ATB
Y . . . Smrkani: .
c. v krku: plicich: uzliny: hlenu: terapie:
1 ano ne ano ano Zluty/zeleny ne
2 ano ne ano ano Zluty/zeleny ano
3 ano ano ne ano Zluty/zeleny ne
4 ne ano ne ano Zluty/zeleny ne
5 ne ne ne ano Ciry ne
6 ano ne ano ne - ne
7 ne ne ne ano Ciry ne
8 ne ne ne ano Ciry ne

Obr. 9: Tabulka s tidaji z dotaznikii
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5.3 ZPRACOVANIi DOTAZNIiKU

Pied tim, neZ byl u pacienta nebo dobrovolnika udélan vytér krku, byl s nim

nejprve vyplnén dotaznik, kde bylo uvedeno:

e pohlavi

o vék

e koureni

e télesna teplota

e bolestv krku

e bolestna plicich

e KkaSel

e vykaSlavani sputa

e charakter sputa (ser6zni, muko6zni, purulentni)
e zvétSené krcni uzliny

e smrkani

e charakter hlenu (¢iry, zluty/zeleny)
e ATB terapie

e jinaléciva

V dotaznicich, které vyplnovali 1ékafi s pacienty, bylo navic uvedeno i poslechovy
nalez, pritomnost Cepli na mandlich, diagnéza a pripadna zména antibiotické terapie
pri dalsi kontrole. Oproti dotaznikiim z dalSiho sbéru vzorkid od dobrovolniki chybély
zaznamy o bolesti krku a bolesti na plicich. Celkem bylo zpracovano 74 dotazniki (38
od 1ékarti a 36 dotaznikli od dobrovolnikii), bohuZzel k 18 vzorkiim nam lékar dotazniky

nedodal.
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Pohlavi

B muzi

M Zeny

Obr. 10: Graf s procentudInim zastoupenim muzii a Zen

4% 1% Vvék
W <20 let

W 20-29 let
W 30-39 let
W 40-49 let
W 50-59 let
W 60-69 let
m>70 let

Vek zen

[ 1
o

Vek mu

Obr. 11: Graf s procentudInim zastoupenim vékovych kategorii pro dané pohlavi
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Na obr. 10 miizeme z kolacového grafu odecist procentudlni zastoupeni muzi a
Zen, kde je patrné, ze vzorkl pochazejicich od Zen (56) bylo trikrat vice nez od muzi
(18). Kolacové grafy na obr. 11 ukazuji procentuadlni zastoupeni vékovych kategorii
u muzd, Zen a vSech osob, kterym byl udélan vytér krku. Nejpocetnéjsi skupinou byli lidé
v rozmezi 30 aZ 39 let. Procentualni zastoupeni stejnych vékovych kategorii bylo u muzi
a Zen témeér shodné, nejvétsi procentudlni rozdil mezi muzi a Zenami byl u osob mladsich
20 let a osob starsich 60 let, tyto skupiny soucasné pattily mezi nejméné zastoupené.

Pramérny vék byl 42,6 let, priimérny vék muzi byl 41 let a Zen 43,6 let.

Koureni

M ano

M ne

Obr. 12: Graf s procentudInim zastoupenim kurdkii

Vétsina osob (85 %) byla nekuidky, pouze 15 % lidi uvedlo, Ze je pravidelnymi

kuraky. Mezi muzi a Zenami, ktef{ kourili, nebyl vyznamny procentudlni rozdil.
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Télesna teplota
1%

W <36,9 °C
m37-37,9°C
m 38-38,9 °C
W 39-39,9 °C
m>40 °C

Obr. 13: Graf's procentudInim zastoupenim rozmezi télesnych teplot

Nejvétsi ¢ast pacientt, ktera vyhledala 1ékate, a dobrovolniki s respira¢ni infekci
(45 %) méla normalni télesnou teplotu pod 37 °C. 30 % lidi mélo zvySenou teplotu
vrozmezi 37 az 37,9 °C. Horecku, tedy télesnou teplotu vyssi nez 38 °C mélo 25 % osob.

Jeden pacient, ktery navstivil 1ékare, mél télesnou teplotu 40 °C.

Bolest v krku

M ano

M ne

Obr. 14: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni pritomnosti bolesti krku

Pti prvni sadé sbéru vzorkil od l1ékarti nebyla otazka na bolest v krku v dotazniku
zarazena. Vysledky zobrazené v kolaCovém grafu jsou ziskané aZ zdotazniki
od dobrovolniki. Jak lze na kola¢ovém grafu na obr. 14 vidét, vice neZ polovina osob
(69 %) uvedla, Ze je boli nebo Skrabe v krku.
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Bolest na plicich

M ano

M ne

Obr. 15: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni pritomnosti bolesti na plicich

Stejné jako byla ,bolest v krku“ zarazena do dotazniki az pii sbéru vzorku
od dobrovolnikd, tak i ,bolest na plicich“ byla do dotazniku uvadéna pozdéji. Obr. 15
znazoriiuje kolacovy graf s Cetnosti zastoupeni odpovédi ,ano“ a ,ne“ na otazku, zda
osobu boli na plicich. VSichni, kteff odpovédéli kladné na otazku, zda je boli na plicich,

meéli zaroven i kasel.

Kasel

B ano

M ne

Obr. 16: Graf ukazujici procentudlni zastoupeni pritomnosti kasle
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Vykaslavani sputa

B ano

M ne

Obr. 17: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni pritomnosti sputa pri kasli

Charakter sputa

M bez sputa
m Ciry

W purulentni

Obr. 18: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni charakteru sputa
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Jak Ize vidét na obr. 16, témér kazdy devaty clovék z deseti trpél kaslem. V 46 %
pripadi (34 osob) dotazovany uvedl suchy kaSel a v54 % (40 osob) Kkasel
s vykaSlavanim sputa (obr. 17). Presné polovina nemocnych, ktera béhem kasle
vykaslavala sputum, meéla sputum c¢iré, a druha polovina méla sputum zanétlivého

charakteru, které mélo zlutou, poptipadé zelenou barvu (obr. 18).

Ryma

M ano
H ne
Obr. 19: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni rymy
Charakter hlenu
M bez hlenu
m Ciry

W Zluty/zeleny

Obr. 20: Graf ukazujici procentudlIni charakter hlenu pri rymé
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Ctyfi pétiny nemocnych mély jako jeden z pfiznakid respira¢ni infekce rymu
(obr. 19). Jak lze vidét na kolacovém grafu na obr. 20, vice neZ polovina nemocnych
(64 % lidi s rymou) vysmrkavala Ciry nosni sekret a 36 % lidi vysmrkavalo zanétlivy

Zlutozeleny sekret.

ZvétSené krcni uzliny

W ano

M ne

Obr. 21: Graf ukazujici procentudlni zastoupeni zvétseni krénich uzlin

Ctvrtina nemocnych s infekci dychacich cest méla béhem onemocnéni zvétSenou

jednu nebo vice krénich uzlin.
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Poslechovy nalez

M v poradku

M ndlez

Obr. 22: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni poslechového ndlezu

Vprvnim roce sbéru, kdy vzorky sbirali prakticti 1ékari, byl do dotazniku

zaznamenan i ptipadny poslechovy nalez. U vétSiny pacientt (82%) byl poslech cisty.

ATB terapie

M ano

M ne

Obr. 23: Graf ukazujici procentudlIni zastoupeni nasazeni antibiotické terapie
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ATB

B Duomox

B Azitromycin

m Klarithromycin
B Xorimax

B Pamycon

M Ostatni

Obr. 24: Graf ukazujici procentudlni zastoupeni predepsanych antibiotik

Témér tretiné nemocnych s infekci dychacich cest byla nasazena antibioticka
lécba (obr. 23). Nejvice predepisovanym lékem byl Duomox (amoxicillinum), ktery byl
predepsan deviti pacientiim. Ctyem pacientiim byl piedepsan Azitromycin a dvakrat
byla predepsdna antibiotika Klarithromycin, Xorimax (cefuroxim) a Pamycon
(neomycinium, bacitracinum). Ctvrtina predepisovanych ATB (viz obr. 24) byla
predepsana pouze jednou, patfila sem antibiotika Augmentin (amoxicillinum, acidum
clavulanicum), Doxybene (doxycyclinum), Penbene (phenoxymethylpenicillinum),
Zenaro (levocetirizinium), Zinnat (cefuroxim) a Klacid (klarithromycin), ktery byl
predepsan celkem dvakrat, vdruhém pripadé byl zvolen jako nové antibiotikum
po predchozi netcinné 1é¢bé (Duomox). V dal$im pripadé byl po ziejmé nedcinné 1é¢bé
lékem Duomox predepsan Fromilid (klarithromycin). Vjednom ptipadé nebylo
v dotazniku uvedeno jméno lécivého pripravku, nemocny pouze uvedl, Ze se jednalo

o ,tridenni“ antibiotika.

V prvnim roce odbéru vzorkid byla v dotazniku uvedena pripadna piitomnost
¢epli na mandlich, avSak pouze u jedné Zeny lékal zaznamenal Cepy, proto zde neni

patti¢ny graf s procentudlnim zastoupenim.

Pri statistickém zpracovani dotaznikli nebyly nalezeny zadné zvlastni vztahy a

korelace.
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5.3.1 POZITIVNIi VZORKY NA MYCOPLASMA PNEUMONIAE

Pozitivni vzorky na bakterii Mycoplasma pneumoniae pattily Zenam. Obé Zeny
do dotazniku uvedly, Ze jejich souCasna télesna teplota byla vyssi nez 38,5 °C (respektive
38,6 °C a 39 °C), obé mély kaSel a vykaslavaly c¢iré sputum (viz obr. 24). Dals{ tabulka

(obr. 25) shrnuje ostatni uvedené skutecnosti v dotazniku, které jsou vSak rozdilné,

Kod: Pohlavi: |Télesna teplota:| Kasel: |Vykaslavani sputa:] Charakter sputa:
RI17 Zena 38,6 °C ano ano Ciry
RI124 Zena 39°C ano ano Ciry

Obr. 25: Spolecné priznaky u osob pozitivnich na infekci zptisobenou bakterii Mycoplasma
pneumoniae

Zvétsené
3 . . . Bolest Bolest na vetfe’ € . . | Charakter ATB
Kod: | Vék: | Koureni: . . kréni Smrkani: .
v krku: plicich: ) hlenu: terapie:
uzliny:
RI17 69 ano neuvedeno | neuvedeno ne ne - ano
RI124 | 32 ne ne ano ano ano Zluty/zeleny ne

Obr. 26: Odlisné priznaky u osob pozitivnich na infekci zpiisobenou bakterii Mycoplasma
pneumoniae

U prvni pacientky s mykoplazmovou infekci byla nasazena antibioticka terapie a
predepsan lék Duomox, jehoZ ucinnou latkou je Amoxicillinum a patfi tak mezi
beta-laktamova antibiotika. Po tydnu vSak byla ATB terapie zménéna a nové byl
predepsan 1ék Klacid s dc¢innou latku Clarithromycinum, ktery patfi mezi makrolidova
antibiotika. Amoxicilin se klécbé mykoplazmovych infekci nepouZiva, protoze
mykoplazmata nemaji témér Zadnou bunécnou sténu, kterou by beta-laktamova
antibiotika rozlozila. Klarithromycin se k1écbé mykoplazmovych infekci pouziva. ATB
lé¢ba byla predepsana na zakladé empirickych zkuSenosti, nikoliv na zakladé stanovené

citlivosti ATB u daného pacienta [5, 18, 24, 56].
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6 DISKUZE

6.1 ETIOLOGIE KOMUNITNICH PNEUMONII

U vice nez poloviny pfipadi komunitnich pneumonii neni identifikovan piivodce

infekce, jak uvadi chorvatska studie z roku 2012 [57].

V chorvatské studii z roku 2012, které se zucastnilo 80 pacient(i, byla bakterie
Legionella pneumophila diagnostikovana u 2 z 32 testovanych vzorkd moce pacienti
s komunitni pneumonii. U 64 vzorkl sputa a 19 vzorkl bronchoalveoldrni lavaze byla
metodou PCR pouze v jediném vzorku sputa detekovana Mycoplasma pneumoniae. Ani
vjednom z19 vzorki BAL nebyla metodou PCR detekovdna L. pneumophila,
M. pneumoniae ani Chlamydophila pneumoniae. Sérologickymi metodami, konkrétné
metodou ELISA, bylo vySetfeno 79 vzorkl séra. Protilatky IgM proti L. pneumophila
nebyly identifikovany ani vjednom pripadé, u 2 vzorka byly zjistény protilatky IgG,
avSak nedoslo zde ke ¢tyfnasobnému vzestupu titru a proto vzorky nebyly oznaCeny
jako pozitivni. V 6 pripadech byly detekovany IgA a IgM protilatky proti M. pneumoniae a
4 pripady IgM protilatek proti C. pneumoniae (protilatky IgG byly u obou bakterii
negativni) [57].

Francouzska studie, ktera probihala od biezna 2007 do dubna 2010, uvadi, Ze
u 254 dospélych pacientli s pneumonii byl plivodce zjistény pouze u 86 pacientu
(33,9%). U 24 pripadi (9,4 %) pneumonie byla za plivodce oznacena Legionella
pneumophila, u 18 pacienti Mycoplasma pneumoniae (7,1 %) a 17 Streptococcus

pneumoniae, zbyli prokdzani ptivodci pneumonie nejsou ve studii zminéni [58].

V japonské studii, pobihajici od zari 2011 do ledna 2013, bylo metodou PCR
vySetieno 718 vzorki sputa od pacientli s pneumonii. L. pneumophilla nebyla piivodcem
pneumonie u zadného pacienta. M. pneumoniae byla oznacena za ptivodce u 38 (5,3 %)

pacientd a C. pneumoniae u 6 (0,8 %) pacientt [59].

Uvadi se, Ze Legionella pneumophila je ptivodcem priblizné v 10 % piripadt vSech
pneumonii a u komunitnich pneumonii je to 2 - 5 % [58, 60, 61]. V Ceské republice

mezilety 2000 aZ 2011 prevaZovaly v 73 % komunitni legionelové infekce, mensi ¢ast
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tak tvorily legionelézy cestovni, souvisejici s poskytnutou zdravotni péc¢i a profesni
nakazy. Primérné bylo rocné hlaSeno okolo 12 legionelovych néakaz, teprve od roku
2009, kdy byla zavedena surveillance, stoupl pocet hlaSenych nakaz na 33 (Narodni
referencni laboratoi - NRL). Vroce 2010 opét pocet vzrostl, a to na 43 (EPIDAT)
hlaSenych pripadi legioneldz a o rok pozdéji tedy v roce 2011 bylo hlaSeno 60 (NRL)
pacientli sinfekci zptisobenou L. pneumophila. V roce 2012 pocet hlaSenych pripadl
klesl na 46 (EPIDAT) [62]. Dle statistik vSak poCet onemocnéni zpiisobenych legionelou
u nas stale stoup4, jen v roce 2017 bylo za prvnich 10 mésicti hladSeno jiz 159 pripadl

legionelové infekce [63].

Prevalence komunitnich pneumonii zplisobenych Mycoplasma pneumoniae je
10 - 50 %. Napriklad v sousednim Némecku byla vroce 2012 mykoplazma piivodcem
12,3 % komunitnich pneumonii. Vnas$i studii byly pozitivni vzorky pouze 2 z92
testovanych vzorkd, coZ je 2%. Vhodné by bylo vzorek testovat vice metodami, aby se
vysledek potvrdil nebo vyvratil. Porad je zde moZnost faleSné negativniho vysledku.
Nevyhodou je i pomérné nizky pocet vySetrenych vzorki, nékteré zahrani¢ni studie
pracovaly s mensim poctem vzorkil nez nase studie, avsak nékteré studie ziskavaly data

az od tisicli pacienti [60, 64, 65].

Chlamydophia pneumoniae zptsobuje 1 az 20 % pripadi ziskanych komunitnich

pneumonii [60, 65, 66].

Vyssi prevalenci pneumonii zplsobenych L. pneumophila, M. pneumoniae a

C. pneumoniae uvadeély studie, které se mimo jiné zamérovaly pravé na tyto ptivodce.

6.2 LECBA INFEKCIi ZPUSOBENYCH LEGIONELLA PNEUMOPHILA, MYCOPLASMA
PNEUMONIAE A CHLAMYDOPHILA PNEUMONIAE

Infekce dychacich cest zplisobené zptisobenych L. pneumophila, M. pneumoniae a
C. pneumoniae se bézné 1éc¢i antibiotiky, k 1é¢bé se pouzivaji makrolidy, tetracykliny a
chinolony. Objevuji se vSak nazory, Ze infekce s leh¢im priibéhem by se mély 1éc¢it pouze
symptomaticky [21]. Rezistence na antibiotika u téchto bakterii byvaji pomérné vzacna,
vyjimkou je citlivost na makrolidy u M. pneumoniae, kde je resistence velkym

problémem predevsim v asijskych statech.
60



Je vice neZz vhodné zacit testovat citlivost L. pneumophila, aby bylo pripadné
moZné vyhodnotit riziko rezistence na dana antibiotika [67]. AZ donedavna nebyla
u Zadného pacienta 1éCeného fluorochinolony nalezena rezistence. Nyni se ma za to, Ze
rezistence je zplisobena mutaci genu gyrA [68]. Makrolidy jsou lékem prvni volby
prilécbé legionelovych infekci, jsou predepisovany i bez predchoziho stanoveni
citlivosti. Dosud nebyly izolovany Zadné rezistentni kmeny, avSak byly popsany pripady,
kdy doslo k amrti pacienta i pres v€asnou lécbu a vyvstaly tak myslenky, zda nemiize
dochazet k rezistenci stejné jako u fluorochinolonti, proto se soucasné studie zaméruji

na identifikaci mutaci [69-71].

Vsoucasné dobé je nejvétSim problémem vIécbé infekci zplisobenych
M. pneumoniae narist resistence vic¢i makrolidovym antibiotiklim. Byla detekovana
mutace v poici 23S rRNA. VUSA bylo vroce 2014 rezistentnich az 13 % vzorkd,
u kterych se stanovovala citlivost. V Ciné bylo dokonce vjedné studii zaznamenano
100 % necitlivych vzorkli vic¢i makrolidové 1écbé a v]aponsku se resistence
vlici makrolidim pohybuje kolem 90 %. V Evropé se pohybuje resistence
M. pneumoniae na 1é¢bu makrolidy pod 10 %, avSak studie provadéna v Italii v roce 2010
uvadi az 26% rezistenci [19, 25, 65, 72, 73]. Rezistence vici tetracykliniim a chinolonim
jsou pomérné vzacné, zkouma se vsak vliv mutace v 16S rRNA, které miiZzou snizovat

citlivost na tetracyklinova antibiotika [74].

6.3 SROVNANI CEN VYSETRENI A CITLIVOSTI METOD VZHLEDEM K EKONOMICE LECBY

Nespornou roli v diagnostice a 1é¢bé infekci hraji ndklady na vySetifeni. Bohuzel
ne vzdy jsou testy snejvétsi citlivosti pro danou laboratof cenové dostupné. Cenu

vySetreni miiZe urcovat i objem vySetienych vzorkda.

Cena kultivace Legionella pneumophila se pohybuje v rozmezi 420 - 800 K¢ a
citlivost metody je zhruba 80 % (specificita je témér 100 %). Vyhodou metody je
detekce vSech druhti legionel a ptipadné provedeni citlivosti na ATB z vyrostlé kultury
[15, 75-77]. VySetreni legionelového antigenu v moci stoji zhruba 500 - 650 K¢ a
citlivost metody se pohybuje od 70 az do 100 % (specificita je téZ kolem 100 %).

Nespornou vyhodou detekce legionelového antigenu v moci je rychlost stanoveni a navic
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vySetfeni neni ovlivnéné lécbou [12, 15, 16, 75, 78-83]. Primérna cena vysSetieni
protilatek proti L. pneumophila metodou ELISA je od 500 do 1500 K¢, citlivost metody
zavisi i na typu vySetfované protilatky, obecné je to 70 — 100% (specificita >95 %) [84-
86]. Vyssi cena je vSak za vySetifeni nukleovych kyselin Legionella pneumophila metodou
PCR, v priméru 1200 K¢ [87]. Citlivost metody se uvadi od 17 do 100 % (specificita
>95 %), nizka senzitivita vSak figurovala predevsim ve star$ich studiich, proto se lze
domnivat, Ze snovymi metodami a vétSimi znalostmi s navrhovanim specifickych
primert se citlivost metody zvysSuje. Mimo jiné citlivost PCR zavisi na typu vzorku. Krev
a mo¢ vykazovala daleko mensi citlivost metody PCR neZ vzorky sputa a vytéry z krku
[16, 88]. Zda se, Ze detekce mocCového antigenu a PCR jsou vhodné metody detekce
patogenu na zacatku infekce, na rozdil od serologickych metod, kde se musi porovnat

vzestup titru mezi 2 vzorky s odstupem nékolika dni [58, 88].

Prikaz IgM, IgG nebo IgA protilatek proti Mycoplasma pneumoniae metodou
ELISA, ktera ma obvykle citlivost 94 % a vétsi (specificita byva kolem 97 % a vyssi) stoji
cirka 50 - 1200 K¢ [75, 78, 89-91]. Prikaz protilatek KFR je cca 240 K¢, uvadi se, Ze
citlivost byva daleko nizsi nez stanoveni protilatek metodou ELISA [75, 92]. Protilatky
proti M. pneumoniae lze zjistit imunofluorescen¢ni metodou, jejiZ citlivost je pomérné
vysoka, pohybuje se od 80 % az k 100 % (specificita byva vétsi nez 95 %), pribliZznou
cenu vySetfeni se mi vSak nepovedlo dohledat, tato metoda nema takovou oblibu jako
ELISA nebo KFR [93-95]. Orienta¢ni cena stanoveni DNA Mycoplasma pneumoniae
metodou Real-Time PCR je okolo, citlivost metody je témér 100% (specificita byva okolo

95 %) 1400 K& [75, 87, 96].

U bakterie Chlamydophila pneumoniae lze prokazat protilatky tridy IgM, IgG a IgA
metodou ELISA. Citlivost metody se lisi podle tridy protilatek, avsak primérné byva
alespont 90%, nékteré kity dosahuji aZ 100% senzitivity (specificita byva témér 100 %) a
cena je priblizné 590 - 1500K¢ za stanoveni jedné tridy protilatek [75, 76, 78, 97-100].
Protilatky proti Chlamydophila pneumoniae 1ze v biologickém vzorku prokazat i pomoci
imunofluorescence, jejiZ cena je 400 K¢ a citlivost se pohybuje kolem 80 % (specificita
vétsi nez 90 %) [75, 93]. Nejdrazs$im typem vySetieni Chlamydophila pneumoniae se zda
byt prikaz protilatek IgM, IgG a IgA metodou westernblott, ktera stoji 960 - 2500 KC¢.
Metoda ma velkou citlivost, ktera se pohybuje kolem 95 % (specificita byva taktéZ kolem

62



95 %) [75, 97, 101]. VySetreni nukleovych kyselin metodou PCR se opét jako
u predchozich bakterii stoji v priméru kolem 1200 K¢, citlivost nékterych PCR kiti
dosahuje 100% (specificita taktéz, nékdy vSak mensi kolem 85 %), avSak v literature

starstho byva uvedena senzitivita daleko mensi i kolem 60 % [30, 75, 87,102, 103].

Shrnu-li nejvétsi vyhody a nevyhody jednotlivych metod detekce bakterif
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae, tak
kultivace ma nizkou citlivost a pifipadné narostlé kolonie 1ze otestovat na citlivost viici
antibiotikiim. V dnesni dobé se od kultivace téchto bakterii ustupuje, nebot je kultivace
¢asové narocna. Velmi oblibenou metodu v diagnostice legionelové infekce je priikaz
antigenu v mocCi, metoda je pomérné citliva a vysledek je znam do nékolika hodin.
Navzestupu jsou molekularni metody detekce, jako je PCR, které jsou vhodné
pro detekci casné faze infekce a tim padem Ilze pacientovi nasadit prisluSnou
antibiotickou 1écbu. Citlivost PCR metod je vdnesni dobé vysoka, nami pouZzité
diagnostické kity dosahovaly 100% citlivosti i specificity. Pro PCR je vhodné odebrat
vzorek v akutni fazi nemoci. Nevyhodou je vSak pomérné vysoka cena vySetieni, ktera
byva i témér trojnasobné vyssi neZ u serologickych metod. Serologické metody jsou
velmi oblibené, avsak vzhledem k opozdéné tvorbé protilatek se nehodi k pocatecni
diagnostice metody. Serologické metody jsou uzite¢né pro sledovani dynamiky a tvorby
protilatek (je vhodné odebrat dva vzorky, druhy obvykle po 2 az 3 tydnech po prvnim
odbéru), pripadné potvrzeni spravné antibiotické 1é¢by a potvrzeni spravného vysledku
primych metod priikazu patogenu. Obvykle se rutinné vyuziva dvou metod k potvrzeni

diagnozy.
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Cilem diplomové prace bylo zpracovani vzorkil od pacientli praktickych 1ékai,
kteti vykazovali znamky infekce dychacich cest, a nasledné sbirat a zpracovat vzorky
od dobrovolniki s respiracni infekci, ktef{ se zapojili do nasi studie, a zjistit tak vyskyt
respirac¢nich infekci zplisobenych bakteriemi Legionella pneumophila, Mycoplasma
pneumoniae a Chlamydophila pneumoniae. Z diskuze je patrné, Ze vyskyt pneumonii
zplisobeny témito bakteriemi se pomérné v riznych studiich lisi. Stejné tak se vsak lisil i
pocet zpracovanych vzorki, kde nékdy to byly pouhé desitky a jindy tisice a tam byl
vyskyt procentualné vyssi. Vyskyt komunitnich pneumonii zptisobenych L. pneumophila,
M. pneumoniae a C. pneumoniae se zvySuje, avsak narast pripadii miize byt mimo jiné

zplUsobeny lepsi diagnostikou téchto plivodcli neZ v minulosti.

V 1écbé téchto bakterii jsou 1ékem prvni volby makrolidy. Sou¢asnym problémem
je zvySujici se rezistence vii¢i makrolidim u M. pneumoniae. Dnes$ni studie se zaméruji
na identifikaci mutaci, které by mohly ovlivnit citlivost L. pneumophila, M. pneumoniae a

C. pneumoniae k antibiotikiim.

Soucasti prace bylo zpracovani dotaznikdi, které byly vyplnény vzdy

pred samotnym odbérem vzorku.

Jako metodu detekce L. pneumophila, M. pneumoniae a C. pneumoniae jsme
pouzily Real-Time PCR, kterd ma velkou citlivost, vysledek vySetfeni je znam béhem
nékolika hodin a hodi se tedy pro ¢asnou diagnostiku infekce, nevyhodou je vSak

finan¢ni stranka vySetreni.
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Priloha 1

Priloha 1a - tycka s bi¢ikem

10O nom
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Priloha 2

Priloha 2a - bakteriofag

Priloha 3

Priloha 3a - diplokok

A
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Priloha 3b - tycka

Priloha 3c - tycka
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Priloha 4

Priloha 4a - shluk tycek

Priloha 4b - bakteriofag
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Priloha 5

Priloha 5a - bic¢ikova vlakna bakteriofagu

Priloha 5b - bakterie

1000 amw
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Priloha 5b - bakteriofag

Priloha 6

Priloha 6a - koky ve dvojicich (diplokoky)
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Priloha 6b - tycky

Priloha 7

Priloha 7a - bakteriofag
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Priloha 7b - tycka

Priloha 7c¢ - tycka
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Priloha 8

Priloha 8a - tycka s fimbriemi

Priloha 8b - tycka
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