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ANOTACE

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou patogenti dychacich cest a metodami
jejich detekce. V uvodnich kapitolach jsou podrobné popsany vybrané bakteridlni patogeny,
mezi n¢z patii Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae a Legionella pneumophila. U kazdého z nich je vénovéana pozornost
patogenezi, faktoriim virulence, klinickym projeviim i epidemiologii. Nasledujici ¢ast prace se
zaméfuje na diagnostické a detekéni metody vyuzivané pii identifikaci téchto
mikroorganismi, zejména na metody molekularni biologie, jako jsou PCR, real-time PCR,
hybridizacni techniky a sekvenace. V zavéru jsou diskutovany aktualni trendy a budouci

sméry v oblasti diagnostiky, v€etné vyuziti novych technologii a umélé inteligence.

KLICOVA SLOVA

patogeny dychacich cest, molekularni diagnostika, PCR, detekce, bakterialni infekce

TITLE

Respiratory Pathogens and Their Detection

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with respiratory pathogens and the methods of their
detection. The initial chapters provide a detailed description of selected bacterial pathogens,
including Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae, and Legionella pneumophila. For each pathogen, the work focuses
on pathogenesis, virulence factors, clinical manifestations, and epidemiology. The following
part concentrates on diagnostic and detection techniques used in identifying these
microorganisms, particularly molecular biology methods such as PCR, real-time PCR,
hybridization techniques, and sequencing. The thesis concludes with a discussion of current
trends and future directions in diagnostics, including the use of new technologies and artificial

intelligence.
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1 UVOD

Respiracni infekce ptedstavuji vyznamny zdravotni problém, ktery ovliviiuje Sirokou
populaci napii¢ vékovymi kategoriemi. Spravna identifikace ptivodcli onemocnéni je zasadni
pro ucinnou lécbu, prevenci komplikaci a zamezeni Sifeni infekce. Patogeny dychacich cest
zahrnuji fadu bakterii s odliSnymi vlastnostmi, klinickymi projevy a epidemiologickymi

charakteristikami.

Tato bakalarské prace se zaméfuje na vybrané vyznamné bakterialni patogeny dychacich
cest, jako jsou Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae a Legionella pneumophila. Jsou zde popsdny jejich patogeneze,

faktory virulence, klinické projevy a epidemiologické aspekty.

Druha c¢ast prace je vénovana diagnostickym metodam pouzivanym pro detekci téchto
patogent, pfi¢emz zvlastni pozornost je vénovana molekuldrnim technikam, jako jsou PCR
areal-time PCR, které predstavuji soufasny standard laboratorni diagnostiky diky své

citlivosti a rychlosti.

Prace tak poskytuje komplexni pohled na vyznam bakteridlnich patogenii dychacich cest

a moznosti jejich detekce, coz je kliCové pro zlepSeni zdravotni péce a vefejného zdravi.
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2 PATOGENY DYCHACICH CEST
2.1 Uvod do problematiky

Dychaci cesty jsou vystaveny neustalému kontaktu s rGznymi patogeny, které mohou
zpusobit celou fadu infekci, od lehkych nachlazeni az po zadvazné respira¢ni onemocnéni, jako
je pneumonie nebo bronchitida. Mezi hlavni bakterie, které jsou pivodci infekci dolnich
dychacich cest, patfi Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycoplasma
pneumoniae a Legionella pneumophila. Tyto patogeny maji zasadni roli v etiologii komunitné
ziskanych respiracnich infekci a jejich prevalence se muze lisit podle geografické oblasti
a ro¢niho obdobi. Kromé toho hraje vyznamnou roli i vyskyt rezistence vici antibiotikiim, coz

komplikuje diagnostiku a 1écbu téchto infekci (Debbia et al., 2001).

Rezistence na antibiotika se stava ¢im dal vétsim problémem v 1€cbé bakteridlnich infekci,
véetné infekci dychacich cest. Rychly nartst rezistentnich patogenti je zptisoben predevsim
nadmérnym uZzivanim antibiotik, které vede ke vzniku bakterii odolnych vici témto 1€kim.
Kli¢ové bakterie, jako Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae, mohou vyvinout
rezistenci vici Sirokému spektru antibiotik, naptiklad penicilinu a ampicilinu. Podle Svétové
zdravotnické organizace (WHO) nariista pocet pacientii ohrozenych infekcemi zpisobenymi
prioritnimi patogeny — bakteriemi, proti nimz je potfeba vyvinout nova antibiotika. Mezi tyto

MO patfi i rezistentni kmeny Staphylococcus aureus nebo Klebsiella pneumoniae.

Bez uc¢inné kontroly a novych 1é€ebnych strategii se riziko vyskytu téchto infekci 1 jejich
komplikaci, v€etné¢ vy$§i umrtnosti, bude i nadale zvySovat. V soucasnosti se stdle vice
zdiraznuje dileZitost epidemiologickych studii a spravného monitorovani vyskytu
antibiotické rezistence, které mohou pfispét k vcasné detekci zmén ve vzorcich rezistence

a pomoci pii1 optimalizaci 1écebnych strategii (Mancuso et al., 2021).

Vyzvou pro soucasnou medicinu je nejen lécba respiracnich onemocnéni, ale takeé
efektivni prevence a kontrola §ifeni patogenii. K tomu je nezbytnd koordinace mezi odborniky
na ustni zdravi, mikrobiology a vefejnymi zdravotnimi institucemi. Ustni mikroflora ma
klicovy vliv na rozvoj respira¢nich infekci, coz ¢ini prevenci poruch rovnovéhy této
mikrofléry zasadni soucasti nejen lécby, ale i prevence onemocnéni dychacich cest.
Pravidelna péfe o ustni hygienu muze vyrazn€ piispét k omezeni Sifeni bakterii a vira
odpovédnych za respiratni onemocnéni a tim podpofit celkovou prevenci infekci a zlepsit

zdravi populace (Gupta et al., 2024).
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2.2 Bordetella pertussis

Bordetella pertussis je gramnegativni bakterie zpiisobujici velice zdvazné onemocnéni
dychacich cest, pro které je typicky kaSel pfipominajici ddveni. Napada jak horni tak dolni
dychaci cesty, zejména pak pridusky a priduSnice. Onemocnéni zpiisobené touto bakterii se
v Ceské republice pojmenovava jako ,.&erny kasel,“ ktery byl v prvni poloving 20. stoleti
jednim z hlavnich pficin umrtnosti zejména déti, dnes mu vSak mulzeme piredchazet
ockovanim. | pfes snahu této nemoci zabranit ockovanim, stile se setkdvame s cyklicky
opakujici se ndkazou po 3 az 5 letech. Nejvétsi imrtnost se vyskytuje u novorozencil
a mladSich 3 mésicii, protoze jejich imunitni systém jesté neni plné¢ vyvinuty, coz zvySuje
riziko zavazného pribéhu onemocnéni. U této veékové skupiny jsou Casté komplikace jako
respiracni selhani a apnoe, které mohou vést k fatalnim nasledkiim, zejména nez je zahajeno

ockovani (Nieves a Heininger, 2016).

Obrazek 1: Kolonie Bordetella pertussis

Kolonie Bordetella pertussis na Bordet-Gengou (BG) médiu maji typicky vzhled drobnych,
hladkych, vyvysenych kolonii s lehkym kovovym leskem, piipominajici kapky rtuti. Casto se
kolem nich vytvari difuzni zona hemolyzy. Tento selektivni agar obsahuje cefalexin, ktery
potlacuje rust nezadouci mikroflory a umozinuje izolaci B. pertussis, hlavniho puvodce

cerného kasle (Mughal et al., 2011).
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2.2.1 Patogeneze a faktory virulence

Patogeneze Bordetella pertussis je slozity proces, pii kterém bakterie vyuziva rtzné
mechanismy k vyvolani infekce dychacich cest. Tento proces je fizen regulacnim systémem
BvgAS, ktery umoznuje bakteriim reagovat na zmény v prostfedi a piepinat mezi riznymi
fenotypickymi stavy. Bakterie v infekcni fazi aktivuji BvgAS, coz jim umoziuje pfizpisobit
se podminkam hostitele. Tento regulacni systém je kliCovy pro pieziti bakterii v plicich
a nasledné Sifeni infekce. Pfi infekci dychacich cest dochédzi k oslabeni imunitni odpovédi,
coz umozinuje bakteriim prezit a nasledné se mnozit. Bakterie se snadno piichyti na sliznici
a vyvolaji zanétlivy proces, ktery se projevuje charakteristickymi ptiznaky, jako je kasel
a potize s dychanim. Vysoka mira virulence a schopnost bakterii se ptizptsobit hostitelskému

prostfedi jsou hlavnimi faktory, které pfispivaji k rozvoji onemocnéni (Melvin et al., 2014).

B. pertussis produkuje velké mnozstvi faktorti virulence, které nasledné hraji velikou roli
pfi stanoveni zavaZnosti nemoci. Mezi charakteristick¢ toxiny patii: pertusovy toxin,
adenylatcyklazovy toxin a filamentézni hemaglutinin (FHA), ty pfispivaji k poskozeni
hostitelskych bun¢k a imunitni odpovédi. K dalsim dilezitym faktorim patii kapsule
a pertaktin (protein vnéjSi membrany), které pomahaji bakteriim ptezit v hostitelském

organismu a usnadniuji jejich adhezi k dychacim cestdm (Huh a Weiss, 1991).

Pertusovy toxin je klicovy faktor virulence B. pertussis. Jedna se o A-B proteinovy toxin,
pro ten je typické, ze se sklada z enzymatické sloZzky A a vazebné slozky B. Enzymaticky
aktivni sloZkou je zde podjednotka S1, vazebna sloZka je pak tvofena oligomerem slozenym
s podjednotek S2, S3, S4 a S5. Aby mohl pertusovy toxin vykonat svou funkci, musi projit
nckolika kroky, vcetné syntézy, sestaveni, transportu a exkrece z bakterie. K transportu
jednotlivych slozek pies vnitini membranu pak dochazi pomoci sekre¢niho systému.
U transportu pies vnéj$i membranu pouzivame specializovany transportni systém, zndmy jako
Ptl systém. Ptl systém se sklada z deviti riznych proteinli, (PtlIA az Ptll), pficemz kazdy
z téchto proteinl je nezbytny pro uspéSnou exkreci toxinu. V pribéhu vylucovani toxinu
z bakterie je pertusovy toxin transportovan nejprve pies vnitini membranu a poté pies vnéjsi
membranu, to je dulezité pro udrZeni patogenity, protoZe umoziuje ucinny pienos toxinu

k eukaryotickym bunikdm, kde mlZe vyvolat intoxikaci (Burns, 2021).

Filament6zni hemaglutinin, zndmy jako FHA, je povrchovy protein bakterie Bordetella
pertussis, ktery hraje klicovou roli pfi adhezi bakterie k lidskym epitelidlnim a fagocytujicim
buiikdm. Tento protein se v organismu syntetizuje jako prekurzor FhaB, ktery je nasledné

transportovan na povrch bakterie a zpracovan proteazami na zraly FHA. Zraly FHA se pak
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podili na adhezi bakterie k hostitelskym bunikdm a na modifikaci imunitni odpovédi. Piestoze
se v minulosti pfedpokladalo, Ze FHA interaguje s integrinem CD11b/CD18 na makrofézich,
nové studie ukézaly, Zze tomu tak neni. Misto toho byla prokdzana silnd inhibice vazby FHA
na buiiky pii pfitomnosti heparinu, coz naznacuje, ze vazba FHA na bunky je fizena interakci
s heparin-vazebnou doménou a sulfaitovanymi glykosaminoglykany na bunéném povrchu

(Golshani et al., 2022).

Pertaktin, autotransportni protein nachazejici se ve vn¢jsi membrané Bordetella pertussis,
se podili na adhezi na hostitelské builky a modulaci imunitni odpovédi. Je obsazen
v acelularnich vakcindch proti cernému kasli (aP vakcinéach), které byly vyvinuty k ndhradé
puvodnich vakcin na bazi celobunéénych vakcin (wP). Deficience pertaktinu (PRN-)
u B. pertussis byla spojena s genetickymi zménami, jako jsou vlozeni, delece, inverze
a bodové mutace v genech, které koduji tento protein. Tyto PRN- kmeny vykazuji vyssi
schopnost kolonizovat dychaci cesty nez kmeny PRN+, coz naznacuje, ze mohou mit
selektivni vyhodu ve vakcinovanych populacich. Vyznam pertaktinu pro klinické projevy
cerného kasle je stale pfedmétem vyzkumu. Nekteré studie naznacuji, Ze 1 kdyZ PRN- kmeny
mohou mit niz§i virulenci, jejich schopnost §ifit infekci ve vakcinovanych populacich mutze

vést k nartistu vyskytu onemocnéni (Heininger et al., 2024).

2.2.2 Klinické projevy

Doba inkubace u nakazeného jedince se pohybuje mezi 5-7 dny, ve vyjimecnych
pfipadech muize inkubace trvat az 20 dni. Béhem této doby dochazi k mnoZeni bakterie
v epitelu dychacich, zejména v fasinkovém epitelu, ten totiz produkuje hlavni faktory

virulence (Kerr a Matthews, 2000).

Pro cerny kaSel jsou charakteristické tfi hlavni faze — stadium kataralni, stddium
paroxysmalni a stddium rekonvalescence. Prvni fdze, zndma jako katardlni stadium, je
obdobim inkubace, kdy bakterie kolonizuji horni cesty dychaci a za¢inaji se mnozit. Tato faze
trva piiblizné¢ dva tydny a zahrnuje ptiznaky podobné béznému nachlazeni, jako je mirna
horecka, inava, bolest v krku, ucpany nos, ryma, slzeni o¢i, kychani a suchy kasel. Béhem
tohoto stadia je infekce velmi nakazliva, i kdyZ ptfiznaky nejsou zavazné. Dale nasleduje
paroxysmalni faze, kdy kaSel zesiluje a miiZze trvat nckolik tydnl. Nakonec piichazi
rekonvalescencni faze, v niZ pfiznaky postupné mizi. Vyzkumy ukazuji, ze 1 pfi mirnych
infekcich v kataralni fazi mize dojit k Sifeni patogenu, coz je problém, ktery soucasné
vakciny nefe$i. Modely infekce u zvifat, zamétené na paroxysmalni fazi, nezohlednuji

kataralni stddium, a proto byla vyvinuta nova experimentalni metoda, kterd simuluje infekci

17



hornich cest dychacich u mys$i. Tento model umoziuje detailnéji studovat pocatecni faze
infekce a hledat nové zplisoby prevence kolonizace a ptenosu Bordetella pertussis (Soumana

et al., 2022).

2.2.3 Epidemiologie

Epidemiologie Bordetella pertussis je dynamicka a podléha zménam. Klasicky byl cerny
kaSel povazovan za onemocnéni détského veéku, zejména u kojencii a malych déti. Ukazalo se
vSak, ze muZze postihovat i dospé€lé s chronickym kaSlem. Patogen se tedy v populaci
vyskytuje endemicky. V zemich, kde doslo k vzestupu vyskytu pertuse, 1ze pozorovat posuny
v epidemiologii. I pfes plosné ockovani pretrvavala cyklicka periodicita 3-5 let, coz
naznacuje, ze vakcinace sniZzuje zavaznost, ale nezabranuje plné pienosu (Sealey et al.,

2016a).

Naptiklad v Cing dolo k prudkému naristu piipadii z 10 390 v roce 2017 na vice nez
38 000 v letech 2022 a 2023, pficemz jen na zacatku roku 2024 bylo hlaSeno ptfes 32 000
ptipadd. V USA dosahl pocet ptipadl 5611 v roce 2023, coz potvrzuje pokracujici cirkulaci
patogenu navzdory vysoké proockovanosti. V Australii bylo v roce 2024 hlaseno 2910
pfipadd, coz rovnéz svédéi o pretrvavajicim endemickém vyskytu pertuse. Tento vyvoj
ukazuje, Zze k Sifeni pfispivd nejen klesajici imunita po ockovani, ale i zmény v prevenci

a vyvoji patogenu (Wan et al., 2024).

DalSim faktorem ovlivitujicim epidemiologii B. pertussis je asymptomaticka infekce, ktera
byla potvrzena jak sérologickymi studiemi, tak i modelovymi experimenty. Pfitomnost
bakterie byla prokézana nejen u pacientli s chronickym kaslem, ale i u jedinct bez zjevnych
klinickych projevii. Modelové studie na pavianech ukézaly, Ze asymptomaticka kolonizace
probiha snadno, ptficemz ockovani jedinci (zejména ACV vakcinou) vykazovali del$i dobu
nosicstvi nez ti, kteti byli o€kovani celobunéénou vakcinou (WCV). Epidemiologické modely
dale ukézaly, Zze pfechod z WCV na ACV vedl ke zvySeni asymptomatické transmisibility
a k naslednému nartstu incidence ¢erného kasle v siln€ proockovanych populacich. Data ze
séroprevalenc¢nich studii po celém svété dale ukazuji, ze poCet osob se séropozitivitou vyrazné
prevySuje pocet hldSenych piipadi pertuse, a to ve vSech vékovych skupinach. To naznacuje,
ze asymptomatickd infekce se vyskytuje v mnohem vys$si mife, nez se diive predpokladalo,
coz mize byt klicovym faktorem pro perzistenci patogenu v populaci navzdory vysoké

proockovanosti (Sealey et al., 2016b).
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2.3 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae je grampozitivni bakterie, kterd je nejcastéjsi pfiinou
pneumonie (zépalu plic), a to zejména u malych déti a starSich dospélych. Napada dolni
dychaci cesty, kde zpiisobuje tézké zéapaly plic, dale pak zanéty stfedniho ucha, sinusitidy
a meningitidy. Pfestoze ockovani vyznamné snizuje vyskyt invazivnich forem onemocnéni,
bakterie si vyvinula rezistenci vic¢i nékterym antibiotikim, coz komplikuje jeji 1écbu. Riziko
pneumokokové infekce je nejvyssi u malych déti do dvou let a seniort nad 65 let, stejné jako
u jedinct s chronickym onemocnénim srdce, a u pacientil po odstranéni sleziny. V diagnostice
se uplatituje predevsim kultivace krve a sputa, pfipadné nové vyvinuty test na pneumokokovy
antigen v mod¢i, ktery umoziuje rychlou detekci infekce u dospélych pacientii (Ortqvist et al.,

2005).

@) B (b)

Obrazek 2: Kolonie Streptococcus pneumoniae

Kolonie Streptococcus pneumoniae na krevnim agaru jsou drobné, okrouhlé a lesklé,
s priumerem kolem 1 mm. Obrazek (a) ukazuje kolonie kultivované na standardnim krevnim
agaru (SBA), zatimco obrazek (b) ukazuje kolonie rostouci na krevnim agaru s promytymi
erytrocyty (HBA).Po 24 hodindch inkubace jsou kolonie mirné vetsi na promytém krevnim
agaru, nez na standardnim , ale po 48 hodindch dosahuji nejvetsiho priimeru na standardnim
agaru. Kolonie produkuji zomy alfa hemolyzy, coz je typické pro tuto bakterii. Ruist
Streptococcus pneumoniae je aerobné tolerantni a vyZaduje médium obohacené o krev

(Oktari et al., 2019).
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2.3.1 Patogeneze a faktory virulence

Patogeneze Streptococcus pneumoniae je komplexni proces, pii kterém bakterie vyuziva
ruzné mechanismy k vyvolani infekce dychacich cest. Pneumokoky bézné¢ napadaji horni
cesty dychaci, pficemz k pfichyceni na epitel vyuzivaji specifické receptory, jako jsou
disacharidové struktury na fibronektinu (glykoprotein extracelularni matrix podilejici se
na adhezi a migraci bun€k). Tento proces mize byt usnadnén virovymi infekcemi, jako je

chiipka, kdy virové enzymy meéni povrch epitelu a zvysuji piilnavost bakterii.

Pti oslabeni obrannych mechanismii hostitele, jako je mukociliarni clearance, sekrecni
IgA nebo kaslaci reflex, mize dojit k Sifeni pneumokokid do dolnich dychacich cest
a nasledné do plicni tkané. Pii ptfekonani slizni¢ni bariéry se pneumokoky mohou dostat do
krevniho ob¢hu, coz umoziuje Sifeni do dalSich organt, naptiklad do mozkovych plen, kde
zpuisobuji meningitidu. Rozvoj infekce je spojen s aktivaci imunitni odpovédi, kterd vede
k zanétlivé reakci v postizenych tkdnich. V pozdnich stadiich infekce mulze intenzivni
baktericidni ucinek antibiotik, zejména B-laktamu, zvySit uvoliiovani zanétlivych medidtori,

diseminovana intravaskularni koagulace (DIC) (Alonsodevelasco et al., 1995).

Streptococcus pneumoniae produkuje riizné virulence faktory, které vyznamné ptispivaji
k jeho patogenité. Jako jeden zhlavnich faktorii virulence je povazovan toxicky protein
pneumolysin (PLY). Tento protein patii do rodiny CDC, neboli cholesterol- dependentnich
cytolysini a je uvolfiovan bakteriemi béhem infekce. PLY se védze na cholesterol
v cytoplazmatické membrané hostitelskych bunck, ¢imz umoznuje proniknuti do membrany.
Tento proces zpusobuje poSkozeni tkani a podporuje Sifeni bakterii v hostiteli. PLY také
zvySuje schopnost bakterii pfezivat mimo hostitele, coz déale pfispiva k Sifeni infekce.
Vzhledem k témto vlastnostem se pneumolysin povazuje za dulezity cil pro vyvoj novych
terapeutickych strategii, které by mohly zleps$it 1écbu infekci zplisobenych Streptococcus

pneumoniae (Ding et al., 2022).

Povrchové proteiny S. pneumoniae hraji dilezitou roli pfi infekci tim, Zze pomahaji bakterii
pfichytit se k bunikam hostitele a chranit ji pfed imunitni odpovédi. Mezi t€émito proteiny jsou
napiiklad autolysiny, neuraminiddzy a cholin vézajici proteiny, které jsou ukotvené na
bunécné stén¢ bakterie. Nekteré z téchto proteint jsou piipojeny piimo k bunééné sténé, jiné
interaguji s komponentami bunék hostitele, coz usnadniuje pfilnuti bakterie a brani jejimu

znieni imunitnim systémem.
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Hostitelské buiiky rozpoznavaji S. pneumoniae pomoci tzv. toll-like receptorti (TLR), coz
jsou receptory, které detekuji patogeny a spoustéji imunitni odpovéd’. Aktivace TLR2,
jednoho z téchto receptord, vede k zanétlivym reakcim a produkci cytokini, které mohou
pomoci télu bojovat s infekci. Nékteré kmeny S. pneumoniae vSak mohou tuto odpovéd
zesilit, coz naznacuje, ze jsou vice imunitné stimulujici nez jiné. Tato interakce mezi
bakteriemi a hostitelem nam pomaha 1épe pochopit, jak infekce probihd, a miize ptispét

k vyvoji novych lé¢ebnych metod (Anuar et al., 2024).

Autolysiny jsou enzymy, které hraji klicovou roli v degradaci a prestavbé peptidoglykanu
v bunééné sténé bakterii, jako je Streptococcus pneumoniae. Kédovany genem lytA, umoziuji
udrzeni tvaru bunky, jeji rust a déleni tim, ze $tépi vazby v peptidoglykanu. Kromé toho
mizou uvoliovat fragmenty bunééné stény, které ovliviiuji imunitni odpoveéd’ hostitele
a mohou slouzit jako signélni molekuly. Autolysin se podili na virulenci, kolonizaci a invazi
tkani, pficemz jeho aktivita mutze ovlivnit citlivost na antibiotika. Nadmérna aktivita
autolysinu mize vést k nadmérné degradaci bunécné stény, coz zplsobi jeji oslabeni

a nakonec lyzu buiiky (Lee a Lee, 2024).

Neuraminidazy jsou glykosidazové enzymy, které §tépi termindlni zbytky kyseliny sialové
z hostitelskych glykokonjugati. Timto mechanismem dochazi ke zménam ve fyzikdlnich
vlastnostech a distribuci hlenu v hornich dychacich cestidch, coZz umoziuje tésnéjsi interakci
bakterii s epitelem. Neuraminiddzova aktivita podporuje kolonizaci S. pneumoniae tim, Ze
usnadiiuje bakteriim uchyceni v pevné vrstvé hlenu priléhajici k epitelu, na rozdil od volného
hlenu, ktery se sndze odstrafiuje mukociliarnim transportem (mechanismus, pfi némz tasinky
epitelu pohybuji hlenem a odstraiuji mikroby a necistoty z dychacich cest). Tato enzymaticka
¢innost nejen zvySuje hustotu bakteridlni kolonizace, ale také ptispivd k dlouhodobému

osidleni dychacich cest a zlepSuje schopnost bakterii unikat hostitelskym obrannym

mechanismim (Montgomery et al., 2024).

2.3.2 Klinické projevy

Klinické projevy pneumonie zplisobené Streptococcus pneumoniae se mohou vyrazng lisit
v zavislosti na zavaznosti onemocnéni a individudlnich faktorech pacientl. NejcastéjSimi
pfiznaky jsou kasSel, horecka, produktivni sputum, dusnost, bolest na hrudi a abnormalni
dechové zvuky. Tyto ptiznaky mohou byt doprovazeny vyraznou zménou v laboratornich
parametrech, jako je zvySeni poctu bilych krvinek a C-reaktivniho proteinu (CRP).
U nékterych pacientl mize byt pfitomna i respiracni insuficience, coz se projevuje sniZzenou
saturaci kysliku v krvi. Klinickd zadvaznost miize byt hodnocena pomoci skérovaciho systému
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A-DROP, ktery zohlednuje vek, dehydrataci, respirani selhdni, poruchy orientace a nizky
krevni tlak. Pacienti s pneumonii zpiisobenou S. preumoniae mohou vykazovat riizné vzorce
rentgenovych a CT ndlezli, pfiCemz nejCastéji jsou to vzorec vzdusného prostoru
a bronchopneumonie. Tyto vzorce odpovidaji rozvoji plicni konsolidace a ztluSténi
bronchialnich stén, coz vede k typickym zménam na zobrazovacich vySetfenich, jako jsou
skvrnité stiny nebo centrilobularni uzliky. V nékterych pfipadech se mize vyvinout pleuralni

vypotek nebo lymfadenopatie, coz naznacuje Sifeni infekce (Yagihashi et al., 2011).

Meningitida zptsobena Streptococcus pneumoniae je zavazné bakteridlni onemocnéni,
které predstavuje vyznamné zdravotni riziko. Prestoze antibioticka 1écba vedla k poklesu
mortality, imrtnost na tuto nemoc stale zlstava vysoka. S. pneumoniae je hlavnim patogenem
zpusobujicim zénét ochrannych membran centrdlniho nervového systému. Pneumokokova
meningitida je spojena s fadou dlouhodobych nasledki, véetné neurologickych poruch, jako
jsou zachvaty, senzoricko-motorické deficity a problémy s paméti. Az polovina pacientt, kteti
preziji, trpi né¢jakym druhem neurologickych komplikaci. Mezi hlavni pfiznaky patii silné
bolesti hlavy, které jsou pfitomny u témét 90 % piipadl, a ztuhlost $ije. V¢asna diagnostika
a zahdjeni 1écby jsou klicové pro minimalizaci rizika zdvazného poskozeni mozku a michy.
I presto, ze antibiotika umoznila ucinné&jsi 1é¢bu, pneumokokovd meningitida stale zlstava

jednou z nejzavaznéjsich forem bakteridlnich infekci (Sharma et al., 2014).

2.3.3 Epidemiologie

Vyskyt pneumokokovych infekei vykazuje vyraznou sezonni variabilitu. Nejvyssi
incidence je pozorovana v zimnich mésicich a Casném jafe, coZ souvisi s vySsi frekvenci
respiracnich virovych infekei, které mohou oslabit slizni¢ni imunitu a usnadnit kolonizaci
a invazi S. pneumoniae. Epidemie pneumokokovych onemocnéni byvaji Castéjsi v obdobich

zvysené prevalence chfipky a dalSich virovych respiracnich infekei.

Geograficka distribuce S. pneumoniae je celosvétova, ale incidence invazivnich infekci se
1181 v zéavislosti na regionalnich faktorech, jako jsou troven vakcinace, dostupnost zdravotni
péce a socioekonomické podminky. Vyssi vyskyt zavaznych pneumokokovych infekci je
zaznamenan Vv rozvojovych zemich, kde jsou omezené moznosti diagnostiky
a lécby, a zaroven zde dochazi k castéjSimu pienosu v dasledku pieplnénych Zivotnich

podminek.
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Riziko invazivnich pneumokokovych infekei je vyssi u déti do péti let, seniorti nad 65 let,
osob s chronickymi onemocnénimi (napt. diabetes, chronickd obstruk¢éni plicni nemoc,
srpkovitd anémie), imunosuprimovanych pacienti a jedinci s porusenou funkci sleziny.

Zvysena nachylnost byla rovnéz popsana u kutraku a alkoholikti (Pettigrew, 2003).

Po zavedeni pneumokokovych konjugovanych vakcin (PCV) do ockovacich programu
doSlo k vyraznému poklesu invazivnich pneumokokovych infekci (IPD) zplsobenych
vakcinatnimi sérotypy. Tento pokles vSak vedl knarGstu infekci zplsobenych
neregistrovanymi sérotypy (NVTs), coz vedlo k jevu zvanému sérotypovd ndhrada. Po
zavedeni vakciny PCV13 dosSlo k narastu incidence IPD zpisobenych NVTs, zejména
v détskych a starSich vékovych skupindch. V nékterych zemich, jako je Velkd Britanie, byl
pozorovan dvojnasobny nartst vyskytu IPD zpisobenych NVTs od zavedeni vakciny PCV7,
coz podnitilo snahu vyvinout vakciny pokryvajici SirSi spektrum sérotypt. Tyto zmény ve
vyskytu pneumokokovych infekci ukazuji, Zze 1 nadale existuje potieba neustalého

monitorovani serotypové distribuce a sledovani u¢innosti vakein (Du et al., 2021).

2.4 Heamophilus influenzae

Haemophilus influenzae je gramnegativni bakterie kolonizujici horni cesty dychaci, ktera
mize zpusobovat Siroké spektrum infekci. U této bakterie rozliSujeme kapsularni
a nekapsularni kmeny. Kapsuldrni kmeny jsou dale déleny do Sesti sérotypi (a—f), pficemz
nejvyznamné&j$i je H. influenzae typu b (Hib), ktery byl pfed zavedenim ockovani nejcastéjsi
pfi¢inou invazivnich infekci, zejména u déti. Naopak nekapsularni kmeny, oznaCované jako
netypovatelné H. influenzae (NTHi), jsou béznymi ptvodci méné zavaznych, ale Castych
infekci, jako jsou otitis media, sinusitida nebo exacerbace chronické obstrukéni plicni nemoci
(CHOPN). Po poklesu infekci Hib se zvysil vyskyt invazivnich NTHi infekci, které mohou
zpusobit meningitidu, sepsi ¢i pneumonii, pfedev§im u pacientil se sniZenou odolnosti viici
infekcim. Diagnostika Haemophilus influenzae zahrnuje kultivaci materidlu z postizen¢ho
mista (naptiklad sputum, krev, mozkomisni mok), dale mikroskopii a molekuldrni metody,
jako je PCR. Lécba invazivnich infekci vyzaduje podani antibiotik, nejéastéji cefalosporinti
tieti generace. Pro prevenci je k dispozici o¢kovani proti Hib, které vyznamné snizilo vyskyt
tézkych forem infekce. V sou€asnosti vSak neexistuje vakcina, kterd by chrénila proti NTHi

(Klibanov et al., 2022).
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Obrazek 3: Kolonie Haemophilus influenzae

Obrdazek zobrazuje rist Haemophilus influenzae na ovcéim cokoladovém agaru. Po 18-24
hodinach inkubace pri 35-37 °C v atmosfére s 5-10% CO2 se na agaru objevuji
charakteristické malé (0,5-1 mm), hladké, prusvitné a konvexni kolonie s celistvym okrajem.
Kolonie jsou jemné a rovnomérné rozlozené po povrchu agaru, coz je typické pro tento typ

bakterii ve vzorcich z dolnich cest dychacich (Shenoy et al., 2016).

2.4.1 Patogeneze a faktory virulence

Patogeneze infekci zplsobenych netypovatelnym Haemophilus influenzae (NTHi1)
v chronickych plicnich onemocnénich zahrnuje nékolik mechanismi, které umoziuji
bakteriim kolonizovat dolni dychaci cesty a vyvolat pretrvavajici infekci. NTHi narusuje
mukociliarni clearance (odstranéni ¢astic hlenem a fasinkami), vyuziva adhesiny pro piilnuti
k buiikkdm dychacich cest, tvofi biofilmy a vyhyba se imunitnim odpovédim hostitele.
Bakterie také poskozuje makrofagy a neutrofily, ¢imz zhorSuje imunitni reakci. Tato
schopnost pfispiva k chronickym infekcim a zanétim, které vedou k poskozeni plicnich
struktur, zejména u pacienti s chronickymi plicnimi onemocnénimi, jako je cysticka fibroza

nebo bronchiektazie (Chatziparasidis et al., 2023).

Patogeneze kapsularni formy Haemophilus influenzae zahrnuje Sifeni respiracnimi
kapénkami a kolonizaci nosohltanu. U nékterych lidi mtize bakterie proniknout do hlubsich
tkani a zplisobit zavazna onemocnéni, jako jsou meningitida, epiglotitida a artritida. Invazivni
onemocnéni jsou CastéjsSi u H. influenzae typu b (Hib), kde kapsule chrani bakterii pred

imunitni odpovédi hostitele. Po zavedeni vakciny proti Hib doslo k vyraznému poklesu
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invazivnich pfipadl, zejména meningitidy, a snizeni pfenosu bakterie diky ockovani. Tento
pokles byl obzvlasté patrny v zemich, kde byla vakcina Siroce dostupna. I pfesto vSak i po
zavedeni vakciny zlstavaji v nékterych oblastech stile pfipady Hib onemocnéni, zejména

v rozvojovych zemich (Harrison a Mason, 2015).

Haemophilus influenzae disponuje tfadou faktorti virulence, které pfispivaji k jeho
schopnosti zptisobovat infekce. Mezi hlavni faktory patii polysacharidova kapsula, pili, tvorba
biofilml, IgA proteazy a faktor preziti makrofagti. Kombinace téchto faktorti virulence
umoziuje H. influenzae uniknout imunitnimu systému hostitele, odolavat antimikrobialnim

latkdm a zplisobovat chronické infekce.

vvvvvv

bakterialnich patogent. Slouzi jako hlavni obranny mechanismus proti imunitnimu systému
hostitele, predevSim chrani bakterii pied fagocytéozou leukocyty. Kromé toho kapsula
napomaha pfilnuti bakterii k hostitelskym tkdnim, ¢imz podporuje vznik infekce.
U netypovatelnych kmenG H. influenzae (NTHi), které kapsulu nemaji, jsou k infekci
vyuzivany jiné mechanismy, jako je ptitomnost adheznich proteinti, napiiklad HMW1

a HMW?2.

Pili a dal8i povrchové proteiny hraji klicovou roli pfi pfilnuti H. influenzae na hostitelské
bunky. Tvorba biofilml, coz jsou seskupeni bakterii piipojené k povrchim a chranéné
slizovitou matrici, zvySuje jejich odolnost vu¢i stresovym faktorim prostiedi
1 antimikrobidlnim latkdm. IgA protedzy jsou enzymy produkované bakterialnimi patogeny,
které umoznuji bakterii degradovat protilatky IgA1, jez hraji kli¢ovou roli v mukdzni imunité.
Faktor pteziti makrofagl (msf) je nové objeveny faktor virulence H. influenzae, ktery pomaha
bakterii ptfezit fagocytozu makrofagy. Tento faktor je spojen s kmeny, které zplsobuji

onemocnéni, a je kodovan genem s/rV (Wen et al., 2020).

2.4.2 Klinické projevy

Klinické projevy infekci zpisobenych Haemophilus influenzae zahrnuji zejména zanét
spojivek, akutni zanét stfedniho ucha a akutni bakterialni sinusitidu. H. influenzae je jednim
z nejbeéznéjsich patogenil spojenych s témito nemocemi, pficemz zanét spojivek a otitis media
(zanét stfedniho ucha) tvofti Casty klinicky syndrom. Tento syndrom je pozorovan predevSim
u déti mladSich dvou let. Dale muze byt H. influenzae ptitomen i1 u akutni bakterialni

sinusitidy, coz ukazuje na moznou souvislost mezi témito infekcemi (Hu et al., 2021).
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Zangt spojivek zplusobeny Haemophilus influenzae je Castym infekénim onemocnénim,
zejména u déti. Klinicky se projevuje hnisavym vytokem z oc¢i, otokem a zarudnutim
spojivek, zvysSenou tvorbou slz a svédénim. Pacienti mohou pocitovat pocit ciziho télesa
v oku, paleni, t¢zka vicka a v nékterych ptipadech i fotofobii (pfecitlivélost na svétlo), pokud
je postizena rohovka. Infekce mtize zpusobit bolest a v nékterych piipadech i ztratu zraku.
Lécba zahrnuje aplikaci antibiotik, které poméhaji zkratit dobu trvani nemoci a zmirnit
symptomy. Zanét spojivek zplusobeny H. influenzae mize byt spojen i s jinymi infekcemi,

jako je naptiklad akutni zanét sttedniho ucha (Kong et al., 2023).

2.4.3 Epidemiologie

Zavedeni konjugované vakciny proti Haemophilus influenzae typu b (Hib) vedlo
k vyraznému poklesu vyskytu invazivnich onemocnéni zpisobenych timto typem, zejména
u déti. Nicméné, non-Hib kmeny, které postradaji kapsuli, i nadale pfispivaji k infekcim
dychacich cest a mohou zpisobovat zavazné zdravotni komplikace. Epidemiologie
H. influenzae je ovlivnéna mnoha faktory, vcetn€ environmentalnich podminek, hustoty
populace a klimatickych zmén, coz podtrhuje vyznam neustdlého sledovani vyskytu téchto
kment pro efektivni prevenci a vyvoj kontrolnich strategii. Vyssi koncentrace obyvatel
v urcitych oblastech, naptiklad v uzavienych komunitach jako Skoly a zdravotnicka zafizeni,

podporuje Siteni H. influenzae, ¢imz se zvySuje riziko infekci (Zhou et al., 2022).

Po zavedeni vakciny proti sérotypu b (Hib) se Haemophilus influenzae netypovatelny
(NTHi) stal nejbéZznéjSim plivodcem invazivnich infekei. Mezi lety 2008 a 2019 byla v USA
primérnd ro¢ni incidence téchto infekci 1,3 na 100 000 obyvatel, pfi¢emZ u kojenct byla
incidence vyssi (5,8 na 100 000) a u osob starSich 80 let jesté vyssi (10,2 na 100 000). Infekce
predstavuji zvySené riziko zejména pro novorozence, t¢hotné Zeny a osoby infikované HIV.
U téhotnych Zen muze vést k potratu, coz podtrhuje dilezitost epidemiologického sledovani

a preventivnich opatfeni, zvlasté u téchto vysoce rizikovych skupin (Oliver et al., 2023).

Klimatické faktory maji také zdsadni vliv na Siteni Haemophilus influenzae. Zmény
teploty, vlhkosti a dalSich environmentéalnich podminek ovliviiuji prevalenci infekei. Vyskyt
H. influenzae byva castéjSi v chladnéjSim pocasi, pfiCemz zimni meésice jsou spojeny
s vy$Simi incidencemi respiracnich onemocnéni. Vyssi teploty mohou zvySovat riziko vyskytu
infekci, zatimco nizsi teploty mohou v nékterych piipadech plisobit ochranné. Dalsi faktory,
jako vlhkost vzduchu, rychlost vétru a pfitomnost vodnich ploch, rovnéZ podporuji preziti
a Sifeni bakterii v prostfedi. Tento vliv klimatickych zmén zdlraziiuje potfebu sledovani

téchto faktorii pro efektivni prevenci a kontrolu infekce (Chen et al., 2022).
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2.5 Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae je gramnegativni bakterie, kterd Casto zplsobuje komunitni
pneumonii, zejména u déti Skolniho véku a mladych dospélych. Infekce se §iii kapénkovou
cestou a muze mit rtiznorodé klinické projevy, od mirného kaSle az po tézké plicni
komplikace. Standardni 1écbou jsou makrolidova antibiotika, avSak rostouci rezistence
nc¢kterych kmend muze terapii zkomplikovat. V tézSich ptipadech dochazi k refrakterni
pneumonii, kdy imunitni reakce zhorSuje pribéh onemocnéni, zde mohou pomoci
kortikosteroidy. Pro diagnostiku se vyuziva PCR testovani, sérologické metody a v nékterych
pfipadech i kultivace, pfestoze je casové narocna. Rychld a spravnd diagnostika spolu

s adekvatni 1écbou hraje klicovou roli v prevenci komplikaci (Tsai et al., 2021).

Obrazek 4: Kolonie Mycoplasma pneumoniae

Kolonie Mycoplasma pneumoniae na pevném médiu maji typicky ,,volské oko* (fried egg)
vzhled s hustsim stfedem a méné hutnym okrajem. Jsou drobné, nepravidelné granulované
a casto castecne zapustené do agaru. Kultivace této bakterie vyzaduje specidalni médium
obohacené o kvasnicny extrakt a sérové slozky, pricemz rust je pomaly a miize trvat az nékolik

tydnit (Saraya, 2016).

2.5.1 Patogeneze a faktory virulence

Patogeneze Mycoplasma pneumoniae zafina adherenci bakterii k epitelu dychacich cest,
coz umozinuje jejich kolonizaci a pfeziti. Po pfichyceni dochdzi k poSkozeni bunck
uvoliiovanim toxickych metabolitli a reaktivnich forem kysliku. Infekce vyvolava silnou
imunitni odpovéd’, kterd zahrnuje produkci cytokini a zanétlivé reakce, jez mohou vést

k poskozeni tkani a chronickym zménam v plicich.
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Kromé respira¢nich komplikaci se u infekce M. pneumoniae projevuji i neurologickeé,
kardiovaskularni nebo renalni komplikace, vznikajici v diisledku imunitné zprostfedkovanych
mechanismi. Bakterie méa schopnost unikat imunitnimu systému, coz mize vést k pretrvavani

infekce a jejim opakovanym projeviim (Chaudhry et al., 2016).

Mycoplasma pneumoniae disponuje nekolika faktory virulence, které pftispivaji ke
schopnosti vyvolavat onemocnéni. Mezi klicové faktory patii cytoadheziny, glykolipidy,
toxické metabolity, toxin CARDS (Community-Acquired Respiratory Distress Syndrome
toxin) a kapsularni polysacharidy. Tyto faktory umoziuji mikroorganismu adherovat
k hostitelskym buiikdm, narusovat jejich funkci a vyvolavat imunitni odpovéd, ¢imz

ptispivaji k rozvoji infekce.

CARDS toxin je klicovym faktorem virulence, ktery zptsobuje poskozeni bun¢k tim, ze
pripojuje adenosindifosfat (ADP) k proteiniim. Tento toxin se vdze na specifické proteiny
v dychacim epitelu, jako je surfaktantovy protein A nebo annexin A2, kde zptisobuje zmény
v bunéénych procesech. U M. pneumoniae tento toxin podporuje infekci tim, Ze narusuje
normalni funkei plicnich buné€k a zvysuje zanétlivou reakcei. Toxin aktivuje imunitni odpovéd’,
coz vede k uvolnéni zanétlivych latek, jako jsou IL-1p a IL-18, které podporuji zanét (Jiang et
al., 2021).

Adheziny, konkrétné cytoadheziny, se nachazeji na povrchu bakterii a hraji kli¢ovou roli
v adhezi k hostitelskym buikdm. U M. pneumoniae jsou hlavnimi cytoadheziny proteiny P1
a P40/P90, které tvoii komplex s nazvem Nap. Tento komplex usnadiiuje pfichyceni bakterii
na povrch hostitelskych bunék a podporuje jejich pohyblivost. Cytoadheziny maji podobnou
strukturu jako hemaglutininové proteiny, coz naznacuje mozny evoluc¢ni pivod téchto

proteintl a jejich vyznam pfi infekci (Vizarraga et al., 2021).

2.5.2 Klinické projevy

Mycoplasma pneumoniae je puvodcem komunitni atypické pneumonie, kterd miize mit
riznorodé klinické projevy. Mezi typické pfiznaky patii horecka, kasel a mirna duSnost. Kasel
byva Casto suchy a mlze pretrvavat po dobu nékolika tydnti. Horecka je obvykle mirna, avsak
u nékterych pacienti muze byt i vyssi. V nékterych ptipadech se mohou objevit i dalsi

nespecifické symptomy, jako je unava, bolest hlavy nebo bolest svald.

Respiracni ptiznaky M. pneumoniae jsou Casto méné vyrazné neZ u klasické bakteridlni
pneumonie, coz vede k opozdéné diagnostice. I pfes mirnéjsi pritbeh vSak mize infekce vést

k intersticidlni pneumonii, kterd mize byt patrna na radiologickych snimcich i pfi relativné
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nenapadnych klinickych projevech. Kromé toho se mohou objevit i extrapulmonalni ptiznaky,
které zahrnuji gastrointestindlni obtize, naptiklad nevolnost a zvraceni, coz mize komplikovat

diagnostiku (Khan et al., 2022).

U déti se klinické projevy infekce Mycoplasma pneumoniae 1isi podle véku. Mezi
nejCastéj$i priznaky patii kaSel, ktery je pfitomen u vétSiny pacientl, a horecka, jez se
vyskytuje ptiblizné u poloviny déti. U mladSich déti do péti let se Castéji objevuji znamky
dechové tisn¢, jako je tachypnoe, prodlouzeny vydech a retrakce hrudniku. Kromé toho maji
tyto déti tendenci mit nizsi saturaci kyslikem ve srovnani se starSimi détmi. Extrapulmonalni
projevy, jako jsou kozni 1éze, se vyskytuji u mensi ¢asti pacientii, avSak jejich pfitomnost
muze pomoci v diagnostice. U starSich déti je infekce Casto spojena se segmentalni nebo
lobarni konsolidaci plic, coz lze pozorovat na radiologickych snimcich. Celkové lze fici, Ze
udéti mize M. pneumoniae zpusobit Siroké spektrum ptiznakl, pficemz jejich intenzita

a charakter se 1i§i v zavislosti na véku a zavaznosti infekce (Ocak et al., 2022).

2.5.3 Epidemiologie

Infekce Mycoplasma pneumoniae se vyskytuji endemicky v riznych klimatickych
podminkach po celém svété a kazdych nekolik let dochazi k epidemiim. V Evropé byly
zaznamenany epidemie v letech 2010-2012, 2014-2015 a 2015-2017. Pienos M. pneumoniae
je bé&zny v rodinach, Skolach, vojenskych zékladnach, pefovatelskych domech a dalSich
uzavienych komunitach. PfestoZe se realnd prevalence infekce ve vétSin€ zemi systematicky
nesleduje, nékteré staty sbiraji laboratorni hlaSeni nebo maji zavedené narodni monitorovaci
systémy. Celosvétova data naznacuji, Ze opatfeni zavedend béhem pandemie COVID-19, jako
uzavieni Skol a omezeni kontaktl, vedla k vyznamnému poklesu detekovanych piipada

vvvvv

(Meyer Sauteur et al., 2022).

Epidemiologicka studie provedend ve Wu-chanu mezi détmi v obdobi od fijna 2020 do
biezna 2022 se zaméfila na vyskyt Mycoplasma pneumoniae. Ze 1259 analyzovanych vzorkt
bylo pomoci qPCR zjisténo, Ze 36,6 % déti bylo infikovano timto patogenem. Vysledky
ukazuji, ze vétSina piipadl se tykala predskolnich déti, pficemz infekce u nejmladsich (1-24
meésicll) méla obvykle mirngjsi pribeéh. Naopak u Skolnich déti (611 let) byly cast&jsi t&zsi
formy onemocnéni. Infekce se nejCastéji vyskytovala v zimnich a €asné jarnich meésicich.
Kromé bé&znych respiracnich ptiznak, jako jsou horecka a paroxysmalni kasel, se u n€kterych

déti objevily 1 extrarespiracni symptomy, napiiklad gastrointestinalni potize (Xu et al., 2024).
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2.6 Legionella pneumophila

Legionella pneumophila je gramnegativni aerobni bakterie, kterd se prirozen¢ vyskytuje
ve sladkovodnim prostiedi, kde mize Zit volné¢ nebo v biofilmech. Je znama jako piivodce
legionafské nemoci, jez se projevuje akutnim zapalem plic. Bakterie je schopna ptezivat
a mnozit se intracelularné uvnitt prvoki, jako jsou Acanthamoeba nebo Naegleria, coz ji
poskytuje ochranu ptfed nepfiznivymi podminkami. K pienosu L. pneumophila dochézi
inhalaci kontaminovaného aerosolu z vodnich systémd, jako jsou klimatizace nebo vifivky,
pfi¢emz po vdechnuti infikuje plicni makrofagy, kde se mnozi a pomoci sekre¢nich systémut
unikd imunitni odpovédi, az nakonec nic¢i hostitelskou buiiku a §ifi se dal. Lidsky organismus
neni jejim primarnim hostitelem, avSak diky adaptacim na Zivot uvniti prvokl dokéze
infikovat i lidské buiiky, zejména makrofagy. Pfimy pienos mezi lidmi zatim nebyl prokazan

(Ayesha et al., 2023).

Obrazek 5: Kolonie Legionella pneumophila

Obrazek zobrazuje kolonie bakterie Legionella pneumophila rostouci na BCYE agaru
(Buffered Charcoal Yeast Extract agar), coz je selektivni médium pouzivané pro kultivaci této
bakterie, nebot obsahuje cystein a Zelezo nezbytné pro jeji riist. Kolonie maji hladky povrch,

perletovy lesk a sedobilou az modrozelenou barvu (Subbaram et al., 2017).
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2.6.1 Patogeneze a faktory virulence

Patogeneze L. pneumophila za¢ina adherenci bakteridlnich bunék k hostitelskym bunikam,
po niz nasleduje intracelularni replikace a Sifeni infekce. Po vstupu do hostitelskych bunck
ovlivituje jejich funkce a vytvaii si ochranné prostiedi, které poskytuje ziviny potfebné pro
jeji rast. Mezi mechanismy podilejici se na tomto procesu patii apoptdza, dynamika
mitochondrii a biosyntéza fosfolipidii. Bakterie zaroven ovliviiuje fadu eukaryotickych
bunécnych procesti a inhibuje syntézu proteint. L. pneumophila kbéduje proteiny podobné

eukaryotickym, coz ji umozituje manipulovat s hostitelskymi bunikami (Iliadi et al., 2022a).

Mezi hlavni virulentni faktory patii schopnost piechazet mezi riznymi fazemi infekce, coz
zahrnuje transformaci z avirulentni faze (replikacni faze) na virulentni f4zi (transmisivni
faze). V této fazi bakterie zvysuji svou pohyblivost a exprimuji dilezité virulentni proteiny,
jako je bicik a sekre¢ni systémy, které jsou kli¢ové pro invazi do hostitelskych bun¢k. Dal§im
vyznamnym faktorem je Mip (Macrophage Infectivity Potentiator), coz je membranovy
protein, ktery se podili na adherenci a invazi do makrofagh. L. pneumophila také vyuziva
riznych povrchovych struktur, jako jsou lipopolysacharidy, pili, a vnéj$i membranové
proteiny, které usnadnuji pfipojeni k hostitelskym bunkdm. Tyto faktory virulence, v¢etné
schopnosti pfizpisobit se riznym hostitelskym prostiedim, jsou klicové pro patogenitu
a umoznuji ji prezit a mnozit se jak v protozoich, tak v lidskych makrofazich (Yang et al.,

2023).

Protein Mip je membranové vazany virulentni faktor bakterie Legionella pneumophila,
ktery funguje jako enzym napomdhajici zméndm v prostorovém uspotadani bilkovin. Tento
protein zvySuje schopnost bakterie pfeZivat a mnoZit se uvnitf makrofagl, tedy bunck
imunitniho systému, a zaroven ji pomaha §ifit se v tkanich hostitele. Studie prokézaly, Ze
pokud je aktivita proteinu Mip sniZena, bakterie se hiie replikuje v hostitelskych bunkach,
coz potvrzuje jeho vyznam pro infekci (Nikolka et al., 2023).

Sekre¢ni systém typu IV hraje klicovou roli v jeji schopnosti infikovat hostitelské burnky.
Tento slozity systém se skladd z 27 komponent, které jsou umistény v vnitini a vné&jsi
membrané bakteridlni bunécné stény. Systém umoziluje bakteriim vpravit do cytosolu
hostitelské buiiky vice neZ 300 efektorovych proteinli. Tyto proteiny koordinované ovliviuji
rizné bunécné procesy, veetné udrzovani integrity membrany replikace vakuoly, autofagie,
biosyntézy proteinil a apoptdzy hostitelské buiiky. Timto zpisobem bakterie vytvari ptiznivé
podminky pro svou replikaci v makrofazich a dalSich bunéénych typech hostitele (Kowalczyk
etal., 2021).
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Sekre¢ni systém typu II (T2SS) je zdsadni pro ekologii téchto bakterii a jejich schopnost
vyvolavat infekce. Tento systém, jenz je pfitomen u mnoha gramnegativnich bakterii,
umoznuje sekreci specifickych bilkovin do vnéjSiho prostfedi nebo do hostitelskych bunék.
U L. pneumophila je T2SS zodpovédny za produkci vice nez 25 rGznych bilkovin, véetné
enzymu s lipolytickou, proteolytickou a ribonukledzovou aktivitou. Tyto bilkoviny umoziuji
bakteriim piezit v rGznych prostfedich, v¢etné sladkovodnich nadrzi, kde mohou piezivat ve
form¢ planktonu ¢i biofilmu. V lidském téle T2SS podporuje schopnost bakterie infikovat
alveolarni makrofagy a dal$i bunky, jako jsou fibroblasty nebo epitelové bunky plicnich
sklipkii. Enzymy, jako proteazy, fosfolipdzy nebo aminopeptidazy, pomahaji bakteriim
ziskavat ziviny a zaroven pfispivaji k destrukci plicni tkdn¢ beéhem infekce. Navic T2SS hraje
roli v potlacovani vrozené imunitni odpovédi hostitele tim, ze inhibuje produkci

prozanétlivych cytokinii (Matek et al., 2021).

2.6.2 Klinické projevy

Klinické ptiznaky infekce Legionella pneumophila se mohou zna¢né lisit a casto nejsou
specifické. Nejcastéji se onemocnéni projevuje horeckou, kaslem a duSnosti, pfi¢emz
u vétSiny pacientll se objevuje i vyrazna unava. Bolesti svali byly podle vysledki studie
Castéj$i u pacientd s komunitn¢ ziskanou pneumonii nez u téch s nemocni¢ni formou.
K dal§im moznym pfiznakim patii bolest na hrudi, bolest hlavy, zmatek (zmény védomi),
ztrata chuti k jidlu, bolest bficha a vyjimecné také prijem. Vzhledem k tomu, Ze projevy
infekce jsou podobné jinym formédm pneumonie, mize byt stanoveni diagndzy bez cilenych

testt obtizné.

Rozdily v klinickém obrazu se mohou projevit i v laboratornich hodnotach. Naptiklad
u pacientll s komunitni formou pneumonie zptsobenou L. pneumophila byly zjistény vyssi
hladiny CRP a kreatinkinazy (CK), coz miZe naznaCovat intenzivnéjsi zanétlivou odpovéd'.
Naopak nemocni¢ni formu provazely vyS$s$i hodnoty jaternich enzymi (ALT a AST),
pacientli. Celkové se tedy infekce zplsobend Legionella pneumophila mize manifestovat
Sirokou Skalou ptiznaki, které se mohou liSit v zavislosti na misté a zptisobu nakazy (Turan

Ozden a Ucar, 2024).

2.6.3 Epidemiologie
Legionella pneumophila je bézné ptitomna ve vodnich zdrojich i uméle vytvofenych

vodnich systémech. Mezi hlavni zdroje pfenosu patii jak pitnd voda, napiiklad ze sprch
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a kohoutkt, tak nepitné zdroje, jako jsou fontdny, lazn¢ a chladici véze. Zmény klimatu
prispivaji k jejimu Sifeni, zejména ve starnouci vodovodni infrastruktufe. Bylo zjisténo, ze
kabinové vzduchové filtry automobili mohou byt dalsim mistem, kde se bakterie usazuji, coz
piedstavuje potencidlni riziko ndkazy. Zajimavé je 1 zjiSténi, Zze L. pneumophila byla
izolovéna z fecké zahradni zeminy, coz naznacuje, ze ptida miize byt dalSim rezervoarem této
bakterie. Infekce se Casto objevuji v rekreacnich a hotelovych oblastech, kde jsou spojovany

predevsim s kontaminovanymi vodnimi systémy.

Onemocnéni zpisobené L. pneumophila se miize vyskytovat jako jednotlivé piipady, ale
muze také vést k epidemiim. Opakované jsou hldSeny ptipady souvisejici s cestovanim
a pobytem na lodich, pti¢emz hotely byvaji hlavnim zdrojem nakazy. ZvySené riziko nakazy
bylo popsdno i u nékterych profesi, mezi které patii zdravotnicti pracovnici, zaméstnanci
hotelil, fidi¢i, potapéci nebo zubni 1ékati. Studie ukazaly, Ze 1idé pracujici v téchto odvétvich
maji ¢asto vyssi hladinu protilatek proti L. pneumophila, coz naznacuje jejich castéjsi kontakt

s bakterii (Iliadi et al., 2022b).

V poslednich letech byl v Evropé 1 ve Spojenych statech americkych zaznamenan rostouci
trend vyskytu legioneldzy, pficemz vice nez 90 % klinickych ptipadl je spojeno s druhem
Legionella pneumophila. Zv1ast¢ vysokd mira kontaminace zdravotnickych zatizeni byla
hlasena v Italii, kde dosahovala vice nez 79 %. Infekce touto bakterii miize mit vazny pribéh,
zejména u lidi s oslabenou imunitou, u nichz mize byt tmrtnost mezi 5 az 30 %. Pro
sledovéani epidemiologie lze vyuZzit molekularni metody, které pomahaji pochopit genetickou

rozmanitost této bakterie a jeji schopnost zpiisobovat infekce (Monistero et al., 2024).
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3 DIAGNOSTICKE METODY A DETEKCE

Pro spravné nastaveni 1écby je nezbytné urcit, s jakym patogenem, piipadné s jakymi
patogeny, ma dany pacient co do ¢inéni. V tomto ohledu hraje kli¢ovou roli diagnostika, jejiz
rychlost a pfesnost mohou zisadné ovlivnit pribéh onemocnéni a v nékterych piipadech
dokonce zachranit zivot. Zatimco dfive se vyuzivaly pfedevSim metody klasické
mikrobiologie, tak v poslednich letech se do popiedi dostavaji moderni molekularni metody
zalozené na detekci nukleovych kyselin, jako je polymerdzova fetézova reakce (PCR). Studie
z roku 2021 ukazuje, ze molekularni testovani dokaze odhalit az o 23,6 % vice patogend nez
tradicni kultivacni techniky, coz potvrzuje jejich rostouci vyznam v diagnostice. (Lin et al.,

2022). Témto metoddm bych se rada vénovala v nasledujicich kapitolach.

3.1 Uvod do diagnostiky

Molekularni diagnostika dnes hraje dilezitou roli v rozpoznavani infekénich nemoci,
hlavné proto, Ze je rychlejsi a presnéj$i nez klasické metody, jako je napi. kultivace.
Kultiva¢ni metody sice stale patii mezi zdkladni postupy, ale jsou Casto Casové ndrocné a ne
vzdy spolehlivé — naptiklad kdyz je v materidlu jen malé mnozstvi bakterii. Molekularni
techniky, jako je PCR a jeji ruzné varianty, dokdzou odhalit i velmi nizké mnozstvi
genetického materidlu patogenu, a proto se staly béZznou soucasti laboratorni diagnostiky.
I kdyZ tyto metody pfindSeji spoustu vyhod, nemély by Upln€ nahrazovat klasické pfistupy.
Vysoka citlivost PCR miiZze byt né€kdy pro diagnostiku komplikace a proto je vhodné
kombinovat tyto metody s klasickymi, aby byla diagnostika co nejpfesnéjsi a davala smysl

1 ve spojeni s ptiznaky pacienta (Freiberger, 2017).

Kultivaéni metody zlstavaji zdkladnim néstrojem v mikrobiologické diagnostice, zejména
pfi identifikaci a charakterizaci bakteridlnich patogeni. Tyto metody umoziuji izolaci
mikroorganismi na specifickych Zivnych médiich, jako jsou krevni agar, ¢okoladovy agar
nebo selektivni média, ktera podporuji rGst konkrétnich bakterii a inhibuji rhst jinych.
Naptiklad krevni agar je Casto vyuzivan pro detekci hemolytickych vlastnosti bakterii, coz
napomaha pii jejich identifikaci. Ptestoze kultivaéni metody poskytuji cenné informace
o morfologii a biochemickych vlastnostech mikroorganismii, jejich hlavni nevyhodou je
Casova naro¢nost, nebot’ riist bakterii mize trvat od 24 do 72 hodin, a v nékterych ptipadech
idéle. Navic nékteré patogeny, jako napiiklad Mycoplasma prneumoniae, jsou obtizné
kultivovatelné nebo vyZaduji specidlni podminky, coz omezuje efektivitu téchto metod
v rutinni diagnostice (Varadi et al., 2017). Vzhledem k tomu, ze podrobné zpracovani

kultiva¢nich metod by zna¢né rozsifilo rozsah této prace, zaméfuji se dale predev§im na
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molekularné biologické metody, které predstavuji moderni a efektivni ptistup k diagnostice

respiracnich patogent.

3.2 Obecné principy molekularni diagnostiky

Molekularni diagnostika je oborem, ktery se zabyva identifikaci genetické informace
s cilem odhalit pritomnost nemoci nebo predispozic na trovni DNA ¢i1 RNA. Jeji zékladni
principy vychazeji z izolace nukleovych kyselin, jejich amplifikace a nasledné detekce
specifickych sekvenci. Mezi nejéastéji vyuzivané metody patii polymerdzova fetézova reakce
(PCR) a jeji kvantitativni varianta real-time PCR (qPCR), které umoznu;ji citlivé a rychlé
stanoveni 1 velmi nizkych koncentraci genetického materidlu. Hybridizacni metody zase
spoléhaji na vazbu znaCenych sond ke komplementarnim sekvencim, coz umoziuje
specifickou detekcei cilové oblasti. Sekvenace pak poskytuje presny prehled o nukleotidovém
sloZzeni, a je proto nepostradatelnd pii analyze mutaci nebo variaci v genomu, ptipadné pro
identifikaci izolati. Tyto techniky tvoii zaklad moderni molekularni diagnostiky a umoziuji
nejen rychlou detekci onemocnéni, ale i individualizaci 1é¢by na zaklad€ genetického profilu

pacienta (Rolando et al., 2024).

3.2.1 PCR

PCR, neboli polymerazova tetézova reakce, je dilezitd metoda v molekuldrni biologii,
kterd se pouziva ke zndsobeni ur¢itého useku DNA. Vyznam PCR dokazuje i to, Ze jeji
objevitel Kary Mullis za ni v roce 1993 obdrZel Nobelovu cenu za chemii. Od té doby se tato
metoda uplatnila v cel¢ fad¢ obort — pouZziva se nejen v medicing, ale také v zeméd¢€lstvi nebo
kriminalistice. Diky své spolehlivosti, nizkym nakladim a dobfe zavedenému postupu je
povaZovana za zakladni nastroj v genetickém vyzkumu. Velkou roli sehréla 1 pfi sestaveni
prvni verze lidského genomu na zacatku 90. let. Pfesto ma i PCR své limity, tfeba pfi praci
s dlouhymi nebo slozitymi useky DNA, kde se zkousi rizné ptisady pro zlepseni vysledkt

(Karunanathie et al., 2022a).

PCR umoznuje selektivni amplifikaci specifickych fragmenti DNA prostfednictvim
in vitro replikace. Tento proces se skladd ze tfi fazi: denaturace, hybridizace a elongace.
Béhem denaturace se dvouvldknova DNA zahtiva na vysokou teplotu (94 °C), coz vede
k separaci obou vlaken, protoze vodikové vazby mezi nimi se pfi této teploté rozpadnou.
V druhé fazi, hybridizaci, se teplota snizi (mezi 40 a 70 °C), coz umozni primerim (kratkym
sekvencim komplementarnim k templatové DNA) vazat se na cilové oblasti DNA. Tteti faze,
elongace, probiha pii teplot¢ 72 °C, kdy DNA polymerdaza katalyzuje syntézu

komplementarniho vlakna DNA za vyuziti dNTPs pfitomnych v reakéni smési. Polymerazy
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pouzivané v PCR jsou termostabilni enzymy, které pochazeji z termofilnich mikroorganismi.
Plvodné se pouzivala Taq polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus, dnes se vSak
bézné vyuzivaji rekombinantni a modifikované varianty s vyS$$i pfesnosti nebo rychlosti
syntézy. Tento cyklus se opakuje nékolikrat, pfi¢emz kazdé opakovani teoreticky zdvojnasobi
mnozstvi amplifikované DNA. Po 20 az 40 cyklech vznikd dostatecné mnozstvi DNA pro
nasledné analyzy a vétSinou dochazi k vycerpani reakéni smési (Kadri, 2020).
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Obrazek 6: Zdkladni princip polymerdzové retézové reakce (PCR)

Obrazek schematicky zobrazuje tri hlavni kroky PCR cyklu: denaturaci, hybridizaci a extenzi.
Béhem denaturace se dvouretézcovai DNA rozplete zahratim. V kroku hybridizace se
specifické primery navdzou na jednotliva vidkna DNA pri niZsi teploté. Nakonec, béhem
extenze, DNA polymeraza prodlouzi primery a vytvori nové komplementarni retézce DNA pri
optimalni teploté. Opakovanim téchto cyklii dochazi k exponencidalnimu zmnozZeni cilové DNA

sekvence (Ehtisham et al., 2016).

Uspésné provedeni polymerdzové tfetézoveé reakce zavisi na piesné definovaném slozeni
templatova DNA (izolovand DNA, slouzici jako Sablona pro polymerdzu, podle niz je
syntetizovano komplementarni vldkno), specificky navrzené primery, DNA polymeraza,

deoxyribonukleotid trifosfaty (ANTPs) a ionty hoi¢iku (Mg?"), ptipadné dalsi aditiva. Celé
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prostiedi je udrzovano v pufrovaném roztoku. Kazda slozka hraje specifickou roli — primery
uruji cilovy usek DNA k amplifikaci, dNTPs slouzi jako stavebni kameny nové
syntetizované DNA, a Mg*" ionty jsou nezbytné pro aktivitu polymerdzy i stabilitu reakce

(Karunanathie et al., 2022b).

3.2.2 Real-time PCR (qPCR)

Kvantitativni polymerazova tetézova reakce (QPCR), znama také jako real-time PCR, je
moderni molekularné-biologickd metoda, ktera umoziuje presné meéfeni mnoZstvi
specifickych nukleovych kyselin ve vzorku. Tato technika vychézi z klasické PCR, ale na
rozdil od ni dokaze nejen detekovat pritomnost DNA nebo RNA, ale také kvantifikovat jeji
mnozstvi v redlném case. Diky své pfesnosti a univerzalnosti nachazi qPCR Siroké vyuziti,
ato od vyzkumu genové exprese a bunéénych mechanismi az po diagnostiku onemocnéni,
kde slouzi naptiklad k detekci patogenti nebo sledovani ucinnosti 1é¢by. Uplatnéni nachazi
ivoblasti farmakogenetiky, kde pomaha odhalit genetické varianty ovlivilujici reakci
pacientii na léky. I pfes vysokou citlivost a ptesnost qPCR zavisi vysledky na spravném
provedeni celého procesu, od ptipravy vzorku az po interpretaci dat, coz muize ovlivnit

spolehlivost testu (Bustin, 2024).

Béhem PCR amplifikace se pouzivaji fluorescencni latky, které signalizuji mnoZstvi
amplifikovaného DNA. Nejc¢ast&ji se k tomu pouZziva fluorescencni barvivo, jako je SYBR
Green, které se vaze na dvouSroubovici DNA a emituje fluorescenci, nebo hydrolyzacni
sondy, které se $tépi polymerdzou a tim uvoliuji fluorescencni signal. V pribéhu PCR cykli
roste fluorescenci v zavislosti na mnozstvi amplifikovaného DNA. Tento signal je detekovan
v kazdém cyklu, coZ umoziuje stanoveni poctu cykli (Ct nebo Cq), pii kterém fluorescenci
ptekro¢i pfedem nastaveny prah. Tento bod je klicovy pro kvantifikaci ptivodniho mnozstvi
DNA v reakénim vzorku. Metoda qPCR umoznuje vysoce citlivou a specifickou detekci, coz
je idedlni pro rtizné aplikace, jako je stanoveni poctu kopii konkrétniho genetického markeru

v DNA (Adams, 2020).
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Obrazek 7: Zakladni princip kvantitativni polymerazové retézové reakce (qPCR)

Na obrazku je znazornén princip kvantitativni PCR (qPCR). Nejprve se ze vzorku izoluje
DNA, ktera je nasledné pri vysoké teploté denaturovana — jeji dvé viadkna se oddéli.
Po ochlazeni se ke specifickym usekiim navazou primery, kratké useky DNA, které oznacuji
zacatek nové syntézy. DNA polymerdza pak zacne vytvaret nové vidkno. Béhem tohoto
procesu se pouziva fluorescencni barvivo, které se vaze na vzniklou dvouvidknovou DNA.
Barvivo nenavazand na dvouviaknovou DNA ma nizkou miru fluorescence, zatimco navdazané
barvivo (na obrazku zelené) ma vysokou fluorescenci. Jak se mnozstvi DNA zvysuje, roste

i intenzita fluorescence, coz umoznuje priibézné sledovani reakce (Adams, 2020).
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3.2.3 Hybridiza¢ni metody

Hybridizace nukleovych kyselin je proces, pii kterém se k sobé navazou dva fetézce DNA
nebo RNA na zdkladé¢ komplementarity jejich bazi. Vysledkem je stabilni dvouSroubovice,
podobna té, jakou zndme z ptirozené struktury DNA. Tento princip se vyuziva v celé fadé
modernich biotechnologickych metod, jako je naptiklad PCR, DNA mikro¢ipy nebo
molekularni sondy. Diky tomu mtzeme zjistit, jestli je ve vzorku pfitomen urcity gen, virus
nebo jiny specificky usek nukleové kyseliny. Aby mohla hybridizace probéhnout efektivné, je
obvykle nutné DNA nejprve denaturovat, tedy odd¢lit jeji dvé vldkna zahtatim. Naslednym
pomalym ochlazenim se umozni znovuvytvofeni dvousroubovicového utvaru mezi
komplementarnimi sekvencemi. Tento krok je zadsadni pro spravné navazani sondy na cilovou
nukleovou kyselinu. Pfili§ rychlé ochlazeni mlize vést ke vzniku intramolekularnich struktur,
které hybridizaci brani. V rdmci zefektivnéni celého procesu a zrychleni analytickych metod
se proto hledaji alternativni zptsoby, jak hybridizaci provadét bez nutnosti teplotnich zmén.
K tomuto ucelu se vyuzivaji specifické soli, organickd rozpoustédla nebo nanomaterialy,

které zvySuji rychlost a stabilitu reakce 1 pfi niz$ich teplotach (Wong et al., 2021).

Jednou z vyznamnych metod vyuzivajicich princip hybridizace nukleovych kyselin je
fluorescence in situ hybridizace (FISH). Tato cytogenetickd technika umoziiuje pfesnou
detekci a lokalizaci specifickych sekvenci DNA nebo RNA piimo v buiikach ¢i tkanich. Diky
vysoké specificité a moznosti vizualizace cilovych oblasti pomoci fluorescenéné znacenych
sond se FISH stala zlatym standardem v diagnostice genetickych a nddorovych onemocnéni.
V oblasti detekce patogent dychacich cest je tato metoda vyuzivana zejména pro identifikaci
virovych a bakteridlnich agens pfimo ve vzorcich respiracnich epitelii, pficemZz umoziuje
nejen potvrdit pfitomnost infekéniho Cinitele, ale i sledovat jeho lokalizaci v bunécné
struktufe. Sondy mohou byt navrzeny tak, aby rozeznaly specifické genové sekvence
jednotlivych mikroorganismii, coz zajiStuje vysokou miru senzitivity a specificity.
V poslednich letech se v ramci zefektivnéni celého procesu zkoumaji moZnosti integrace
FISH s mikrofluidnimi technologiemi, které ptinadSeji vyhody v podobé nizsi spotieby
reagencii, zkraceni doby hybridizace a moZnosti automatizace, ¢imz se zvySuje jeji

vyuzitelnost 1 v rutinni diagnostice (Huber et al., 2018).

39



|

Fafrag, ||III|II|.
B
e ]
" t
Tidgy ]

| ; HYBRIDIZACE
e
LY /
7,2 / PROMYVANI
VIZUALIZACE

Obrazek 8: Obecny postup FISH metody

Obrazek ilustruje zakladni kroky metody fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Proces
zahrnuje fixaci a naslednou pripravu vzorku. Poté dochazi k hybridizaci, kdy se fluorescencné
znacenad oligonukleotidova sonda vaze na komplementdarni cilovou sekvenci nukleové kyseliny
(DNA nebo RNA) v imobilizovanych burnikdach. Po promyti pro odstranéni neprivazanych sond
Jje signal detekovan pomoci fluorescencni mikroskopie, coz umoziuje vizualizaci a identifikaci

cilovych mikroorganismu na zakladeé fluorescence sondy (Mahmoud, 2012).

3.2.4 Sekvenace

Sekvenace DNA je zdkladni metodou pro analyzu genetického materidlu, ktera umoziuje
detailni studium struktury a funkce genti. Tato technologie, kterd se vyvinula béhem nékolika
desetileti, je dnes kli¢ova nejen v oblasti zakladniho vyzkumu, ale i v klinické diagnostice.
Prvni metody sekvenace, jako je Sangerova metoda, umoznily Ccist sekvence DNA
v laboratoftich, ale s postupujicim vyvojem technologii se objevily nové, efektivnéj$i metody.
cest technologie sekvenace nové generace (NGS), které umoznuji rychlou a detailni analyzu
genomu mikroorganismi. Tento pokrok umoznil védcim analyzovat celé mikrobiomy

a identifikovat patogeny, které se tradi¢nimi metodami detekce nemusi podatit odhalit. Vyvoj
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sekvenacnich technologii, véetné zlepsSeni pfesnosti a snizeni ndkladd, vedl k jejich SirSimu
vyuziti nejen ve vyzkumu, ale i v klinickych aplikacich, jako je diagnostika infek¢nich

nemoci zptisobenych viry a bakteriemi (Gu et al., 2019).

Sekvenace nové generace (NGS) predstavuje revolucni technologii, kterd vyznamné
zménila pfistup k genomickému vyzkumu. Tento pokrok umoziluje rychlé a paralelni
sekvenovani miliond fragmenti DNA, coz poskytuje hluboké a komplexni informace
o struktufe genomu, genetickych variacich, expresi genii a epigenetickych modifikacich.
Hlavni vyhodou NGS je jeji vysokokapacitni povaha, ktera umoznuje provadét analyzy
v krat§im case ve srovnani s tradi¢nimi metodami, jako je Sangerova sekvenace. NGS
technologie, jako jsou platformy Illumina, Pacific Biosciences nebo Oxford Nanopore,
oteviely nové moznosti pro vyzkum v riiznych oblastech, v¢etné genomiky, metagenomiky,
diagnostiky infekénich onemocnéni, analyzy mikrobioml a vyzkumu vzorcli genetickych
nemoci. Tyto technologie umoznuji nejen analyzu celych genomd, ale také vysoce detailni
studium genové exprese a epigenetickych zmén, coz je klicové pro pochopeni komplexnich

biologickych procest (Satam et al., 2023).

[Mlumina technologie pro NGS vyuziva metodu sekvenovani na zéklad¢ fluorescencné
oznacenych reverzibilnich terminatorti (SBS — Sequencing by Synthesis). Tento proces zacina
amplifikaci DNA knihoven pomoci PCR, ktera probiha pfimo na sekvenac¢nim ¢ipu. Béhem
sekvenovani se jednotlivé nukleotidy, oznacené fluorescencnimi barvami a spojené
s reverzibilnim terminatorem, postupné zaclenuji do replikujici se DNA fetézce. Kazdy cyklus
sekvenovani vede k zaznamu fluorescen¢niho signalu, coz umoznuje identifikaci sekvence.
Po zaclenéni nukleotidu je termindtor odstranén, coz umozni pfipojeni dal$iho nukleotidu.
Technologie Illumina umoznuje i parové sekvenovani, kde jsou oba konce DNA fragmentu
sekvenovany, coz poskytuje vysokou kvalitu dat a zlepsuje pokryti a rozliSeni polymorfizmd.
Vysoka presnost této metody, s chybovosti okolo 0,1 %, ji ¢ini velmi spolehlivou pro rizné
genomické analyzy, vcetné detekce patogenli v dychacich cestach, kde je dilezitd detailni

analyza genetickych variant (Hu et al., 2021).
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3.3 Detekce jednotlivych patogenti
3.3.1 Bordetella pertussis

Vcasné a presné rozpoznani infekce zpusobené Bordetella pertussis je klicové pro
spravnou klinickou 1é¢bu 1 omezeni Sifeni nakazy. V soucCasnosti se vyuziva vice
diagnostickych metod, mezi které patii kultivace, sérologické testy a rizné formy PCR.
Sérologické vySetfeni vyzaduje porovnani dvou vzorkd odebranych v riznych fazich
onemocnéni, coz neni vzdy snadno proveditelné, zvlasté u déti. PCR metody, zejména real-
time kvantitativni PCR (qPCR), se ukazuji jako vhodnéjsi alternativa — umoziuji rychlou
detekci genetického materidlu patogenu bez ohledu na stadium infekce nebo ockovaci status
pacienta. Moderni multiplexni pfistupy, jako napt. BioFire Respiratory Panel 2 plus (RP2
plus), dokazi soucasné identifikovat B. pertussis spolu s dalSimi respiraénimi patogeny, coz je
pfinosné zejména v piipadech koinfekci. Tyto metody tedy ptedstavuji efektivni néstroj pro
rychlou laboratorni diagnostiku pertuse, a tim i pro rozhodovani o dalSim terapeutickém

postupu (Li et al., 2023).

Real-time PCR (qPCR) je v soucasnosti nejpouzivanéj$i metodou pro laboratorni detekci
Bordetella pertussis, a to diky své vysoké citlivosti a rychlosti oproti klasické kultivaci.
Detekce je zalozena na amplifikaci inser¢ni sekvence IS481, ktera se vyskytuje ve vice
kopiich v genomu této bakterie. Pro potvrzeni pfitomnosti B. pertussis se zaroven sleduje
piitomnost specifického genu pxS1, coZ umoziuje piesné identifikovat tuto bakterii a odlisit

Jj1 od podobnych druhi, které také mohou nést IS481.

Detekci Bordetella pertussis pomoci real-time PCR za¢neme extrakci nukleovych kyselin
z 200 upl vzorku hornich cest dychacich. Nukleové kyseliny izolujeme pomoci vhodného
extrakéniho kitu a eluujeme do objemu kolem 50 az 100 pl eluéniho pufru. PCR reakéni smés
pfipravime v celkovém objemu 10 az 25 pl, do které piiddme 4 az 10 pl extrahované DNA,
primery a sondy pro cilové sekvence IS487 a ptxSI a vnitini pozitivni kontrolu. Amplifikaci
provadime v redlném case na PCR pfistroji s programem zahrnujicim 40 az 50 cykld pti
teplotach kolem 95 °C pro denaturaci a 57 az 60 °C pro annealing a extenzi. Vysledky
interpretujeme podle hodnoty Ct, kde Ct hodnoty obou cild IS4871 a ptxSI niZ§i nez 35
signalizuji pfitomnost B. pertussis. Pfi Ct hodnotach mezi 35 a 40 je vhodné provést
opakovani testu pro potvrzeni vysledku. Pro zajisténi kvality testu zahrneme vzdy pozitivni
anegativni kontroly. Cely proces vyzaduje ptisné dodrZovani laboratornich standardi
a spravnou manipulaci se vzorky, aby se minimalizovalo riziko kontaminace a faleSné

pozitivnich ¢i negativnich vysledkt (Cole et al., 2024).

42



3.3.2 Streptococcus pneumoniae

Klasicka diagnostika je zalozena na kultivaci, kterd sice ptredstavuje zlaty standard, ale je
casove narocna a jeji vysledky mohou byt ovlivnény pfitomnosti bézné mikroflory, predevsim
jinych alfa-hemolytickych streptokokti. Alternativou k témto tradicnim metodam jsou
molekularné-biologické techniky, mezi nimiz v poslednich letech ziskévaji na vyznamu qPCR
a LAMP (loop-mediated isothermal amplification). Ob& metody umoziuji rychlou
a specifickou detekci pfitomnosti patogenu piimo ve vzorcich z dychacich cest. Zatimco
gPCR vyzaduje cyklické zmény teplot, LAMP je schopna amplifikace pti konstantni teplot¢,

coz usnadnuje jeji vyuziti i mimo plné vybavené laboratofe.

K detekci Streptococcus pneumoniae pomoci LAMP metody se odebrany vzorek sputa
nejprve osetii trypsinem a postupné centrifuguje, pricemz ziskany sediment se resuspenduje
v destilované vodé a denaturuje pii 56 °C a nasledn¢ 95 °C. Reakéni smés o objemu 50 pl
obsahuje specifické primery pro gen /yt4, Bst DNA polymerazu a MgSOs, do niZ se ptida 5 pl
extrahované DNA. Amplifikace probihé izotermné pti 63 °C po dobu 60 minut a vysledky lze
detekovat vizuadlné podle zakalu nebo elektroforézou na agar6zovém gelu. Citlivost metody
dosahuje 10> CFU/ml a jeji specifita byla potvrzena absenci kiizové reakce s jinymi
bakteriemi. Ve srovnani s klasickou kultivaci, kterd detekuje pouze omezeny pocet ptipadu,
metoda LAMP odhali vyrazné vice infekci diky vyssi citlivosti, a dokaZe tak identifikovat 1 ty
piipady, které by kultivace piehlédla (Li et al., 2020).

3.3.3 Heamophilus influenzae

V soucasné diagnostice invazivnich infekci zptisobenych Haemophilus influenzae se stale
Cast€ji vyuziva multiplexni real-time PCR, kterd umoZiiuje rychlou a specifickou detekci
pfimo z klinickych vzorki, jako jsou mozkomisni mok, krev, sérum nebo plazma. Tato
metoda umoZiluje simultanni amplifikaci vice cilovych genll v jedné reakci, coz zkracuje
dobu analyzy a sniZuje riziko kontaminace. Vedle multiplexni PCR se v praxi pouZivaji
1 klasické PCR metody nebo kvantitativni PCR (qPCR) zamétené na jednotlivé patogeny,

které vSak Casto vyzaduji vice ¢asu a vzork.

Pro detekci Haemophilus influenzae byly vyuzity klinické vzorky, naptiklad vytéry
z krku, ze kterych byla izolovina DNA pomoci standardni extrakéni metody zahrnujici
pouziti DNAzol. Po srdzeni a promyti DNA ethanolem byl vzorek resuspendovéan ve sterilni
vodé a inkubovan pii 50 °C. PCR reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsahovala
univerzalni PCR mix s Taq polymerdzou, specifické primery a fluorescencné znacené sondy
zamefené na gen bexA, ktery je charakteristicky pro H. influenzae, a dalsi cilové geny.
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K reakci bylo ptidédno 2 pl extrahované DNA. Amplifikace probihala v redlném ¢ase pomoci
termocykléru TagMan, s poc¢atecni denaturaci pii 95 °C po dobu 10 minut, nasledovanou 45
cykly, pficemz kazdy cyklus zahrnoval denaturaci pii 95 °C po dobu 15 sekund a néslednou
annealingovou a prodluzovaci fazi pti 60 °C po dobu jedné minuty. Vysledky byly
vyhodnocovany na zéklad¢ pribézného méfeni fluorescence a prahové hodnoty Ct. Vzorky,
u kterych béhem 45 cyklid nedoslo ke zvySeni fluorescence, byly povazovany za negativni

(Farajzadeh Sheikh et al., 2021).

3.3.4 Mycoplasma pneumoniae

Detekce Mycoplasma pneumoniae v soucasnosti vyuziva vice diagnostickych piistupa,
mezi nimiz hraji dtlezitou roli jak klasické mikrobiologické metody, tak moderni molekularni
techniky. Mezi pouzivané metody patii kultivace, barveni, specifické protilatky (napt. IgM
testy) a multiplexni PCR, kterd umoznuje soucasnou detekci vice respiracnich patogent.
Vyznamnym pokrokem v diagnostice je metagenomické sekvenovani nové generace (mNGS),
které umoziuje identifikaci pfitomnych mikroorganismt v bronchoalveolarni lavazi (BALF)
na zakladé DNA analyzy. Tento pfistup poskytuje Siroké spektrum informaci o patogenech
i v ptipadech, kdy klasické metody selhavaji, a prispiva tak k presnéjSimu urceni ptiivodce

infekce (Zhao et al., 2025).

Pro detekci metodou mNGS byly vyuzity klinické vzorky, ptedev§im bronchoalveolarni
lavazni tekutina. Z téchto vzorkd byla extrahovana celkova DNA pomoci komeréniho kitu
uréeného k izolaci mikrobidlni DNA, pficemzZ byl dodrZen standardni protokol zahrnujici lyzu
bunék, ¢isténi DNA a jeji eluci ve sterilni pufrované vodé€. Extrahovand DNA byla nasledné
ndhodné fragmentovdna na segmenty o velikosti pfiblizn¢ 200-300 bp, ze kterych byla
pfipravena sekvenacni knihovna prostfednictvim enzymatickych reakci, zahrnujicich end
repair, ligaci adaptéri a PCR amplifikaci. Kratké fragmenty DNA pfipravené timto zplisobem
byly sekvenovany. Raw data proSla bioinformatickym zpracovanim, pii kterém byly
odstranény nizkokvalitni a lidské sekvence a zbyvajici useky byly mapovany proti
mikrobidlnim databazim z NCBI. Timto zplisobem bylo mozné identifikovat piitomné

mikroorganismy porovnanim ziskanych sekvenci s referenénimi databdzemi (Cai et al., 2023).
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3.3.5 Legionella pneumophila

Mezi hlavni molekularni metody pouzivané k detekci Legionella pneumophila patii
piedevsim polymerazova fetézova reakce (PCR), kterd umoziuje cilenou identifikaci druhu
na zaklad¢ pritomnosti specifickych gentl, jako je naptiiklad gen mip. V moderni diagnostice
se Casto vyuziva multiplexni PCR, kterd umoziuje detekci vice patogent soucasné v jednom
vzorku. Pro jesté SirSi diagnostické moznosti byla vyvinuta metoda DNA microarray, jez
kombinuje vyhody multiplexni PCR s hybridizaci na Cipu obsahujicim sondy pro rtzné

bakterialni druhy.

Pro detekci L. pneumophila byly vyuzity vzorky z dychacich cest pacientl s podezienim
na pneumonii. Z téchto vzorkl byla nejprve izolovana DNA, ktera slouzila jako templét pro
PCR reakci. Pomoci multiplexni PCR byly namnozeny jak obecné useky bakteridlni 16S
rDNA, tak specificky gen mip. Produkty PCR byly nasledné naneseny na specialni microarray
¢ip, ktery obsahoval sondy pro rtzné bakteridlni druhy. Tyto sondy se vazi na cilové
sekvence, pokud jsou ve vzorku pfitomny. Pokud se DNA navaZe na spravné sondy, je to
detekovano pomoci fluorescence. Vysledky bylo mozné vyhodnotit béhem nékolika hodin
a metoda umoznila detekei velmi malého mnozstvi DNA (ptiblizné 10° kopii/ul). Tato metoda
tak poskytuje rychlou a pfesnou identifikaci pfimo z klinickych vzorkti bez nutnosti kultivace

(Ma et al., 2020).

3.4 Trendy a budouci sméry diagnostiky

V poslednich letech nabyvéa na vyznamu diagnostika onemocnéni dychacich cest pfimo
v misté péce o pacienta (tzv. POCT — point of care testing). Tento ptistup umoziuje rychlé,
citlivé a dostupné testovani mimo laboratofe, coZ je zasadni pro v€asnou izolaci nakaZenych
a omezeni Sifeni infekci. Vyznamny pokrok nastal zeyména v oblasti mikrofluidnich zatizeni
a papirovych platforem, které se jevi jako nejperspektivnéjsi pro dalsi vyvoj. Mezi hlavni
pouzivané technologie patii imunodiagnostika, molekularni testy vcetn¢ izotermicke
amplifikace, a nové i systémy zaloZené na CRISPR. Budoucnost diagnostiky respiracnich virt
sméfuje k vysSi dostupnosti, rychlosti, pfesnosti a snadnému pouziti i v podminkéach

s omezenymi zdroji (Seok et al., 2023).

45



3.4.1 Nové technologie a pFristupy

Jednim z hlavnich smért vyvoje je vyuziti tzv. point-of-care (POC) zafizeni, kterad
umoziuji rychlou a piesnou detekci patogenti pfimo v misté péce o pacienta. Mezi klicové
inovace patfi mikrofluidni Cipy schopné automatického zpracovani vzorku, vcetné extrakce
nukleovych kyselin a néasledné amplifikace cilové genetické informace. Tyto systémy casto
vyuzivaji metody izotermalni amplifikace, jako je RT-LAMP, pro zajisténi rychlé a spolehlivé
detekce bez potieby slozité laboratorni infrastruktury. V kombinaci s pokroc¢ilymi fidicimi
jednotkami, snimaci a uzivatelsky piivétivym rozhranim pfedstavuji moderni diagnostické
platformy efektivni nastroj pro boj s riiznymi respiracnimi virovymi onemocnénimi, zejména

v prostiedich s omezenymi zdroji (Nguyen et al., 2024).

Izotermalni amplifikace DNA, konkrétné metoda LAMP (Loop-mediated Isothermal
Amplification), pfedstavuje moderni piistup pro detekci mikroorganismt, ktery vynikd svou
rychlosti a citlivosti. Na rozdil od klasické PCR, kterd vyZzaduje cyklické zmény teploty,
probihda LAMP reakce pii konstantni teploté¢ (obvykle kolem 60-65 °C). Amplifikace je
umoznéna pomoci specidlné navrzenych primerd, které cili na specifické useky cilové DNA.
Reakci vznikaji charakteristické produkty tvofené opakujicimi se sekvencemi, jejichz
pritomnost lze snadno indikovat — napfiklad barevnou zménou reakéni smeési nebo
fluorescenci. Pravé tento jednoduchy vizudlni vystup umoznuje aplikaci LAMP i mimo

laboratorni prostredi.

Velkou vyhodou metody LAMP je jeji schopnost pracovat i s minimdlnim mnoZzstvim
DNA bez nutnosti purifikace nukleovych kyselin, coz je zvlast dilezité pti analyze vzorkl
s nizkou biologickou zatézi, napiiklad respira¢nich vzorkli. Diky vysoké specifit¢ dokéaze
LAMP cilen¢ detekovat genové sekvence charakteristické pro konkrétni patogeny. Tato
vlastnost ji ¢ini idedlni volbou pro rychlou a ptesnou identifikaci mikroorganismi
v respiracnich vzorcich. V kontextu detekce patogent dychacich cest tak LAMP piedstavuje
velmi prakticky nastroj pro ¢asnou diagnostiku a okamzité rozhodovani v krizovych situacich

(Bani et al., 2024).

3.4.2 Molekularni inovace

V poslednich letech doslo k vyznamnému rozvoji molekularnich diagnostickych metod,
piicemz jednou z nejprogresivnéjSich a nejdiskutovanéjsich inovaci je technologie CRISPR
Cas. Diky schopnosti velmi pfesné rozpozndvat a Stépit specifické sekvence DNA nebo RNA
se tyto systémy rychle uplatnily v oblasti diagnostiky genetického materidlu. Vyuzivaji pfi
tom tzv. Cas proteiny, které jsou fizeny pravodnimi RNA molekulami (guide RNA),
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a zam¢tuji se na presné rozpoznani cilovych nukleovych kyselin. CRISPR/Cas technologie se
stdvaji zakladem pro rizné biosenzory, které vyuzivaji fluorescencni, elektrochemické
Cibarevné signaly k snadnému a rychlému odhaleni genetického materidlu, a to jak

patogenniho, tak i nepatogenniho ptivodu.

Jednim z hlavnich principt, které se pouzivaji pii diagnostice pomoci CRISPR/Cas, je tzv.
trans-Stépeni, coz je typické pro protein Casl2. Jakmile se Casl2 navdze na specifickou
cilovou DNA a provede §tépeni cilové sekvence (cis Stépeni), aktivuje se jeho nespecificka
enzymova funkce, kterd ale nesméiuje jen na jeden konkrétni usek, ale zacne Stépit 1 okolni
jednovlaknovou DNA (nespecifické Stépeni). Tento proces se nazyva trans $tépeni a funguje
jako zesilovac signalu v detekénich testech. V praxi to znamena, ze pokud je pfitomna cilova
sekvence, Cas12 zacne S$tépit 1 specialni sondy oznacené fluoroforem a quenchrem, ptficemz
jejich Stépenim se fluorofor uvolni od quencheru a vznikne méfitelny fluorescenéni signal.

Diky tomu jsou tyhle testy mnohem citlivéjsi a rychlejsi (Son, 2024).
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Obrazek 9: Princip detekce pomoci CRISPR/Casl?2 a fluorescencniho signdlu

Po amplifikaci cilové DNA (napr. metodou PCR, LAMP nebo RPA) se na specifickou sekvenci
navaze komplex Casl2a/crRNA. Aktivovany protein Casl2a spusti trans-Stépeni — Stepi nejen
cilovou DNA, ale i pritomné fluorescencné znacené sondy, které jsou oznaceny fluoroforem
(F) a quencherem (Q). Po jejich rozstépeni dochdzi k uvolnéni fluoroforu a tim ke vzniku

meéritelného fluorescencniho signalu. Intenzita fluorescence odrdzi mnozstvi cilové DNA ve

vzorku (Son, 2024). .

3.4.3 Role umélé inteligence

Diagnostika infekénich onemocnéni, vcetné respiracnich, je stile Castéji podporovana
vyuzitim umélé inteligence (AI). Al technologie vyrazné€ usnadiuje analyzu dat
z vysokokapacitniho sekvenovani (NGS), coZz umoziuje rychlou a pfesnou identifikaci
patogent piimo ze vzorkli bez potfeby ptredchoziho cileni na specifické mikroorganismy.
Platformy jako IDseq, které vyuzivaji metagenomickou analyzu, dokazi efektivné odhalit

pfitomnost bakterii, virQ, hub 1 parazith. Uméla inteligence rovnéZz umoziuje detekci
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rezistence vuci antibiotikiim a analyzu virulence na zaklad¢ genomovych dat, ¢imz podporuje
cilenou l1écbu a zvySuje Sanci na v€asny terapeuticky zésah. Kromé toho se Al vyuziva i pfi
klasifikaci patogenti na zéklad¢ jejich genetickych sekvenci, modelovani evolu¢nich trendt
a predikci pfenosovych cest, coz je zéasadni pro epidemiologické sledovani respirac¢nich
patogenti. Diky tomu nastava zefektivnéni diagnostiky, zkraceni doby detekce a sniZeni
naklada v klinické praxi. I pfes svilj potencial vSak Al neni zcela bezchybnd — jeji vystupy
mohou byt ovlivnény kvalitou vstupnich dat ¢i pouzitym algoritmem a v nékterych piipadech
vykazuje nestabilni nebo méné¢ konzistentni vysledky. Pfesto je jeji vyvoj mimoiadné
dynamicky a do budoucna se ocekava, ze bude stale castéji zaClenovana do rutinni

diagnostiky (Gao a Liu, 2024).
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4 ZAVER
Spravna a rychla diagnostika patogenti dychacich cest je klicova pro uspéSnou lécbu,
snizeni komplikaci i omezeni Sifeni infekce. Vzhledem k tomu, Ze onemocnéni dychacich cest

patii mezi nejcastéjsi infekéni choroby, mé kvalitni laboratorni diagnostika zasadni vyznam

jak pro jednotlivé pacienty, tak pro cely zdravotnicky systém.

V této praci byly popsany vybrané vyznamné bakterialni patogeny dychacich cest, jejich
patogeneze, klinické projevy 1 epidemiologie. Tyto informace jsou dilezit¢é nejen
z klinického, ale 1 z diagnostického hlediska, protoze rtzné patogeny vyzaduji rozdilny

pristup k detekci.

V soucasné dobé se v laboratorni praxi nejcastéji uplatituji molekularni metody, zejména
PCR a real-time PCR, které poskytuji vysledky s vysokou citlivosti, specificitou a ve velmi
kratkém cCase. Oproti tradiénim metodam, jako je kultivace nebo mikroskopie, umoziuji
detekci i tehdy, kdyz je ptitomnost patogenu minimalni nebo je nelze kultivovat. To je klicové

zejména pii akutnich stavech, kdy je rychla diagnostika rozhodujici pro volbu terapie.

Diagnostické metody se neustale vyvijeji. Nové pristupy jako technologie CRISPR-Cas
nebo vyuziti umélé inteligence pifindSeji moznosti dalSiho zrychleni a zjednoduSeni celého
procesu. Velky diraz je také kladen na multiplexni testy, které dokazou z jednoho vzorku

detekovat vice piivodct najednou, coz je vyhodné zejména v sezoné respiracnich infekei.

Diagnostika infekénich onemocnéni méa pfimy vliv na kvalitu zdravotni péce. Podle
odhadii miZe v€asné a spravné zvolena diagnostickd metoda zachranit miliony Zivotd ro¢né.
Jeji dal$i rozvoj tak predstavuje dilezity krok nejen v klinické mediciné, ale i ve zlepSovani

vetfejného zdravi.

Tato prace ukazuje, jak dilezité je propojeni védeckého pokroku s praktickym vyuzitim
v medicin€. Moderni diagnostika ztstava kli¢em k rychlé a pfesné detekci infekci a tim

1 k u¢innéjsi péci o pacienty.
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