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Souhrn:

Ma bakalarska prace obsahuje popis vybranych respiracnich infekci a s nimi souvisejici
patogenni ptivodce, zplisoby odbéru vzorki a jejich naslednou diagnostiku. Druhd cast se
tyka popisu metodiky jednotlivych pracovnich postupti a analyzy ziskanych dat s jejich
vzajemnym porovnanim. Nejhojnéji vyskytujicimi se puvodci respiracnich infekci jsou
viry a proto se ma analyza dat tyk4 pravé virologické diagnostiky. Viry se lisi jak zpuso-
bem jejich izolace, tak i ndslednou detekci. Pouzivanymi metodami v klinické praxi jsou

napiiklad sérologicka metoda ELISA, KFR nebo HIT, nebo geneticka metoda RT-PCR.
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Predmluva

Hlavnim divodem sepsani pace bylo definovani a kategorizace infekci respiracniho
traktu spolu s typickymi zastupci patogennich agens. Dalsi ¢asti bylo tabelarni a grafické
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UvVOD

Ve své praci se budu snazit ¢tenaiim pfiblizit jeden z nejcastéjsich druhti infekci a jednot-
livé laboratorni postupy, které s t¢émito onemocnénimi souviseji. Na respiracni infekce mu-
zeme pohlizet z riznych hledisek. Jedno hledisko je epidemiologické - dle zptisobu néka-
zy. V takovém pftipadé je jejich vycet pomérné dlouhy, protoze by nutné musel obsahovat
vSechna onemocnéni, jejichz vstupni branou je respiracni trakt. Jim vstupuji do naSeho
organismu miliony mikroorganismu, ale jen mala ¢ast je schopna vyvolat onemocnéni.
Cilem prace je spiSe praktické hledisko — ptedstavit agens (a jejich laboratorni diagnosti-
ku), ktera ptsobi v respira¢nim traktu onemocnéni a od toho se odviji zpisob odbéru mate-
ridlu a jeho zpracovani ve vSech podoborech mikrobiologie. Vzhledem k velké rozmanitos-
ti bakteridlnich ptivodch téchto onemocnéni a stejné rozmanitym moznostem laboratorni
diagnostiky se v praktické ¢asti budu podrobné vénovat pouze laboratorni diagnostice vi-
rovych respira¢nich onemocnéni.

V prvé casti se budu snazit struén¢ popsat zakladni useky dychaciho traktu jejich d€leni a
nejCastej$i agens, kterd mohou v jednotlivych tisecich negativné piisobit. Je to Siroka skala
patogent - bakterie, viry a nékteré druhy hub. Ackoliv se u pacienti objevuji obdobné pfi-
znaky postizeni dychacich cest (horecka, davivy kasel, ztizené dychani, pneumonie atd.)
jejich ptivodci jsou ruzni. Laboratorni diagnostika vyuziva mnoho testt, které bud’ pfimo
prokazuji patogeny, nebo dokazuji jejich pfitomnost v organism v minulosti. Pfimé dia-
gnostické testy vychazeji z pfimé identifikace patogena. Sem patii metody mikroskopickeé,
kultivacni, priikaz antigenu patogena nebo detekce jeho genetické informace. Ne vSichni
patologicti ptivodci infekei dychacich cest jsou ale snadno detekovatelni, proto se v mnoha
ptipadech vyuziva moznost nepifimého stanoveni. Lidsky organismus na cizorodé antigeny,
které nejsou télu vlastni, reaguje imunologickou reakci. Je spuSténa syntéza protilatek, po-
moci kterych pak mizeme onemocnéni identifikovat nepifimo na zaklad¢ jejich detekce. V
nékterych ptipadech umime urcit 1 fazi onemocnéni z jednoho vzorku, jindy je nutné vyset-

fit parova séra a sledovat dynamiku tvorby protilatek.
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TEORETICKA CAST
1 ANATOMICKY POPIS A ZAKLADNI ROZDELENI DY-
CHACIHO TRAKTU

Dychaci soustava je jednou z naSich télnich organovych soustav. Mezi jeji hlavni funkce
patii vyména dychacich plynt, tedy okysliCovani tkani a odvod oxidu uhli¢itého. Proces
dychani je umoznén na principu difuze plynd diky rozdilnym parcialnim tlakim jednoli-
vych plynt. (Kott, 2009) Prostfednictvim dychani dochazi k vyrovnavani acidobazické
rovnovahy. Mezi dalsi funkce dychaci soustavy patii naptiklad fonace parovymi hlasivko-
vymi chrupavkami hrtanu. Dal$i z vedlejSich funkci je podileni se na tvorbé a produkeci
angiotensinu 11, jedna se o slozku rennin-angiotenzinového systému, ktery napomaha v
regulaci krevniho tlaku. (lonescu, 2013) Nejcastéji délime dychaci trakt na horni cesty
dychaci a dolni cesty dychaci. ( Kott, 2009)

1.1 Horni cesty dychaci

Horni cesty dychaci se skladaji z dutiny nosni (cavitas nasi) a vedlejSich dutin a
nosohltanu (nasopharynx). ( Kott, 2009) Jejich hlavni funkci je ptivod vzduchu k bunikam
v plicich, kterym je umoZnéno vyménovat dychaci plyny.

posouvan do nosohltanu a nasledné do hrtanu. (Clemente, 2010)

Dutina nosni (cavitas nasi) je tedy misto kterym se vzduch dostava do lidského téla. V
jednotlivych c¢astech dochazi k jeho upravé a vhanéni do dalSich ¢asti dychaciho traktu. V
prvé fadé dochdzi k jeho ohtati diky bohatému Zilnimu zésobeni. Jednotlivé ¢astécky, které
jsou od vzduchu filtrovany ulpivaji na hlenu, ktery zaroven svym vypafovanim umoziuje i
zvlhéovani vzduchu. V hlenu jsou dale také piitomny nékteré imunoglobuliny, které
funguji jako jedna z prvnich bariér proti infekcim. (Kott, 2009)

Vedlejsi dutiny nosni (sinus paranasales) jde o pomocny systém dychacich cest, ktery je
tvofen Ctyfmi lebe¢nimi dutinami. Jde o dutinu kosti ¢elni, dutinu kosti ¢ichové, dutinu
kosti klinové a dutinu horni celisti. Paranasadlni sinusy snizuji celkovou vahu lebky,
umoziuji fonaci zvuku tvofeného Vv hrtanu a svymi sekrety zvlh¢uji dutinu nosni,

respektive jeji sliznici. ( Kott, 2009)
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Nosohltan (nasopharynx) je horni ¢ast hlatnu. Vede vdechnuty, zvlhceny a ohiaty vzduch
dale do hlubsich ¢asti respiracniho systému. (Clemente, 2010)

Nemoci hornich cest dychacich mohou poskozovat jakykoliv tusek, ze kterého se horni
cesty dychaci skladaji. Muze se jednat o skupinu onemocnéni RRI (reccuent respiratory
infections), opakujici se dychaci infekce jako je naptiklad astma, bronchitidy nebo
imunitni nedostatecnost. Dalsi kategori jsou onemocnéni jako je napiiklad CF (cysticka
fibr6za) nebo imunodeficientni syndromy. Méné zavaznymi, ale na druhou stranu velmi
Castymi onemocnénimi jsou sinusitidy, rhinitidy, nasopharingitidy a s nimi souvisejici
otitidy.

Pivodci ndkazy mohou byt nejriznéjsi patogeny jako jsou napiiklad bakterie, viry, plisn¢ a
houby, ale i naptiklad pylové alergeny. (Prabahar, 2017)

1.2 Dolni cesty dychaci

Dolni cesty dychaci jsou tvofeny hrtanem, pradusnici, pruduskami, priduSinkami a
plicemi.

Hrtan (larynx) je tvofen parovymi a neparovymi chrupavkami . Parové hlasivkové
chrupavky maji za hlavni funkci fonaci, tvorbu zvuku hlasu, ktery je dale upravovan ve
vedlejSich dutindch. Neparovymi chrupavkami jsou S§titnd chrupavka, prstencova
chrupavka a piiklopka hrtanova (epiglottis) ( Harrison, 1995) Mezi hrtanem muze a zeny
jsou drobné anatomické rozdily, které se prohlubuji béhem obdobi pohlavniho dospivani.

( Kott, 2009)

Prudusnice (trachea) je vysoce flexibilni, dvacet centimetrd dlouha trubice, ktera se v dol-
nich ¢astech deli na dvé hlavni pradusky (pravou a levou). Je navazana na prstencitou
chrupavku hrtanu. Trachea je vystlana vicetadym cylidrickym epitelem s fasinkami, ktery
umoziuje posouvani hlenu tvofeného v poharkovych bunkach. (Krstic, 1991)

Prava a leva hlavni praduska (primary bronchi) jsou poslednim tsekem dychaciho systé-
mu, jehoZ funkci je vzduch posouvat, popiipad¢ lehce upravovat pted jeho vstiebavanim.
Prava a leva hlavni praduska vstupuji do plic kde se vétvi v bronchialni strom. (Rex
Bookstore, 2007). Posledni ¢asti bronchialniho stromu je terminalni bronchus, ten pozvol-
na piechazi v plicni sklipek, misto vlastniho dychani. (Vanpeperstraete, 2012)

Plice (pulmonis) parovy asymetricky organ chranény hrudnim koSem, jsou uloZeny
Vv pravé a levé pohrudni¢ni dutiné. ( Kott, 2009) Plice jsou rozd€leny na jednotlivé laloky.

Prava plice ma tfi a leva jen dva. Na povrchu jsou plice kryty pleurou. Do plic vstupuji
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pridusky, které se déli z priadusnice. Spolu s nimi do plic vstupuji vétve plicni tepny (a.

pulmonis) a cévy lymfatického systému. (Thurlbeck, 1995)

2 LABORATORNI DIAGNOSTIKA RESPIRACNICH IN-

FEKCi
2.1 Odbér biologického materialu

2.1.1 Vytéry z nosu a hrdla

Vytéry z nosu a hrdla jsou nejcastéjSimi odbéry, které se provadéji u pacientli s
podezienim na respiraéni onemocnéni. Vytéry se provad&ji pomoci komerénich
odbérovych sterilnich sad dodavanych vyrobcem. Odbér se provadi predem danym
postupem, aby doslo ke spravnému odbéru bez kontaminace cizimi ¢asticemi z okoli nebo
jinych usekt hrdla a dutiny nosni pacienta, které by mohly ovlivnit vysledek. Sada pro
odbér se sklada ze sterilni vatové tyCinky ulozené v odbérové zkumavce s transportnim
médiem. Pii odbéru dochazi k otfeni nebo vytieni hnisavého loziska pacienta vatovou
ty¢inkou. Je dilezité aby pfi odbéru nedoslo k setfeni jiného mista v hrdle ¢i nosu. Pii

nasledné kultivaci by pak doslo k vypéstovani jinych kolonii patogend. (Altman, 2009)

2.1.2 Odbér hemokultury
Hemokultivace, neboli odbér hemokultur je nezbytné vySetieni pii podezieni na infekci

krevniho fteciSté. Ty mohou byt bud’ primarni, zdroj je pfitomen v krevnim fecisti
(naptiklad krevni infekce, endokarditidy), nebo sekundarni, kdy je zdroj mimo krevni
reCiSt¢ (naptiklad urosepse). Odbér se provadi venepunkci, které pfedchazi odstranéni
mastnosti a dezinfekce z mista vpichu 70% alkoholem a dezinfekénim prostiedkem.
Desinfikuji se 1 gumova vicka na transpornich a kultiva¢nich lahvickach. Standartni odbér
je 10-20 ml krve. Tento objem je dale rozdélen do jednotlivych lahvicek slouzicich k
aerobni a anaerobni kultivaci. Doporuceny pocet odbéri jsou 2-3 odbéry v 15-30
minutovych intervalech. Indikaci k odbéru miize byt naptiklad vysoky vzestup teploty,
pfitomnost zimnice, podezieni na katétrovou infekci a mnoho dalSich. Na lahvicku je nutné
pfesné zapsat idaje o pacientovi a mistu odbéru, nebo lokace katétru. U détskych pacientii
jsou pouzity lahvicky o mensim obejmu, je tak mozné odebrat mensi objem krve a
dosahnout stejné efektivity testu. V laboratoii se lednotlivé lavicky vkladaji do termostatti

kde dochazi ke sledovani néartstu kolonii patogent. (Kost'alova, 2017)
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2.1.3 Odbér sputa
Sputum je ochranny hlen pfitomny ve spodnich dychacich cestach. Jeho funkci je chranit

dychaci trakt pfed infekcemi a Casticemi, které obsahuje vdechnuty vzduch. Je tvofen
sekrety dutin a pfirozenou bakterialni florou. Odbér sputa se obvykle provadi spolu s
dalsimi diagnostickymi metodami jako je napftiklad vytéry z nosu a hrdla, bronchoskopie
nebo BAL.

K odbéru jsou pouzivany komercné dodavané kontejnery s obsahem transportniho media a
samotny odbér se provadi asepticky v jednordzovych gumovych rukavicich. Ptfi odbéru
pacient obvykle sedi na zidli, usta ma vyplachnuta vodou aby se vzorek nekontaminoval
slinami. Dale je pacient vyzvan k hlubokému kasli a vykaslany obsah se dava do
pripraveného kontejneru. Ten je pak zevné oCistén a jsou na néj napsany potiebné udaje o

pacientovi a pozadovaném vySetieni. (Wilkins, 2009)

2.1.4 Bronchoalveolarni lavaz
Bronchoalveolarni vyplach (BAL) je jeden z méné piijemnych zpisobt ziskavani vzorku

pacienta. Nepohodli pacienta vyvazuje jeho moZznost poskytnuti relativné komplexnich
informaci o malignitach nebo patogenech zplisobujicich infekce.

Tento odbér se provadi vpusténim mensiho objemu (120-150 ml) solné tekutiny
bronchialniho stromu plic tizkou trubi¢kou zavedenou Usty pacineta, ktera je nasledné opét
odcerpana zpét do sterilni nadobky a odesldna na laboratorni vySetfeni. U pacientll v
ruznych stavech tzkosti nebo strachu z vySetfeni je mozné podat sedativa. S odebranym
vzorkem se v laboratofi provadi cytologicka vySetieni rutinnim barvenim hematoxylinem a
eosinem, diferencialni rozpocet jednotlivych elementi pfitomnych v roztoku a

mikrobiologicka vysetfeni. (Cytol, 2014)

2.1.5 Odbér venédzni krve
Odbéry krve pro mikrobiologickd vySetfeni se provadejyi do jednordzovych, vakuoveé

uzavienych zkumavek. Zkumavky mohou obsahovat pouze krev pacienta, nebo se misit s
protisrazlivym médiem. Druh zkumavky je vybirdn podle nasledného vySetfeni a po
provedeném odbéru je oznacen udaji o pacientovi v souladu s pozadavky laboratofe.

(Laboratorni ptiru¢ka Ustavu mikrobiologie)
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2.2 Laboratorni vySetieni pri podezieni na infekci respira¢niho traktu

2.2.1 Pomocné vySetieni krevniho obrazu a CrP

Vysetieni krevniho obrazu

Toto vySetieni je jednim ze zékladnich vySetfeni pacienta. Materidlem pro provedeni je
zilni krev pacienta ve zkumavce obsahujici protisrazlivy roztok KsEDTA. Test se provadi
v analyzatorech krevniho obrazu a v pfipad¢ vyskytu abnormalit nebo nesrovnalosti je zo-
pakovan ru¢n¢ natérem kapky krve na skli¢ko. Sledujeme pocet, obejm a tvar erytrocytd
mnozstvi hemoglobinu, leukocytti a trombocytt. Neékteré hodnoty jsou vypocteny piimo
ptistrojem (pocet hodnocenych elementtl), jiné se odvozuji z jiz zjiSténych hodnot jako je
napiiklad hodnota MCH (primérné mnozstvi Hb v buiice) a MCHC (primérné mnozstvi
Hb v jednom erytrocytu) Podle parametri krevniho obrazu jsou lékati schopni sdélit dia-
gndzu nebo sledovat prubéh terapie. (Conde, 2018)

Na odebrané krvi se odrazi Zivotosprdva pacienta, proto je dilezité, aby pacienti pred
vlastnim odbérem krve dodrzovali jisté preanalytické postupy. Napiiklad nadmérna fyzicka
zatéz nebo konzumace alkoholu ¢i nedostatecné laénéni mize zasadné ovlivnit vysledky
nebo tpIng znemoznit méfeni. (Spinar, 2013)

Vysetreni CrP (C-reaktivni proteinu)

CrP nebo-li C-reaktivni protein je jednim z proteinti akutni faze , je nespecificky a produ-
kovén jatry. VySetfeni mnozstvi tohoto proteinu se vyuziva k diagnostice bakteridlnich
onemocnéni a zanétlivych onemocnéni jako mohou byt naptiklad revmaticka horecka nebo
revmatoidni artitida.

Normalni hodnoty se pohybuji okolo < 1,0 mg / dL krve. Lehce zvySené hodnoty nabyvaji
hodnot 1,0 -3,0 mg / AL krve vysoké hodnoty CrP poukazujici na pfiomnost zanétu v téle
dosahuji hodnot > 3,0 mg / dL krve pacienta.

Samotny test je velmi citlivy, protoze hladina C-rekativniho proteinu dynamicky kolisa v
pribéhu onemocnéni. Nejvyssi hladina CrP koreluje s maximalni hladinou isoenzymu
kreatinkindzy s tim rozdilem, ze zvySené CrP pozorujeme o 1-3 dny pozdéji. Pied testem je
nutné pacientovi vysvétlit faktory, které mohou zplisobovat jisté druhy interferenci. Kou-
feni a nekteré druhy drog mohou fale$né zvySovat hladinu C-reaktivniho proteinu. Zvysené
testy se obejvuji i u pacientl ktefi maji vysoky LDL cholesterol (low-density-lipoprotein)
( Pagana, 2010)
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2.2.2 Mikrobiologické vySeti‘eni zamérené na pirimy priikaz piivodce onemocnéni

2.2.2.1 Mikroskopie

Nekteré materialy odebrané pii podezieni na infekci respiracnho traktu se rutinné vysetiuji
k ur€eni validity mikroskopicky (sputum, BAL) Jiz na zdklad¢ tohoto ptedbézného
vySetieni a klinického stavu pacienta je mozné zah4jit antimikrobidlni terapii dfive, nez
jsou dostupné vysledky kultivacniho vysetieni. K vySetfeni zhotovujeme preparat barveny
dle Grama, v souc¢asnosti pfevazn¢ v barvicich automatech. Sledujeme vyskyt organizmi a

popiipadé pocet a vzhled leukocytl. (Scharfen, 2013)

2.2.2.2 Kultivace
Kultivace, je jednou ze zakladnich vySetfovacich metod. Pro jeji Gcely existuje velké
mnozstvi selektivnich, diagnostickych a selektivné-diagnostickych pid. Prikaz
jednotlivych mikrobiologickych patogent je na spravné kultivaci do znacné miry zavisly a
na chybném provedeni muze ztroskotat.
Jednou z hlavnich podminek spravného provedeni kultivace je zachovani sterility pudy.
Tim dosahujeme piipravou plidy ve sterilnich nddobach a aseptickou praci.
Na kultiva¢ni média nanasSime nejcastéji odebrany material mikrobiologickou klickou nebo
vatovou ty¢inkou. Kultivaéni média mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin, dle jejich
konzistence na pevné (agarové) pidy a tekuté bujony. Pevné pudy se dnes pfipravuji
nejcastéji ztuzenim agarového zékladu a pfidanim piimési, které zajiStuji vyzivu a rlst
kolonii v Petriho miskach nebo Sikmé agary ve zkumavkéch. Zplsob, jakym nandSime
material na tento typ pid nazyvame ockovani. Tekuté pudy ptredstavuji rozmanité druhy
bujoni a cukrové pudy ve zkumavkéch. V tekutych ptidach dochazi k lepSimu mnozeni
patogent diky snadnéjSimu pfistupu patogenu k Zivindm, ale z vytvofeného zdkalu ve
zkumavce nejsme schopni urcit jednotlivé druhy patogend.
Pro spravny rtst mikroorganismi jsou dilezité kultivacni podminky:

Teplota — kultivace probihaji v termostatech o obvyklé teploté¢ 37°C (existuji

vyjimky)

Plynné prostfedi — respektujeme vztah mikroorganismu ke kysliku (aerobni

kultivace, mikroaerofilni kultivace a anaerobni kultivace)

Dostatek zivin a dalSich biogennich prvkil (obsazeny v kultivacni pad¢)

Optimalni pH — vhodny rozptyl je 7,2 - 7,4

Voda
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Déleni kultivaénch medii s uvedenymi piiklady jednotlivych pad (bakteriologie, my-
kologie)
e Zakladni puady: tekuty bujon, peptonova voda, zdkladni pevny zivny agar
(masopeptonovy)
e Obohacené pidy: krevni agar, ¢okoladovy agar, Levinthaltv agar, ptida Bordetova-
Gengouova, McCoyova puda, Lowenstein-Jensenova ptida, Sabourardiv agar
e Selektivni pudy: selenitova pada, alkalicka peptonova voda, G.C. agar
e Diagnostické pidy: chromogenni pady, cukrové pudy, pestra fada, agar dle Hajny,
CLED pida, biochemicky klin
e Selektivné diagnostické ptidy: Endova puda, McConkeyho ptida, XLD ptuda, CIN
puda (Votava, 2010)
Kultivace viri
Protoze viry jsou schopny preziti pouze v hostitelské buiice jejich kultivace vyzaduje
pritomnost zivych souhrnné oznacovanych jako tkanové kultury. V béznych virologickych
vySetfenich vyuzivame nejcastéji pfimo bunéénych kultur. Buiiky mohou byt piimo
odebrané za ucelem nasledné kultivace, nebo mohou byt péstovany v laboratornich
podminkach po nékolik pasazi nebo jsou péstovany nekonecné dlouhou dobu.
(Melter, 2014) Jako piklady buné¢nych kultur vyuzivanych pro stanoveni respiracnich virti
je mozné uvést LMP bunky, VERO bunky, MDCK bunky. (Interni zdroj oddéleni
Mikrobiologie FN Plzer)

2.2.2.3 Vybrané identifikacni testy

Nékteré¢ vykultivované kmeny vyzaduji bliz§i dour¢eni. To se provadi mimo jiné i
biochemickymi identifikaénimi testy. Obecnym principem biochemickych testd je
biochemickd zména substrath v ur€ité metabolity cinnosti patogent. Ne vSechny
biochemické jevy jsou viditelné a proto se v nckterych piipadech vyuzivaji chemické
indikatory.

Katalazovy test: principem je $tdpni peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Stepeni je
umoznéno enzymem kataldzou. V piipadé€ pozitivniho testu dojde ke tvoteni bublinek. Test
se vyuziva k odliSeni kataldzapozitivnich stafylokoki od katalazanegativnich streptokok,
popiipad¢ enterokokd.

PYR-test: celym nazvem test pyrrolidonylpeptidasové aktivity. Test se provadi na tizkém
plastovém prouzku na jehoz konci je reak¢ni ploska napusténa substratem. Pozitivita testu

je déna Cervenym zbarevnim reakéni plosky po nékolikaminutové inkubaci a pfidanim

24



ginidla. Cinidlo je Zluté barvy a tak negativni vysledek je odedteni Zluté barvy plosky.
Pozitivni test miizeme vidét naptiklad u Streptococcus pyogenes, je to zptisob jeho odliseni
od ostatnich streptokokd. (Votava, 2010)

Plazmakoagulazovy test: vyuzivany k napiiklad rozliseni rodu Staphylococcus. V
ptritomnosti Staphylococcus aureus dochazi diky proteinu plazmakoagulazy ke tvorbé
pevného fibrinového vlakna v krali¢i citratové plazmé. Staphylococcus epidermidis
koagulum netvofi, je koagulaza negativni. (Bednat, 1996)

CAMP test: jednim z moznych odliSeni beta-hemolytickych streptokokii. Vyuziva se k
odliSeni Streptococcus agalatiae od Streptococcus pyogenes. Test provadime na krevnim
agaru pridanim tzv. Stafylokokové cary k odebranému materidlu a pozorujeme zoénu
hemolyzy. V piipadé piitomnosti Streptococcus aglatiae dojde ke zvétSeni hemolytické
zony a vytvoreni typické maslicky. Streptococcus pyogenes zonu hemolyzy nezvétSuje.
(Bednat, 1996)

Bacitracinovy test: ndm pomaha odlisit B-hemolytické streptokoky. Test se provadi na
agarové pudé s pridanym diskem bacitracinu. Streptococcus pyogenes reaguje na
ptitomnost disku zoénou inhibice kolem disku. (Bednaft, 1996)

Optochinovy test: je zaloZzeny na obdobném zplsobu jako bacitracinovy test. Na
naockovany krevni agar se vlozi disk napustény optochinem a v piipad¢ citlivosti bakterie
na optochin dojde k vytvofeni zony inhibice, jako v ptipadé Streptococcus pneumonia.
(Bednat, 1996)

MS MALDI TOF: : nejmodernéjsi identifikacni system, ktery v poslednich létech plné
nahradil vétSinu vySe zminovanych identifika¢nixh testi. Principem metody je stanoveni
molekulové hmotnosti zkoumaného vzorku ionizaci laserem za pfitomnosti matrice v
kombinaci s detekci doby letu trubici detektoru. Vysledkem testu je hmotnostni spektrum,
které je specifické pro jednotlivé druhy mikroorganismili. Namétené spektrum se nasledné
srovnava s profily v referencni databéazi a vyhodnocuje se. Vyhodou metody je jednoducha
ptiprava vzorku a rychlost identifikace. Klasicka identifikace vySe popsasnymi testy trvala
od 8 do 24 hodin, identifikace touto metodou trva bez kultivace fadové minuty. (Interni

zdroj FN Plzen oddéleni bakteriologie)

2.2.2.4 Prikaz antigenu
Obdobné jako télni buiiky nesou i patogeny na svém povrchu rizné antigeny (Ag), které
poukazuji na jejich puvod a umoznuji jejich detekci. Antigeny se prokazuji na principu

serologickych testi. Ty spocivaji v reakci Ag s Ab, nebo-li antisérem o pfesné
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definovaném slozeni. Vznik komplexu antigen-protilatka je déle detekovany rGznymi
metodami. Naptiklad pneumokoky se prokazuji pomoci antiséra proti polysacharidovému

pouzdru této bakterie. (Schindler, 2010)

2.2.2.5 Genetické metody

Genetické metody se pouzivaji v ptfipadech, kdy je néjakym zplsobem znemoznéna
kultivace nebo je zadouci zaskat vysledek rychle. Mtze dochazet k tomu, Ze je patogen
pomalu rostouci nebo kultivacné velmi naro¢ny. Takovym piikladem mohou byt naptiklad
mykobakterie, legionely, nebo néktefi virovi pivodci. Dalsi indikaci k pouziti genetickych
metod mize byt dodani malého mnozstvi vzorku nebo pozadovani pritkazu genu pro urcity
toxin ¢i gen rezistence na antibiotickou terapii. K témto ucelim se nejcastéji pouzivaji
nasledujici metody:

Polymerazova retézova reakce PCR

Diky této metodé¢ je mozno amplifikovat jakoukoliv ¢ast DNA, ke které jsou
nasyntetizované komplementarni tseky - primery. Tyto primery nasedaji na iseky DNA a
dochazi k jejich amplifikaci. Nasednuti primerd pfedchdzi denaturacni faze. Jedna se o
degradaci dvouvldknové DNA za vysokych teplot, pfiblizné 96°C . Samotné nasednuti
primerti probiha v prostiedi o zhruba 55°C a k mnoZeni, nebo-li amplifikaci poZadovaného
useku, dochazi za teplot okolo 72°C. (Melter, 2014)

Hybridizace DNA

Geneticka informace (DNA) je tvofena dvojvlaknovou molekulou, dvousroubovici. Vlakna
jsou slozena z jednotlivych deoxyribonukleotidi, které se s druhym vlaknem spojuji na
zakladé komplementarity bazi. Jednotlivé baze jsou piipojeny k sobé pomoci vodikovych
vazeb, relativné slabych nevazebnych interakci mezi molekulami. Ackoliv jsou vodikové
vazby brany jako ty slabé, molekula DNA je stabilni diky vysokému poctu téchto
nevazebnych interakci. VIdkno dvousroubovice je mozné ,rozplést’* a to pomoci
denaturace. Jednd se o piisobeni vysokych teplot, nebo napiiklad velmi alkalického
prostiedi na molekulu. Molekula se po rozpleteni mize opét spojt a to snizenim teploty,
nebo zménou pH prostiedi ve kterém se pravé nachazi na méné alkalické.

Hybridizace nukleovych kyselin je zndma a ¢asto vyuZzivana metoda pro hledani pfedem jiz
rozklicovaného useku DNA ve vzorku pacienta. (Kuthan, 2009) Velmi Casta laboratorni
varianta hybridiza¢nich metod je takzvana in situ hybridizace DNA. Principieln¢ je tato
metoda zaloZzena na piidani sond DNA do denaturované¢ho vzorku DNA. Pro provedeni

tohoto vysetfeni je dtlezité aby byla jednotliva vlakna DNA rozpojena. Sondy jsou predem
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ptipravené kratké useky DNA, které jsou komplementarni k hledanému useku DNA. Po
pfidani sond do vzorku dojde k jejich navazéani na jednovlaknovou DNA. Jednotlivé sondy
byvaji fluorescentné¢ znaceny. Usnadiiuje to tak jejich detekci po navazani a promyti
vzorku ve fluorescenénim mikroskopu. (Michalkova, 2005)

Sekvenaéni metody

Urcuji sekvenaci jednotlivych nukleotidd v genetické informaci. Diivé byla metoda
zaloZena na chemickém, nebo enzymatickém Stépeni jednotlivych bazi, avSak dnes je tato
metoda jiz automatizovana. Automatizatory znaci jednotlivé béaze fluorofory, které po
probéhlé inkubaci a osvétleni emituji jednotlivé barvy a jsou poté detekovany
fluorescenénim mikroskopem. Pozorovany jsou illomky DNA na agar6zovém gelu.
Sangerova enzymatickd metoda je zaloZena na principu zastaveni syntézy DNA
v okamziku, kdy dideoxynukleotid je vloZzen na misto normdalniho deoxynukleotidu.
Dideoxynukleotid se od deoxynukleotidu lisi absenci hydroxylové skupiny na tfetim
uhliku. Jeho zafazenim dojde k zastaveni syntézy. Detekce je umoznéna primery ve
¢tyfech zkumavkéch se sekvnacni smési, kterd obsahuje fluorescenéné znaceny jeden
dideoxynukleotid. Jednotlivé Useky se fadi dle délky pomoci gelové elektroforézy.
(Passarge, 2019)

2.2.3 VySsetieni zamérené na neprimy pritkaz piivodce onemocnéni

2.2.3.1 Sérologické vySetieni

V mikrobiologickych laboratofich byvaji nejcastéji vyuZivany aglutinacni metody, ELISA
stanoveni a komplement fixacni reakce. Jejich konkrétni vyuziti napti¢ laboratofemi se
muze liSit av§ak zakladni princip stanoveni zlstava stejny. Zakladnim stavebnim kamenem
sérologickych reakci je vazba antigenu a protilaitky za nasledného vytvoireni
detekovatelného komplexu.

Komplement fixa¢ni reakce (KFR) je tedy jedno z hojné¢ vyuzivnych stanoveni.
Nezbytnou soucasti této rekace je pfitomnost komplementu, ktery se navazuje na piipadné
vznikly komplex antigenu a protilatky. Samotn4 vazba komplementu neni viditelna a pro
jeji vizualizaci se do rekace pridava indikator, tedy hemolyticky systém v podob¢ beranich
erytrocytli senzibilizovanych krali¢imi protilatkami proti krvinkdm. V takovéto reakci
muZou nastat dvé situace. V prvni situaci se jedna o takzvanou zabranu hemolyzy. K tomu
dojde, pokud se komplement navaze na komplex antigenu a protilatky. Pfi nastani druhé
situace, kdy tedy neni pfitomna néktera z reagujicich slozek (napiiklad detekovana

protilatka) dojde k viditelné hemolyze indukované komplementem. (Votava, 2010) Jednim
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z negativ tohoto stanoveni je jeho nizka specifita a to povétSinou pouze na Grovni naptiklad
rodl bakterii, neumoznuje je tedy rozlisit na jednotlivé druhy.

V Ceské republice jsou nejvice vyuzivany metody ELISA. Jedna se o jednu z
imunoenzymatickych metod, kdy jedna z reak¢nich slozek (antigen nebo protilatka) je
navazana na pevném povrchu , kterym mize byt napiiklad dno mikrotitraéni desticky,
polystyrenova kulicka, nebo dno zkumavky. Ma mnoho druhli a v mikrobiologickych
laboratofich je nejCastéji vyuzivana nepiima ELISA, oznaCovana jako sendvicova. Jeji
princip spocivd v navazani antigenu na protilatku fixovanou na pevné fazi, nasledném
pridani znacené protilatky konjugatem. Konjugat je detekovany diky substratu, ktery
barevnou rekaci umozni. Samotnd detekce je povadéna meétfenim absorbance roztoku.
(Votava, 2010) Obdobn¢ jak KFR nemé dostate¢nou specifitu k urceni konkrétniho
patogena, Casto tedy ur¢ime pouze napiiklad rod bakterii. (Hejnar, 2001)

HIT, neboli hemaglutina¢ni inhibi¢ni test je druhym nejhongji vyuzivanym sérologickym
testem ve virologii. Smysl testu spo¢iva v inhibici hemaglutinace diky navazani protilatky
pro uziti detekce protilatek i antigenu. HIT je pouZivéan téZ ke stanoveni titru protilatek.
Oproti KFR vykazuje HIT vyssi specifitu a umoznuje tedy presnéjsi stanoveni chiipkovych

virt. (Votava, 2010)
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3 VYBRANI BAKTERIALNI PUVODCI RESPIRACNICH
INFEKCIi

3.1 Rod Haemophillus

Rod Haemophillus je charakteristicky svou potiebou kultivace na specialnich obohacenych
pudéch o rtstové fakotry. Jedna se o gramnegativni fakultativné anaerobni tyc¢inky, které
vetSinou byvaji pfirozenou mikrobiadlni florou. Mezi potenciondlné patogenni zastupce

tohoto rodu patti Haemophillus influenzae, H. parainfluenzae nebo Haemophillus durcreyi.

3.1.1 Haemophillus influenzae
Morfologie: gram negativni, drobné, kratké, nepohyblivé bakterie, kolonie byvaji drobné

kruhové nebo vlaknité. Nékteré kmeny H. influenzae jsou kryti polysacharidovym
pouzdrem. Polysacharidové pouzdro ma typickou antigenni strukturou, diky které mohou
byt tyto kmeny déleny do skupin oznacovanych pismeny a-f. (Votava, 2010)

Laboratorni diagnostika: materialem byvaji nejcastéji nasofarygealni vytéry, nebo spu-
tum urcené k nasledné kultivaci. K ur€eni validity sputa se pouziva mikroskopicky
preparat a pak nasleduje kultivace. (Scharfen, 2013)

Kultivace: laboratorné byvaji péstovany na Cokoladovém agaru. Kolonie jsou velmi
drobné. (Bednai, 1996) Vykazuji fenomén satelitismu - schopnosti rastu kolonii
Haemophillus influenzae v zéné kolem stafylokokt. Diky tomuto fenoménu se na plotny
pii rozockovani pridelava stafylokokova ¢ara. (Bednat, 1996)

Patogenita: bakterie zpisobuji riizné zavazna onemocnéni od béznych infekci dychacich
cest, ale 1 meningitidy, konjunktivitidy, sinusitidy. Kojenci a batolata jsou ohrozeni
onemocnénim epiglottitis, nebo-li zanétu piiklopky hrtanové s hrozicim dusenim. Obecné
kmeny opouzdiené i1 bez pouzdra, mohou byt pfi¢inou zanétl stfedniho ucha nebo

napiiklad hnisavych rhinitid. (Votava, 2010)

3.2 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou nepohyblivé gram pozitivni koky shlukujici se do dvojic az drobnych
tetizkli. Podle hemolyzy na krevnim agaru je délime na streptokoky alfa, beta a gama .
(Votava, 2010) Streptokoky alfa maji ¢astecné hemolytické vlastnosti a pozménuji barvu
krevniho agaru v okoli jejich rastu na svétle zelenou. Vysledkem je tzv. viridace.
Streptokoky beta maji kolem svych kolonii patrné zhemolyzované zény v krevnim agaru.

Posledni skupina, streptokoky gama jsou bez hemolyzy. Rod Streptococcus je mozné dale
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rozliSovat na jednotlivé kmeny dle ptitomnosti skupinové specifického polysacharidu C ve
sténé bakterie. (Schindler, 2010) Polysacharid C ma bohatou antigenni strukturu a
umoziuje tedy rozdé€leni streptokokii do jednotlivych kategorii. Jednotlivé sérologické
skupiny jsou oznaCovany pismeny A-Z (U ¢lovéka se vyskytuji A-H). U pneumokokti a

viridujicich sterptokokti polysacharid C neni pfitomen (Votava, 2010)

3.2.1 Streptococcus pneumoniae
Morfologie: opouzdiené bakterie, ¢asto tvoii diplokoky, tvarem piipominaji lancetu.

Gramovym barvenim je oznaCujeme za grampozitivni. Polysacharidové pouzdro chrani
bakterie pted fagocytozou a je i zdrojem virulence tohoto patogena.

Laboratorni diagnostika: existuje Sirokd Skala moznosti detekce této bakterie jako
naptiklad vySetfeni hemokultur, prukaz antigend. (Schindler, 2010) Streptococcus
pneumonie je sice pyogenni streptokok, ale od ostatnich se lisi absenci polysacharidu C v
bunééné sténé ( Tertti, 1988)

Kultivace: kultivuji se ve vlhkém prostfedi na obohacenych krevnich agarech. Za
anaerobnich podminek tvoii na krevnim agaru B-hemolyzu. (Bedna#,1996) V ptipadé, ze
Streptococcus pnemoniae tvoii kolem bunék pozdro, pfipominaji kolonie kapky oleje na
agaru, nebo drobné¢ misticky. Pokud k tvorbé pouzdra nedochdzi, byvaji kolonie k
nerozeznani od ostatnich viridujicich streptokoki.

Patogenita: Jsou nejcastéj$imi patogeny vyvolavajici zanéty plic, pneumonii. Proti
nejcastéj$im typiim je moznost ochrany vakcinaci. S. pneumoie je ptivodcem jak krup6zni
pneumonie, tak brochopneumonie. Oba typy pneumonii se 1é¢i antibiotiky, avSak diky
celkové zaté€zi organismu a agresivité nemoci zaznamenavame i1 umrti pacientti. Hlavné u
novorozencl, kojencii nebo naopak u starSich pacientll. Dal§im velmi zévaznym
oneocnéném zpisobenym S. pneumonie je hnisava pneumokokova meningitida. Pti¢inou
proniknuti infekce do CNS muizou byt naptiklad fraktury basis crania. Nekteti lidé mohou
byt prenaseci Streptococcus pneumonie v nosohltanu a v piipad¢ dalsi infekce mtize hrozit

vniknuti bakterie do plic a rozvoj pneumonie. (Votava, 2010)

3.2.2 Streptococcus pyogenes
Morfologie: grampozitivni kok tvofici fetizky riznych délek (Bednat, 1996)

Laboratorni diagnostika: opird se pfedev§im o pfimy kultiva¢ni prikaz. Nepiima dia-
gnosticka metoda zahrnuje prikaz protilatek v séru proti typickym streptokokovym antige-
num jako je naptiklad proti streptolysinu. (Bednat, 1996)

30



Kultivace: kultivace se povadi na krevnich agarech, ackoliv je na kultivaci pomérné na-
ro¢ny. Kolonie na krevnim agaru dosahuji priméru kolem 0,5 mm. Jedna se o streptokoky

typu beta, tedy kolem jejich kolonii se nachazi oblast tuplné hemolyzy.

Patogenita: Streptococcus pyogenes je zodpovédny za hnisava onemocnéni s pfidruzeny-
mi piiznaky puasobeni toxinil bakterie. Mistem vstupu bakterie do organism byva nejcastéji
dutina ustni a tim padem nejcast&jsi zasazenou oblasti byvaji mandle. Bakterie je pomérné
odolné vuci fagocytéze. Tato vlastnost je umoznéna pritomnosti M-proteinu. Onemocnéni
zpusobené S. pyogenes je ptedev§im akutni tonsilofaryngitida. Pokud nemoc vyvolal
kmen, ktery produkuje spalovy toxin objevuji se na télech pacientl typické zaCervenalé
mapy na kizi.

U malych déti se Castéji vyskytuje impetigo. Jde o povrchové hnisavé onemocnéni pokoz-
ky. Typické jsou strupy pokryté puchyiky naplnéné Zlutym hnisem. Hnisava loZiska diky
pfitomnosti S. pyogenes maji tendenci se Sifit dale po tél€. V neléceném piipad¢ nakaze-

nym pacientim mize hrozit i celkovy toxicky Sok organizmu. (Votava, 2010)

3.3 Rod Staphylococcus

Rod Staphylococcus se spolu s ostatnimi katalasapozitivnimi koky fadi mezi
grampozitivni. koky. V mikroskopu je miZeme pozorovat ve shlucich pfipominajicich
hrozny. Stafylokoky obvykle netvoii pouzdra ani spory nebo bic¢iky. (Schindler, 2010) V
laboratorni praxi se rod Staphylococcus déli nejéastéji podle jejich schopnosti koagulovat
plazmu na koagulaza pozitivni, jako napiiklad S. aureus a koaguldza negativni stafyloko-
ky, napi. S. epidermidis. Koagulaza negativni stafylokoky nebyvaji pro ¢ovéka typicky
patogenni a jsou &asto soudasti b&zné mikroflory. Casto se jednd o oportunni patogeny.
Mohou ale osidlovat povrchy predméti uzivanych v Iékafstvi jakymi jsou napiiklad intra-
vendzni katétry, kloubni nahrady nebo um¢lé srde¢ni chlopné. S. epidermidis mize byt
zodpovédny za rozvoj mocovych 1 krevnich infekci. Tyto infekce vSak Casto zapadaji do

infekci spojenych se Zdravotni péci. (Votava, 2010)

3.3.1 Staphylococcus aureus
Morfoloie: zlaty stafylokok své jméno ziskal pro typickou nazlatlou barvu svych kolonii.

Je typickym patogennim zastupcem stafylokoku. (Votava, 2010) Gramovym barvenim se
barvi do tmavé modrofialové. Staphylococcus aureus je nositelem a producentem celé fady

faktorti virulence. Produkuje cytoliziny, které dokazi poSkozovat tkdné¢ (hemolyzin alfa,

31



beta, gama a delta), leukocidin (ochrana stafylokokl pied leukocyty), exfoliantiny
(vyvolavaji vznik obrovskych puchyi a olupovani velkyvh ploch kaze). Zastupcem
jednim z velmi nebezpé&Enych toxind zlatého stafylokoka je take toxin TSST 1 nebo-li tox-
in zpusobujisi syndrom toxického Soku organismu. Tento sydrom je doprovazen vysokymi
horeckami a patrnym organovym toxickym zasazenim. (Schindler, 2010)

Laboratorni diagnostika: k vySetfeni byvaji posilany nasofaryngealni nebo vytéry z ton-
zil, vzorky sputa, moce nebo krve. Zakladem laboratorni diagnostiky je kultivace, hemo-
kultivace, sledovani hladiny produkovanych toxinl a pfi testovani biochemické aktivity
sledovani tvorby plazmakoagulazy.

Kultivace: pfii kultivaci roste bez problému a obecné nebyva kultivaéné naroc¢ny. Jednotli-
vé kolonie nabyvaji velikosti okolo 1-3 milimetri. Kolem vykultivovancyh kolonii byva
patrnd beta hemolyza. (Votava, 2010)

Patogenita: Hnisava onemocnéni postihuji kizi (impetigo, karbunkl, furunkl ¢i pasobi
infekce ran), z vnitinich organti postihuji ¢asto plice (bronchopneumonie), srdce (endokar-
ditidy) nebo postihuji cely organismus (sepse). Diky schopnosti tvofit enterotoxin mize po
poziti potravy s jeho obsahem vyvolat alimentarni intoxikaci. Velkym problémem pro lid-
sky organismus, je pomérné vysokd rezistence vici antibiotikim. Nékteré kmeny jsou
schopny produkovat penicilindzu (neni proto citlivy na penicillin) a tak toto antibiotikum
musi byt nahrazovano jinymi — napf. oxacilinem nebo meticilinem. (Schindler, 2010) N¢-
které kmeny se vSak dokaZzi adaptovat i na n€ a odolnost vii¢i meticilinu miiZze vyustit ve
vyskyt Methicilni-resistant Staphylcoccus aureus - kmeny MRSA. Tyto kmeny mohou mit
nozokomialni ptivod, pfedevs§im pak u pacientli na jednotkach intenzivni péce. Zalezi vzdy
na urovni opatieni proti jejich vyskytu nebo zkusenostech se zachazenim s takovymi paci-
enty. Jejich vyskyt se tedy velmi 1isi v jednotlivych zdravotnickych zatizenich a n¢kdy na
jednotlivych oddé€lenich. (Kepler, 2004)V soucasnosti jsou znami i vankomycin rezistentni
kmeny S. aureus. (Votava, 2010)

3.4 Rod Mycobacterium

Rod Mycobacterium patifi mezi acidorezistentni bakterie. Gramovym barvenim se
neobarvi. Tento fakt je ddna vysokym obsahem tuki, pfesnéji tuhych voski, v jejich
bunécnych sténach. (Schnidler, 2010) K jejich barveni se pouziva Ziehl-Neelsenova
barvici metoda. Vysledkem jsou jasné Cervené obarvené bakterie na zeleném pozadi.
(Githui, 1993) Jejich dalsi zvlastnosti je dlouha doba kultivace u obligatnich patogent,
presngji se jedna i o nékolik tydnd. (Schindler, 2010) Jejich diagnostika probiha pfimym
prikazem a to nejCastéji ve specializovanych laboratofich. (Votava, 2010) Patogeny, kteti
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maji mnoho spoleénych vlastnosti s rodem Mycobacterium tuberculosis souhrnné
oznacujeme jako mycobacterium tuberculosis complex. Shoduji se nejen v onemocnéni,
které zpusobuji ale i v dalSich parametrech jako je napf. doba ristu a naro¢nost kultivace.

(Schindler, 2010)

3.4.1 Mycobacterium tuberculosis
Morfologie: Mycobacterium tuberculosis, oznacovano zkratkou MTB, jsou kratké

nepohyblivé tyCinkovité bakterie. Gramovym barvenim se diky acidorezistenci nebarvi.
(Votava, 2010)

Laboratorni diagnostika: vzorky jsou vzdy vySetfovany mikroskopicky, kdy se preparat
barvi metodou Ziehla Neelsena, klasickou kultivaci, zrychlenou kultivaci, stanovenim in-
terferonu gama nebo stale ¢astéji metodou PCR.

Kultivace: jejich rust je pomaly a proto i kultivace je ¢asoveé narocna. M. tuberculosis se
kultivuje na nékolik druht pud. Vysledky se odecitaji za 1, 3, 6 a 9 tydnti. Viditelné kolo-
nie maji nazloutlou barvu a byvaji patrné az po tech tydech kultivace. V poslednich 1étech
se pouzivaji i urychlené kultivacni postupy zaloZené na prikazu metabolickych produktl
mykobakterii béhem jejich rdstu na tekutych pidach. K signalizaci o ristu dochazi
vV priméru za 10 az 14 dnti. (Bednat, 1996, Votava, 2010)

Patogenita: MTB je puvodce tuberkulézy, nebo dle star§iho nazvu souchotiny.
V soucasnosti je tuberkuloza veliky problém hlavné rozvojovych stati. Onemocnéni je
povazovano za tfeti nejrozSifenéjSi infek¢éni chorobu. Jako jednu z obran proti tomuto
onemocnéni bylo uzdkonéno v roce 1948 povinné hlaseni tuberkulozy, aby bylo mozno
monitorovat vyskyt jednotlivych ptipadl, epidemii a jeji Sifeni v populaci. Vysoce ohroze-
nou skupinou lidi jsou pacienti s diagnostikovanym onemocnénim AIDS, jedna se az o 175
krat vétsi riziko. (Homolka, 2017)

Ptiznaky onemocnéni nebyvaji vzdy typické. Projevy zavisi od velikosti infekéni davky a
na odolnosti organismu. Bé&hen prvnich dvou let po nakaze onemocni asi jen 5 % pacient.
Témet vzdy jsou postizeny plice. Pacienti vykazuji obvykle velkou unavu, dusivému su-
chému kasli, kaSli s pfimési krvavého sputa. Dlouhodobé vycerpani pacienta vede ke
kachexii a obecné velkému neprospivani nemocnych s detekovanym nizkym okysli¢enim
krve. K diagnostice se vyuzivaji I zobrazovaci metody. Z rentgenovych snimki byvaji pa-
trné neohrani¢ené nekrdzy plic s kavernami. Onemocnéni se mize z plic rozsifit do ostat-

nich &asti téla krevni cestou a zptsobuje tak vznik 1ézi v téle pacienta. Casto i n&kolik let
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po primarni tuberkul6éze. Mimo plice byvaji Casto zasazeny kosti, pleura, urogenitalni trakt

& kize. (Bartti, 2008)

3.5 Rod mycoplasma

Rod Mycoplasma, stejné se vyznacuje absenci bune¢né stény. Na povrchu maji pouze
mékkou membranu, kterd jim umoziuje vétsi tvarovou variabilitu nez jakou vétSinou maji
ostatni bakterie s bunécnou sténou. (Schindler, 2010) Absence bunécné stény je déla téz

rezistentni vici beta-laktamovym antibiotikiim.

3.5.1 Mycoplasma pneumoniae
Morfologie: diky nepfitomnosti bunééné stény jsou mykoplasmata charakteristicka

rozmanitou velikosti a tvary, tvoii kokovité i1 vlaknité kolonie s moznym vétvenim.
Gramovym barvenim miiZzeme pozorovat lehké cervené =zabarveni, tedy slaby
gramnegativni vysledek.

Laboratorni diagnostika: pro obtiznou kultivaci se pouzivaji v rutinni diagnostic hlavné
sérologicka stanoveni. VySetieni M. pneumoniae byva soucati panelu vySetieni na
respiracni viry. Pouzivad se¢ hlavné metoda KFR, nejlépe v parovém vysetfeni vzorkd.
Dalsi moznou detekci hojn€ vyuzivanou v laboratofich mtze byt naptiklad ELISA metoda.
(Votava, 2010)

Kultivace: kultivujeme na pudach obohacenych peptonem, kvasni¢nim extraktem a 20%
nativnim sérem za vyssi tense CO?. (Bednat, 1996)

Patogenita: Mycoplasma pneumonie je znam jako puvodce tracheonbronchitidy, zanétu
dolnich dychacich cest a atypickych pneumonii. Nakaza probiha po velmi tésném kontaktu
s nemocnym, protoze Samotnd bakterie nema pfili§ vysokou odolnost ve vnéj$im prostredi.
(Votava, 2010) Jakykoliv typ pneumonie je bran za velmi zavazné onemocnéni a
pfedstavuje velka riziko pro pacienta, které miZe za urcitych podmiknek koncit 1 smrti.
Pfirozené ohroZenou skupinou lidi jsou malé déti a stafi lidé s vékem zhruba nad 50 let,
riziko ptinasi také soucasn¢ probihajici chiipkové onemocnéni, nebo hospitalizace. (Kasak,
2004) Mezi prvotni ptiznaky pocitdme kaSel, ztizené dychani, lékatem slySitelné loupani
pfi nadechu. Zapal plic je typicky rychle se rozvijejicimi mnoha pifiznaky. Mezi dalsi patii
horecka, Unava organismu nebo zhorSeni pfijmu potravy. Na rentgenu plic je pak
pozorovatelny zanét. Pti diagnoézee je dilezité presné urcit ptivodce pneumonie a rozsah

postizeni plic. (Vanc¢ikova, 2008)
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3.6 Rod Corynebacterium
Jedna se o grampozitivni nebo gramlabilni ty¢inky hilkovitého, nebo kyjovitého tvaru.
Déli se podéln€ a v koloniich jsou k sob¢ pfipevnény svymi del§imi stranami a vytvaieji

tak charakteristické tvary pozorovatlné pod mikroskopem

3.6.1 Corynebackterium diphteriae
Morfologie: typicky grampozitivni az gramlabilni ty¢inkovity pathogen, ktery na sérovych

pudach tvoii barevné odliSené Erntsova- Babesova granula. Corynebactrium diphtheriae
produkuje diftericky toxin, zptsobuje onemocnéni zaskrt a je mozné se proti tomuto
onemocnéni oCkovat.

Laboratorni diagnostika: odebranym materialem byvaji vytéry, nebo krev a nasledna
diagnostika se opird predevSim o kultivaci, prikaz difterického toxinu, mikroskopické
zhodnoceni nebo pritkkazu protilatek

Kultivace: probiha na obohacenych sérovych médiich a selektivné diagnostickych piadach
obohacenych teluri¢itany. (Votava, 2010)

Patogenita: onemocnéni difterie, neboli zaskrtu se vyznacuje suchym kaslem. Toxin, ktery
pronika organismem mitiZze zpusobovat obrnu patra nebo 1 srde¢ni potize. NejcastéjSimi

formami diftérii je diftericka angina a diftericky krup. (Bednat, 1996)

3.7 Rod Legionella

Tento rod bakterii fadime mezi gramnegativni ty¢inky, ac¢koliv jsou $patné barvitelné. Jsou
fakultativné anaerobni. Legionella je rod z velmi riznorodé skupiny, které spojuje naro¢na
kultivace. Kultivuji se na obohacenych médiich. Legionella je pivodcem velmi zavaznych
pneumoénii. Casto se tyto patogeny vyskytuji ve vodnim prostiedi - uZitkové a primyslové

vodg, rzi, vodnich nadrzich nebo klimatizacnich zatizenich. (Votava, 2010)

3.7.1 Legionella pneumophila
Morfologie: stihlé tyCinky obvykle tvofici delsi vlakna se dvéma i vice biciky. Jsou

pohyblivé a ve stén¢ obsahuji typické 2,3-dihydroxy mastné kyseliny.

Laboratorni diagnostika: vysetrovanym materidlem je nejcastéji material z respiracniho
traktu. Moznymi vySetfovacimi zplisoby jsou kultivace na obohacenych médiich, priikaz
antigenu v mo¢i a prikaz genomu. V minulosti pouzivany prukaz protilatek se jiz nepouZi-

va, protoZe ma nizkou vypovidaci hodnotu o stavu onemocnéni.
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Kultivace: probiha na pudach obohacenych o Zelezo, aktivni uhli, kvasni¢ny extrakt a
aminokyselinu cystein. Kolonie maji leskle Sedou barvu a okrouhly tvar. Velikost odpovi-
da priblizn€¢ 1 mm. Na klasickém krevnim agaru legionely nerostou. (Bednat, 1996)

Patogeneze onemocnéni: Onemocnéni zpusobené L. pneumophila postihuje vétsinou imu-
nosuprimované jedince. Bakterie se piendseji aerosolem. Mohou zpusobit zdvazny zanét
plic, dfive nazyvany legionaiska nemoc. Diky moznému vyskytu ve vodovodni vod¢ je

zvysené riziko vzniku onemocnéni ve zdravotnickych zafizenich. (Carratla, 1994)

3.8 Rod Bordetella

Zastupci rodu Bordetella jsou obecné velmi podobné haemofilim. (Schindler, 2010) Pod
mikroskopem je mizeme pozorovat jako malé opouzdiené kokobacily. Jsou ptivodci velmi
nebezpeéného onemocnéni pertuse, neboli ddvivého kasle, ktery veSel ve znamost jako
¢erny kaSel. Tento rod bakterii je naro¢ny na kultivaci, je nutné pouzit pidy obohacené o
aktivni uhli. Pfitomnost aktivniho uhli neutralizuje jinak toxické latky v bézném agaru,
které znemoznuji kultivaci bordetel. Existuji tfi hlavni zastupci bordetell a t€émi jsou
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis a Bordetella bronchiseptica. (Schindler,
2010,Votava, 2010)

3.8.1 Bordetella pertusis, Bordetella parapertussis
Morfologie: kratka, nepohybliva gramnegativni ty¢inka

Laboratorni diagnostika: materidlem je vytér nosohltanu. Pfed samotnou kultivaci je
vytérovka lehce namocena v penicilinu a nasledné rozetiena po kultivaéni piidé. Namoceni
v penicilinu zabranuje rdstu grampozitivnich organismti. Dal§im moznym laboatornim
vySetfenim je prikaz protilatek. Stale Castéji se vyuziva take metoda PCR. (Bednat, 1996)
Kultivace: klasickym kultivaénim médiem je agar s defibrinovanou berani krvi s pfimési
bramborového extraktu a glycerol. Kultivacni doba se pohybuje kolem 36-72 hodin.
Vykultivované kolonie se perletoveé lesknou a vytvaii tzkou zoénu hemolyzy. (Bednaf,
1996)

Patogenita: jedna se o striktné lidské patogeny zplsobujici ¢erny kasel. Jako obrana proti
tomuto onemocnéni probiha rozséhld vakcinace spolecnosti. Soucasny vyskyt onemocnéni
je dan z nejvetsi Casti genetickou variaci Bordetella pertusis. (Parkhill, 2003) onemocnéni
probiha ve tfech stadiich: kataralni, paroxysmalni a rekonvalescentni. Bakterie jsou odolné
vuci fagocytoze, tedy i v pripade pohlceni makrofagy mohou déle existovat a vznika riziko
nosic¢stvi. Vaznost tohoto onemocnéni je dana blokaci fasinek a naslednym poskozenim

sliznic dychacich cest. Déle pak produkci toxinu, ktery podporuje tvorbu hlenu. Pacienti
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jsou nuceni vykaSlavat obrovské mnozstvi hlenu a to vede k velkému vycerpani az

schvacenosti organismu. (Votava, 2010)
3.9 Rod Chlamydia

Zastupci rodu Chlamydia jsou oznaCovany za intracelularni parazity, jsou zavisli na
hostitelskych bunikach, protoze jejich systém si neumi tvofit dostatek vlastni ATP.
Strukturou jsou blizké gramnegativnim bakterii avSak odliSuje je pfitomnost vétSiho
mnozstvi lipidi ve stén¢. Chlamydie obecné jsou nositely specifického termostabilniho
polysacharidového antigen, ktery umoziuje stanoveni pomoci KFR. Nejvyznamnéjsimi
zastupci jsou Chlamydophila pneumonia, Chlamydia trachomatis, Chlamydophila psittaci,

které dohromady jsou soucasti respira¢niho panelu virologického vysSetteni v FN Plzen.

3.9.1 Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Chlamydia trachomatis
Morfologie: maji specialni ristovy cyklus v prib&hu kterého méni svou morfologickou

stavbu. Tento cyklus jim umoznuje zabudovat infekéni Castici, elementrani télisko, do
bunky hostitele. T¢lisko se do burnky dostava obdobnym procesem jakym je endocztdza.
Tato téliska se v hostitelské buiice mnozi az do chvile kdy je buitka pfeplnéna témito
¢asticemi a dochézi k jejimu prasknuti. Téliska se vyliji z buiiky a infikuji dalsi vnimavé
bunky.

Laboratorni diagnostika: vyuzZiva pfimy 1 nepfimy priikkaz. Stanoveni se mohou provadét
ELISA metodou, PCR metodou, kultivaci na tkanovych klturdch nebo sérologickymi
metodami, poptipadé mikroskopii

Kultivace: neni mozna kultivace na pevnych médiich, vyuziva s kultivace na tkanovych
kulturach, kutecich nebo mysich. Kultivace trva zhruba 48 hodin s pomoci centrifugace,
kterd napomaha priniku agens do bunék. Vykultivované agens se pro lepsi viditelnost
barvi nebo fluorescenéné znac¢i a nasledné jsou piipravené preparaty mikroskopicky
zhodnoceny. Jednotlivé druhy se li$i tvarem a barvitelnosti inkluzi. Ch. trachomatis a Ch.
psittaci tvofi kulata téliska a Ch. pneumoniae hruskovita. T¢liska Ch. trachomatis se
Lugolovym roztokem zbarvi diky pfitomnosti glykogenu. Tim se odliSuji od ostatnich
druht, které se Lugolovym roztokem nebarvi. (Votava, 2010)

Patogeneze onemocnéni: je odliSna u jednotlivych druhi.

Chlamydia trachomatis je ptvodcem urogenitalnich zanéti a je sexudlné pienosna.
Existuje mnoho sérotypl a za zanéty urogenitalniho traktu jsou zodpovédné sérotypy D-K.
U Zen vyvolavaji zanéty endometria, délozniho ¢ipku a délohy s hrozici moznosti vzniku

chronickych onemocnéni. U mlzu se jedna pfevazné o zadnéty nadvarlat, prostaty a mocové
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trubice. Celkoveé predstavuji zhruba 50% vSech urogenitalnich nékaz. Jednim z moznych
rizik onemocnéni byva neplodnost, kterd se vyviji u Zen jako dusledek opakovanych
infekci a ptitomnosti jizev na sliznici.

Chlamydia pneumonia je typicky respirani patogen, ktery je zodpovédny za vznik
sinusitid, bronchitid a pnemonii. Pfenos infekce je kapénkovy a onemocnéni lze tézko
odlisit od dalsich netypickych pneumonii zpisobnych naptklad legionelami. Infekce se
snadno ¢ifi ve velkych kolektivech a bézn¢ nemivaji rizikovy prabéh.

Chlamydia psittaci je pivodcem psitakozy. Jedna se zviteci patogen, ktery je pifenosny na
¢lovéka a zpusobuje neptfijemny suchy kasel a bolesti kloubti a horecku. Bézné napada
papousky, nebo obecné ptaky a zplisobuje u nich papousci nemoc (psitakozu) respektive
ornitozu. Pfenasi se tedy pta¢im pefim, exkrementy nebo prachem. (Bednaft, 1996) (Vota-

va, 2010)

4 VYBRANI VIROVI PUVODCI RESPIRACNICH INFEKCI

V naSich podminkach jejich vyskyt jednoznacné ptevazuje nad bakteridlnimi onemnocné-
nimi tohoto typu a €asto se vyskytuji v epidemiich.

Morfologie virii: V porovnani s bakteriemi jsou mnohem mensi, jejich velikost se udava v
fadu nanometrt. Jsou oznacovany nikoliv za buiiky, ale za castice. Kazda virova partikule
se sklada z kapsidy a nukleové kyseliny. (Modrow, 2010) Kapsida je bilkovinny obal viru
skladajici se z jednotlivych kapsomer. Nukleoid je genetickd informace uloZena ve formé
DNA nebo RNA. Na povrchu viru se miZze vyskytovat lipidovy obal, ktery chrani vir pted
ucinky vnéjSich vlivil. Viry, které maji nukleoid 1 kapsidu a jsou tedy zralymi virovymi
¢asticemi, nazyvame viriony.

Reprodukce virti: Mnozi se pouze v hostitelskych butikach, coz souvisi i s jejich naroc-
né&jsi kultivaci na bunéénych kulturdch. (Schindler, 2010) Proces mnozeni za¢inad stykem
viru s buitkou a schopnosti do buiiky vstoupit. Pak nasleduje pomnoZeni virovych ¢astic a
obvykle kon¢i lyzou buiiky, vyplavenim vira do okoli a napadanim dalSich bunek v téle
hostitele. (Modrow, 2010) Ne&které viry se vyznacuji odliSnym ptsobenim na lidsky orga-
nismus, nez je vyvolani klinickych ptiznakti — v buiikach perzistuji. Podle osudu hostitel-
ské bunky tak mluvime o abortivnich, perzistentnich nebo latentnich infekcich. Abortivni
infekce jsou takové, kdy reprodukéni cyklus viru neprobéhne az do konce a dochazi k pro-

dukci nekompletnich virt. Pokud je mnozici cyklus pozastaven a mize zménou podminek
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v organismu dojit k jeho znovuobnoveni hovotime o latentnich infekcich. A pokud dochézi
k tvorb¢ infek¢nich viriont, které mohou byt pireddvany dalSimu potomstvu, jedné se o
infekce perzistentni. (Votava, 2010) Pro nakazeni pacienta musi najit virus vhodné misto
praniku do orgnismu neboli branu vstupu. Témito branami jsou nejcastéji sliznice dychaci-
ho nebo traviciho traktu, dal§imi mohou byt naptiklad riznd mista vpichu od bodavého

hmyzu nebo injekéni aplikace. (Schindler, 2010)

4.1 Rhinoviry

Chrakteristické znaky: rhinoviry jsou jedny z velice hojné se vyskytujicich patogent
patiici k Celedi Picornaviridae. Nemaji obal a jejich geneticka informace je tvofena
jednovlaknovou RNA molekulou. (Navratil, 2017) Jejich idedlni teplota pro mnozeni je
33-35°C, coz odpovida teploté v dutin€ nosni. (Bednat, 1996)

Patogenita: jsou pivodci onemocnéni rhinitidy, rymy. Branou vstupu infekce je nejéastéji
nosohltan, 1écba probiha pouze symptomaticky, protoze nebezpeéi predstavuje pravazné
pro malé déti. (Navratil, 2017) U nich totiz dochdzi vlivem oslabeni organismu k vytvoieni

prostoru pro nasednuti dalSich infekci jakymi mohou byt naptiklad pneumokokové nebo

stafylokokové. (Schindler, 2010)

4.2 Koronaviry

Charakteristické znaky: zastupci skupiny Coronaviridae jsou S$iroce rozsifené
jednovlaknové RNA viry, které na svém povrchu maji lipidovy obal s vybézky. (Bednaf,
1996) Laboratorni diagnostika vychazi z vySetfeni parovych sér pomoci KFR, nebo
metodou ELISA ¢i PCR.

Patogenita: koronaviry zptsobuji pievazne lehka az stiedné zavazna respiracni
onemocnéni, kterd jsou typicky prenosna ve vétSich kolektivech. AvSak je mozné, Ze
nékteré koronaviry mohou byt zodpovédné za velmi zavazné respiracni onemocnéni
SARS. Virus tohoto respiracniho syndromu je pfendSen hlavné ptaky a netopyry a pro
Clovéka je vysoce nebezpecny. Samotné onemocnéni probihd ve tfech fazich. Prvni faze
ma chiipkovity pribéh doprovazeny horeckou, myalgii, bolestmi v krku a dyspnoe. Po
pominuti prvni faze pfichdzi fdze povrchového dychani a rozvoji hypoxie. Tieti faze je
spojend S hospitalizaci pacienta a casto nutnosti jeho pfipojeni na pomocné dychaci

ptistroje. (Payne, 2017)
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4.3 Pneumovirus

Charakteristikcké znaky : patii do skupiny Paramixoviridae, ktera se d¢li na dvé hlavni
vétve Paramyxovirinae a Pneumovirinae Do druh¢ patii i pneumovirus. Jednotlivi zastupci
se mohou v ramci kategorie Pneumovirinae délit do dalsich kategorii zavisejicih na jejich
morfologii, slozeni genomu nebo produkovanych proteinech. (Knipe, 2007) Jsou to viry s
genetickou informaci v podobé RNA s charakteristickym obalem. Nezptlisobu;ji
hemaglutinaci ani nemaji neuramindazovou aktivitu. (Bednaft, 1996) Hlavnim zastupcem je
respiracni syncitidlni virus zodpovédny za onemocnéni podobné bronchiolitid€.
Patogenita: typickym projevem onemocnéni jsou bronchitidy s tvorbou syncytii. (Votava,
2010) Jde o soubuni mnohojadernych ttvara, které virus chrani pfed imunitnim systémem
organismu. RSV napadé hlavné novorozence a kojence a ptfenasi se kapénkami. (Bednat,
1996) Néakaza je mozna i na novorozeneckych odd¢€lnich jako infekce spojend s l1ékaiskou
péci. Pro dobrou prognézu je tieba rychla detekce RSV a ta se provadi prevazné

sérologickymi metodami. Onemocnéni je zatim bez moZné preventivni vakcinace. (Votava,

2010)

4.4 Celed Orthomyxoviridae

Charakteristické znaky : obecné se Celed’ Orthomixoviridae vyznacuje jednovlaknovou
DNA rozdélenou do osmi (v piipadé influenzaviru typu C jen sedmi) segmenti. Kapsida
viru je ulozena vobalu stypickymi vybézky hemaglutininu a neuraminddzy. Diky
hemaglutininim se viry snadnéji pfichyti k buiice ve které se nasledné¢ mohou mnozit a
muze zpisobovat i aglutinaci erytrocyti. Neuraminddza je glykoprotein, ktery dotvari
subtyp viru a ma enzymatickou aktivitu. (Timothy, 2007) Jednotlivé rody maji shodné
vlastnosti 1 zptsob replikace, odliSuji se mikroskopickou stavbou jednotlivych antigennich
bilkovin M1 a NP. (Schindler, 2010) Virus chiipky A ma Sirokou Skalu potencidlnich
hostitelt. Jsou mezi nimi naptiklad koné, ptéci, tuleni a lidé. Virus chiipky B ma tuto
diverzitu pon€kud omezengj$i a typickym hostitelem je pro né&j ¢lovék nebo tulen. Virus
chiipky A 1 B maji velmi podobné, témét shodné povrchové glykoproteiny slozené z
bilkovin HA a NA. Virus chiipky C se liSi nejen mens$i poctem segmentti v RNA, ale 1
povrchovymi bilkovinami. V tomto piipadé se jedna o HEF. Hostitelem muze byt ¢lovek,
nebo napiiklad prase. (Poon, 2007)

Patogenita: chtipka je typicka sezonni nemoc, ktera se k nam vraci ve vinach béhem roku.
Kazdy rok dochazi k jemné uprave stavby antigenni struktury viru. Kromé toho mtze dojit

k vytvofeni naprosto unikatniho podtypu viru. K tomuto jevu muze dojit soucasnym
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pomnozenim dvou lehce odlisnyh virti v jedné buiice hostitele. Branou vstupu nemoci je
dychaci trakt, kde dochazi k napadani fasinkového epitelu virem. Laiky byva nespravné
zameénovano s nachlazenim nebo symptomaticky podobnymi onemocnénimi dychaciho
traktu. Chiipka ma typicky rychly nastup onemocnéni s respiraénimi symptomy jako
napiiklad horeckou, bolesti svali ¢i kloubli. (Votava, 2010) U déti a starych lidi hrozi
nebezpeci druhotné bakteridlni infekce. Vakcinace proti chifipce je mozna, ale ochrana
netrva dlouho a jednotlivé vakciny jsou velmi specifické co se tykd antigenni struktury
viru, tedy neni G¢inna proti vice typtim chiipky. Musi se opakovat kazdoro¢né. (Schindler,
2010)

45 Celed’ Paramyxoviridae

Charakteristické znaky: celed virt s cirkulujici jednovladknovou RNA dosahujici
velikosti az 300 nm, coZ z nich déla nejveétsi RNA viry. Na svém povrchu nesou obal
S patrnymi vybézky. (Votava, 2010) Vldkno RNA je na rozdil od pavodct chiipky
nesegmentované. (Schindler, 2010)

Patogeneze onemocnéni: paramyxoviry jsou puvodci parachiipky. Virus ma ¢tyfi podtypy
T1-T4 a napada hlavné déti, kterym zplsobuje dychaci infekce symptomaticky obdobné
chiipce, nebo v piipadé velmi malych déti muze vyvolat bronchopneumonii. (Schindler,
2010) Infekce se sifi kapénkami a ma kratkou inkubacéni dobu, kolem 2-3 dni. Vzacnym a
komplikovangjsim onemocnénim zpisobenym paramyxovirem je pseudokrup, neboli otok
sliznice hrtanu. (Bednat, 1996)

4.6 Herpes viry

Charaktristické znaky: jsou obalené DNA viry. Vyznacuji se dlouhodobym pfetrvanim v
organismu (latence) Jejich velikost se pohybuje kolem 100-200 nm. Herpes viry mohou
byt jak zvifecimi, tak lidskymi viry a tvofi tfi hlavni skupiny Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae a Gamaherpesvirinae. Lidské herpesviry tvofi samostatnou skupinu vira
HHV 1- 8.

Patogeneze oemocnéni: nejcastéjsi zplisobena nemoc herpesviry je nemoc lidského oparu.
Za né&j je zodpovédny HSV1 a HSV2. HSV1 je zpisobuje zanéty dutiny tstni Spojené s
tvorbou puchyikt nebo tonsilitidou. Existuje i moznost opakovaného vysyktu.infekce ve
form¢ herpes labialis. HSV 2 napada urogenitalni trakt a je tak pivodcem genitalniho
oparu. HSV 1 I HSV 2 je mozné laboratorn¢ stanovit izolacnimi metodami diky jejich

ochotné kultivaci na bunéénych kulturach. (Bednat, 1996)
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Cytomegalovirové infekce (HHV 5) probihaji pfevazné latentné. Nemoc se projevuje jen
u imunosuprimovanych jedincti nebo batolat a kojenct. Typickym pifiznakem je zvétSeni
jater nebo sleziny doprovazené zloutenkou a koznim krvacenim. Mize dojit take k
mirnéjSim poskozenim centralni nervové soustavy, kterd se projevuje jako porucha
psychického vyvoje. Laboratorni diagnostika se opirad predevsim o piimou metodu PCR.
(Votava, 2010)

Patogeneze lidského herpes viru 6 neni stale naprosto objasnéna. HHV 6 se rozmnozuje v
monocytech a lymfocytech. Prvotni infekce byva latentni s vylu¢ovanim viru do slin.
Nasledné infekce se mohou projevovat jako pneumonie, gastroenteritidy, encefylitidy
spojené s horeckami a u malych déti s vyskytem vyrazky a skvrn na pokozce ve forme¢ tzv.

Sesté nemoci. (Bednaft, 1996)

5 VYBRANI MYKOTICTI PUVODCI RESPIRACNICH IN-
FEKCI

Jedna se o eukaryotické organismy, které vyvolavyji v lidském organismu rizné druhy
infekci. Bunky se 1iSi od ostatnich pfitomnosti ergosterolu v cytoplazmatické membrang,
¢ehoz je vyuzivano pii aplikaci antimykotik, které inhibuji pravé syntézu ergosterolu. Tim-
to mechanismem je zajiStén dostatecny efekt 1éCiva a 1 jeho selektivita pisobit cilené na
buniky hub. Sténa hub obsahuje take chitin. (Votava, 2010)

Dalsi z odlisnosti se tyka jejich zplisobu rozmnoZovani. Jsou totiZ schopné rozmnoZovat se
jak pohlavnim zpiisobem (obdoba meiotického déleni), tak nepohlavim zpisobem (ptice-
nim, oddélovanim mycelia, tvorbou zarodkl a jejich mitotickym délenim) . Existuji dvé
zakladni morfolgické jednotky mikromycet. Jsou to kvasinky a hyfy, neboli vlakna. Kva-
sinka je kulata nebo ovalna buiika rozmnoZzujici se hlavné pucenim a hyfa je mnohobunéc-
ny vlakniti utvar s tendenci tvorby mycelia. (Votava, 2010) Taxonomické zatazeni hub je
velice nesnadné a proto se v 1ékarské mykologii vyuziva spiSe jejich rozfazeni na zékladé
jejich patogenniho ptsobeni. (Schindler, 2010)

Laboratorni diagnostika piivodcit mykologickych onemocnéni je velice obdobné bakterio-
logické diagnostice. Soucasti vySetfeni byva kultivace na specialnich kultivacnich padach
a mikroskopické pozorovani s naslednou identifikaci. Odebranym materidlem byvaji vlasy,
nehty, kozni Supiny nebo stéry u podezieni na slizni¢ni mykdzy nebo vytéry z ran. Pfi po-
dezieni na systémovou mykozu jsou provadény i odbéry biologickych materiald, jako krev,

mo¢, sputum nebo likvor. (Votava, 2010)
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5.1 Rod Candida

Rod Candida je jednim z nejrozsifenéjSich a nejcasteji nalézanych mykologickych
zastupct v klinickém materidlu. Tyto kvasinky jsou plvodci onemocnéni souhrné
oznacovanych jako kandiddzy. Vyznamnymi zastupci jsou Candida albicans a ostatni
candidy nazyvané jako Candida nonalbicans. Témi jsou napiiklad Candida tropicalis a

Candida parapsilosis.

5.1.1 Candida albicans
Charakteristické znaky: typicky oportunni patogen. Je schopna infikovat velmi

rozmanité Casti lidského téla a organové soustavy. Tato vlastnost je dana vysokym
faktorem virulence, ktery vychazi ze schopnosti C. alibcans ptechazet mezi morfologickou
jednotkou kvasinky a hyfami. Dale také jejich schopnosti tvofit biofilm, nebo jejich
rychlému pfizpisobeni se kolisajicimu pH a produkci adhezind. Kolisajici pH mé za
nasledek pravé variabilitu v morfologickych jednotkach. Ptfi vysokém pH je indukovéana
tvorba hyf a pii naopak nizkém pH dochazi k tvorbé pievazné kvasinek. (Mayer, 2013) U
zdravého cloveéka je C. albicans pfitomna v Ustni dutiné a stolici. Diagnostika plicni
kandiddzy je velmi obtiznd, protoZe se nevyznacuje typickymi symptomy onemocnéni.
Laboratorni diagnostika: diagnostika plicni kandidozy opira predev§im o kultivaéni a
mikroskopickou metodu. (Zazula, 2005)

Kultivace: kultivatnim médiem je Sabouraudtiv agar. Kolonie jsou hladké, smetanoveé bilé
barvy a mazlavé konzistence. Kandidy nejsou naro¢né na kultivaci. Pfi 37°C se kultivuji
obvykle jeden az dva dny. (Bednat, 1996)

Patogenita: Plicni kandidoza postihuje vétSinou neutropenické pacienty. Vidame ji
nejéastéji u kojencti nebo imunosuprimovanych. Onemocnéni, které pfispivaji k rozvoii
plicni kandid6zy mohou byt napfiklad malignity, nebo diabetes mellitus. (Bednaft, 1996)
Jednou z méné zavaznych kandidoz je kozni kandidéza. Objevuje se jako bily povlak,
moucnivka na mistech, kde dochazi k vlhké zapaice. Kozni kandidozy se casto 1éci
lokdlnim potirdnim krystalovou violeti. DalSimi formami kandidéz, mulZe byt
vulvovaginitida nebo systémové kandidozy, které byvaji velmi zavazné a mohou koncit i
letalng. (Schindler, 2010)

5.2 Rod Aspergillus

Vlaknité houby typicky se vyskytujici u imunosuprimovanych, pacienti po transplantaci,
pacientt 1écenych kortikosteroidy nebo leukemicti pacienti. Vyvolavaji onemocnéni zvané

aspergilozy. Stejné jako kandidy se i aspergilly chovaji jako typické oportunni patogeny.
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Existuje mnoho druhd aspergili a znamych jich je kolem dvou set. Mikroskopickou
diagnostikou je mozné pozorovat jednotlivé hyfy zakoncené méchyikovitym utvarem.

(Votava, 2010)

5.2.1 Skupina Aspergillus fumigatis, Aspergillus flavus, Aspergillus niger
Charakteristické znaky: zastupci rodu Aspergillus se v ptirod¢ nachazeji pievazné v

pudé, na rozkladajici se organické hmoté¢, nebo na casteckach prachu. Vstupni branou
infekce do téla je tedy dychaci nebo travici trakt. (Votava, 2010)

Laboratorni diagnostika: vyuziva mikroskopického prikazu fragmenti mycelia, kultivaci
aspergilli z odebraného BALu, sputa nebo ostatniho materidlu. Mozny je také prikazu
antigenu, nebo protilatek metodou ELISA.

Kultivace: Aspergilly nejsou naro¢né na kultivaci. Doba kultivace je pfiblizné 48-96 hodin
a vykultivované kolonie maji podobu zabarvené¢ho chmifi. (Bednat, 1996)

Patogenita: postizeni dychacich cest ma ti zakladni formy. Jedna se o alergickou reakci,
plicni aspergilon nebo invazivni plicni aspergilézu. Plicni aspergilon mize vznikat napfi-
klad po prodélani plicni tuberkuldzy, napada bronchidlni strom. Invazivni plicni aspergilo-
chymu déle do cév s naslednym vyskytem nekrdz a respiracni insuficiencii. Onemocnéni
oslabuje Cistici funkei plic a soucasné potlacuje kaslaci reflex. (Zazula, 2005)

Rod Aspergillus je take vyznamnym producentem mykotoxinti poskozujici ledviny a jatra.

o 24

aspergily — arasidy, pistacie i susené plody. (Votava, 2010)
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PRAKTICKA CAST

6 CIiL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Hlavnim cilém mé bakalafské prace je popsat problematiku respira¢nich infekci a moznosti

laboratorni diagnostiky jejich ptivodcl pouzivanych v klinické praxi.

6.2 Dildi cile

1. Popsat a zaradit vybrané reprezentativni ptivodce respiracnich infekci.

2. Popis konkrétnich laboratornich metod vyuzivanychk identifikaci piivodcti respirac-
nich infekci.

3. Seznamit se a zvladnout laboratorni diagnostiku téchto infekci.

4. Analyza a a popis laboratornich vysledki ziskanych v laboratofich FN Plzen za obdobi
od tijna 2018 do zati 2019 a jejich porovnani s ostatnimi kraji v CR dle statistik SZU v

Praze.

7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

1. Predpokladam, Ze respiracni infekce vykazuji sezonni charakter

8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Analyzované vzorky pochazi od pacientd, u nichZ bylo vysloveno podezieni na moznou
respiracni infekci. Material byl odeslan na vySetfeni do laboratotfe Virologie, sérologie a
parazitologie FN Plzen k potvrzeni nebo vylouceni tohoto podezieni. Vzorky pochazeji od
pacientti FN v Plzni, ale i od pacientd z SirSiho spadového uzemi vzhledem K jedinecnosti
virologické laboratofe v Plzenském regionu. Vysledky mi byly posktnuty se souhlasem

utvaru naméstkyné pro oSetfovatelskou péci Fakultni nemocnice Plzen.
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9 METODIKA PRACE

9.1 Obér materialu

Odbér jednotlivych druhli materidlu ma laboratof precizné a srozumitelné¢ definovany

v Laboratorni pfiruc¢ce. Pro uplnost jsou uvedeny naroky laboratoii Mikrobiologického

ustavu FN Plzen na odbér veskerého materialu pii pozadavku na detekci mozného puvodce

néjaké respiracni infekce. Podrobné je zpracovdna detekce moznych virovych ptvodcii

té&chto onemocnéni.

e Bakteriologie a mykobakteriologie

Tabulka ¢.1 Typy odbérovych materidlui pro bakteriologické a mykobakteriologické odde-

leni

Typy odbérovych materiald pro bakteriologické a mykobakteriologické oddéleni

Typ odebraného materidlu

Specifikace materialu

Pfidané latky

Objem

sterilni tampon na tycin-

tampon T ce v transportni zkumav- - -
ce
sterilni tampon na dratu
tampon D i - -
v transportni zkumavce
_ .. transportni
sterilni tampon na tycin- Yy
tampon T-TM ce v transporntni zku médium dle
P P Amiese nebo Stu-
mavce
arta
sterilni tampon na dratu transportni médi-
tampon D-TM P , um dle Amiese -
v transporntni zkumavce
nebo Stuarta
dvojity sterilni tampon transporntni médi-
tampon T2 Iy P P -

na tycince

um dle Stuarta

kontejner S

sterilni kontejner z pra-
hledného plastu se Srou-
bovacim uzavérem

objem kontejneru
30 ml

kontejner M

sterilni kontejner z pra-
hledného plastu se Srou-
bovacim uzavérem

objem kontejneru
50 ml

Petriho miska S

sterilni sklenéna Petriho
miska zabezpecena lepici
paskou

zkumavka

sterilni zkumavka z pra-
hledného plastu s uzavé-
rem

objem zkumavky
10 ml
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jednordazova sterilni in-
anaerobni systém jekeni stiikacka uzavérnd -
Combi zatkou

objem strikacky 5
ml

hemokultivacni lahvicka

Hemo Bactec AE BD BACTEC PLUS aero- - -
bic/ F
hemokultivacni lahvicka
Hemo Bctec ANA BD BACTEC Lytic 10 - -

Anaerobic/F

hemokultiva¢ni lahvicka
Hemo Bactec PED BD BACTEC PEDS PLUS/F - -

Hemo Bactec Mvco hemokultivac¢ni lahvicka i i
¥ BD BACTEC Mycosis IC/F

odbérova souprava pro
stanoveni interferonu
OSQFTB gama v krvi pro detekci - -
infekce Mycobacterium
Tuberculosis

odbérova souprava pro
0S PK souT:asn.y odbler n PCR a i i
kultivaci tenkym tampo-

nem

Zdroj: Laboratorni prirucka Ustavu mikrobiologie

e Virologie
Pfed samotnym odbérem materialu na virologické vysetieni je dtlezité rozhodnout, kdy a
jaky material odebrat. Na nabér k izolaci viru je idedlni doba odbéru do 4-5 dnti od zacatku
onemocnéni. Na prukaz protilatek je vhodna doba odbéru 10 dnti od zac¢atku onemocnéni.
Ten musi byt na zadance uveden. Sledujeme-li u nékterych metod dynymiku tvorby
protilatek, je vyzadan druhy odbér minimalné 10 dnd po prvnim.

Tabulka ¢.2 Typy odbérovych materidlit pro virologické oddeéleni

Typy odbérovych materiala pro virologické oddéleni

T debranéh Specifik . L ]
ypode '."f‘"e ° pec |..:=|ce Pridané latky Objem
materialu materialu

sterilni zkumavka k

zkumavka S Y e s - -
odbéru srazlivé krve

sterilni zkumavka
zkumavka Nedta pro odbér nesrazli- K3EDTA -

vé krve

sterilni zkumavka z
zkumavka prahledného plastu - objem zkumavky 10 ml
S uzavérem

dvojity sterilni tam- | transportni médi-
tampon S Y. -
pon na tycince um dle Stuarta
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odbérovd souprava
pro kultivaci virG na | obsah transport-

tkanové kulture a niho média ve . .
OS VIR "L ) o objem kontejneru 30 ml
jiny prlikaz antigenu | sterilni zkumavce
(uchovavat zmraze- a Stétecku
né)

odbérovd souprava

pro stanoveni Inter-

OS QF CMmV feronu gama v krvi - objem kontejneru 50 ml

pro detekci infekce
cmMvV

Zdroj: Laboratorni piirucka Ustavu Mikrobiologie

9.2 Shrnuti provadénych testi na prikaz virovych agens zahrnutych do
respiracniho panelu laboratoie ve FN Plzen

Tabulka ¢.3 Souhrnné zhodnoceni provadeénych testii respiracniho panelu oddeélni

Virologie FN Plzen

Souhrnné zhodnoceni provadénych testii respira¢niho panelu oddé€lni Virologie FN Plzen

ELISA | Kultivace PCR KFR HIT
Influenza A virus + + + +
Influenza B virus + + +
Adenovirus + + +
RS- virus + + +
Mycoplasma pnemoniae + +
Chlamydia psit., trach., pn. +
Cytomegalovirus +
Herpes simplex virus + +
Parainfluenzavirus 1, 2, 3, 4 + + +
HHV 6 +

Zdroj: Interni materidaly Oddéleni virologie FN Plzer
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9.3 Detekce protilaitek metodou ELISA proti virovym a bakterialnim

agens obsaZenych v respira¢nim panelu

Metoda ELISA je jedna ze skupiny nepfimych stanoveni, prokazujeme tedy nepiimo
pfitomnost viru v téle méfenim hladiny protilatek a jejich dynamikou. Obecné je
nejcastéjSim odbebiranym materidlem srazliva krev. Odbérovou soupravou je zkumavka
Vacuette bez protisrazlivého prostfedku, ¢asto oznacena Cervenym vickem nebo sterilni
zkumavka z umélé hmoty. Odebirany objem krve jsou 4 ml ven6zni krve. Samotny odbér
podléha SNL/DOS/SOP039 O odbéru zilni krve, ktery stanovuje podminky odbéru a
piipravu pacienta.
Vyuziti: Adenovirus, RS-virus, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia psittaci, Ch.
trachomatis a Ch. pneumoniae
Princip testu spoc¢iva v detekci pfitomnosti IgG a IgM protilatek v odebraném séru pacien-
ta. Test probihd v mikrotitracnich destickach, kde na spodni ¢asti jamek je na pevné fazi
navazan specificky antigen. Protilatka se navaze na antigen v pevné fazi na dné jamky a
utvoii komplex Ag-Ab. K detekci vzniklého komplexu je do reakce ptidana znacena zvire-
ci protilatka, jde o imunoglobulinovou frakci s navazanou znackou, nejastéji kienovou
peroxidazou. Po inkubaci je do reakce pfidan substrat s TMB, ktery zabarvi mikrotitra¢ni
desticku na modro pokud je test pozitivni. Cely tento proces je ukoncen zastavovacim roz-
tokem, ktery zméni modrou barvu na Zlutou. Intenzitu zabarveni ode¢itdime na fotometru
pfi vinové délce 450 nm.
Pouzité reagencie
Pracovni roztoky jsou dodavany v komercnich kitech od vyrobce z divodii zaruceni kva-
litnich vysledk testu.

- pufr na fedéni sér

- kontrolni roztoky a kalibratory jsou jiZ nafedéné od vyrobce

- kojugat je také jiz nafedéni jako soucast kitu

- chromogen (substrat)

- zastavovaci roztok

- promyvaci roztok, ktery se desetkrat fedi deionizovanou vodou

- Vzorky séra fedime 1:101 (10 ul pacientského vzorku a 1 ml puftu)
Pracovni postup
Vsechny reagencie je nutné pied zacatkem reakce vytemperovat na laboratorni teplotu, a

pokud nepouzivame celou mikrotitraéni desticku vratime zbylé stripy do obalu se susi-

49



dlem. Nasledn¢ probiha pipetovani nafedénych reagencii do jamek desticky. Prvni jamka
Al je urcena pro negativni kontrolu, jamka B1 pro pozitivni kontrolu. Tteti jamka C1 je
urcena pro aplikaci kalibratoru. Od jamky D1 jsou pipetovany pacientské vzorky dle sta-
noven¢ho fedéni. Po napipetovani reagencii se desticka 30 minut inkubuje pfi pokojové
teploté uzaviena vickem. Obsah jamek je nasledné tfikrat promyt 450 pl promyvaciho roz-
toku s intervaly 30 vtefin a znovu naplnén 100 pl konjugatu (jamka Cislo 1 zdstava prazd-
nd). Desticku opét inkubujeme 30 minut piikrytou vickem pii pokojové teploté. Po inkuba-
ci opét promyvame stejnym zpusobem jako prvné a do vSech jamek davkujeme 100 pl
chromogenniho substratu a inkubujeme 15 v temném prosti€di. Poslednim krokem reakce
je piidani 100 pul zastavovaciho roztoku. Odecet hodnot provadime na fotometru pfi vinové
délce 450 nm a referencnim filtru 630 nm. V soucasné dobé€ je tento proces z vétsi Casti
automatizovan a tim je docileno vétsi rychlosti vydéavani vysledkd.
Zhodnoceni vysledk
Hodnoceni testu je semikvantitativni a vychazi z podilu hodnot extinkce kontrol nebo
vzorki s extinkci kalibratoru ¢islo 2

- Pozitivni vysledek je od hodnoty podilu vétsi ne 1,1

- Negativni vysledek je ten, jehoZ hodnoty jsou nizsi nez 0,8

- Oblast mezi hodnotami negativniho a pozitivniho testu je nazyvana hrani¢ni oblasti
Pro kazdy konkrétni test existuji presné hodnoty pii kterych je vysledek oznacen za platny.
Tyto hodnoty se u jednotlivych testu lisi a jsou definovany v piibalovych letacich jednotli-
vych Sarzi.

Zdroj: Interni materialy Oddéleni virologie FN Plzen

9.4 Prukaz vira respira¢niho panelu diagnostikované pomoci izola¢nich

metod

Kultivaéni metoda je zalozena na pfimém vykultivovani viru na pfedem pfipravenych
kultiva¢nich médiich. Samotna kultivace a mozny cytopaticky efekt je doplnéna o
mikroskopii, kterd usnadiiuje prohliZzeni kultur a umoZiluje potizovat fotografické snimky.
Nevyhodou vySetieni je hlavné jeho Casova nadro¢nost

Vyuziti: Influenzavirus typu A, influenzavirus typu B, RSV virus, HSV virus, adenovirus,
parainfluenzavirus

Kultivace virt se provadi nejcasteji na bunécnych kulturdch. Viry neni mozné kultivovat

na béznych mikrobiologickych médiich z diivodu potieby zivych buné¢k k reprodukci virti.
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Druhy buné¢nych kultur pouzité v klinicé praxi

e LMP — jsou buiky z lidskych embrionalnich plic ziskanych pomoci trypsinace.
Buniky mohou byt ziskdvany z lidskych plodG pfi interrubci zdravych zen.
Vysledkem jsou fibroblastoidni diploidni buiikky smisené s médiem v presné daném
poméru Jejich sada chromozomii je zachovana (2n) a taktéz i jejich potadi.
Obnoveni (pasdzovani) je tim padem omezeno a vydzi zhruba 50 obnoveni, pak
nasleuje jejich zanik. Idedlni je pouzivat bunky do 32 obnoveni, protoze pak
nastava jejich degenerace. Kultivacni teplota je 37 °C . Buiky jsou dostate¢né
citlivé k HSV, Adenovirim, RSV a Cytomegaloviru.

e VERO - pochézi z ledvin kockodana zeleného. Tato velmi stabilni bunécna linie se
nejcastéji pouziva ke kultivaci RSV. Jejich soubor chromozomi je pozménén a
obsahuji tak pouze haploidni sadu. Jejich pasdZzovani je neomezené, ale bunky
¢asem postupn¢ degeneruji.

e MDCK — jedna se o buniky izolované z ledvin kokrSpanéla nejcastéji vyuzivané k
izolaci viru chiipky, adenoviri a HSV. Maji taktéz pouze haploidni sadu
chromozoil a je mozné je neomezené délit s rizikem postupné degenerace.

Pti praci s bunkami LMP a VERO vyuzivame pii nasazovani kombinace trypsinu nebo
trypsin-verzenu s PBS pufrem a u MDCK buné¢k vyuzivame pouze kombinaci trypsin-
verzenu. Dle druhu bunék se narostla tkanova kultura promyva PBS pufrem nebo opét
kombinaci trypsin-verzenu. Kultivace probiha v umélohmotnych nadobkach. Cela plocha
nadobky se dvakrat omyje trypsinem a nadbytek se slije. Nadoba obsahujici zbytek
trypsinu se vklada do termostatu. Kontroluje se kazdych 5 minut a nadobkou se lehce
zatfese. Az dojde k naristu bun€k do takové Urovné Ze se pii potfepani uvolni cely
bunécny list priddvame do lahvicky zhruba 7 pl ristového média. Buiiky rozvolnime a
jejich mnozstvi pocitame bud’ v Biirkerové komtrce, nebo zkusenym odhadem. Pri
kultivaci dochdzi k vyméné média po narlstu monovrstvy bun€k. Odsaje se rlstové
médium a piidd se udrzovaci médium. Pfipravené bunécné kultury jsou nasledné
infikované. Materidlem kterym infikujeme medium jsou nosni s kréni vytéry.

V ptipad¢é pouziti MDCK bun¢k vyuzivame 2-3 zkumavky v piipad€é vyuziti ostatnich
bunéénych kultur jen 2.

V pfipad¢ kultivace viru chiipky na MDCK bunéénych kulturach odpipetujeme 0,1 ml
materialu do zkumavek vyplachnutych PBS pufrem. Inkubujeme 20 minut pii pokojové
teplot¢ ve vodorovné poloze. Do reakce se ptidava jest¢ 1,1 ml chiipkového média.
Nasleduje inkubace v termostatu pfi 34 °C. Druha pasaz se provadi odpipetovanim 0,2 ml z
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prvni pasaze a piidanim 1 ml chiipkového média. Pti kultivaci na LMP a VERO bunkach
pipetujeme 0,5 ml materidlu do jedné zkumavky.

Poslednim krokem je identifikace viru. Ta probih4 na zakladé sledovani cytopatogenniho
efektu viru na tkanich naptiklad pomoci fluorescen¢niho obraveni, metodou PCR nebo
chromatograficky.

NejcastéjSim izolovanym respiratnim virem je virus chiipky. Jeho kultivace probiha na
MDCK bunkach. Pasdzovani probihd jednou tydné, vétSinou v patek. Pouziva se 0,2%
roztok trypsinu-verzenu. Ihned po pfijmu materialu jsou piedem pfipravené bunétné
kultury infikovany. Infikovany jsou 2-3 zkumavky 0,1 ml materialu. Material nechamé 20
minut inkubovat pii pokojové teploté. Po prob&hlé inkubaci pfidame 1,2 ml chiipkového
média a inkubujeme pii 34 °C. V pfipadé, ze buiiky jsou v dobrém stavu neni nutné
provadét pasazovani. Pokud ne, provadi se obvykle 2-3 pasaze aby byla dodZena doba
kultivace na 10 dnd.

Kultivace adenovirti probihd na LMP bunkach, infikovani probiha do dvou zkumavek
ptidanim 1 ml udrzovaciho media, 0,2 - 0,5 ml vzorku. Mezi pasaZzemi vzorek projde
mrazem pii teploté -70°C. Pfi pokojové teploté rozmrzne a slije se. Béhem kultivace se
provadi 2-3 pasaze a celkova doba kultivace dosahuje 28-30 dni. Identifikace adenovirt
probihda imunofluorescenénim barvenim preparatu, nebo pomoci KFR, kdy se izolovany
virus pfipravi jako antigen.

( Interni materialy Virologie FN Plzen)

Obrazek ¢.1 LMP ukazka bunécné kultury

Zdroj: Interni material Oddeélei Virologie FN Bory

9.5 Priikaz virt respira¢niho panelu pomoci metody PCR
Metoda vyuzivana predevs§im pro kvalitativni stanoveni virovych patogenti. Konkrétné ve

FN Plzen se provadi vySetfeni PCR jako multiplexové stanoveni v takzvanych triplexech
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nebo quadruplexech. Ptiprava vzorku je dulezitou fazi pro spravné provedeni PCR. lzolace
genetické informace probiha v podobé DNA nebo cDNA. cDNA je forma RNA po tpravé
reverzni transktiptdzou. Kromé spravné izolace DNA je diilezité i zamezeni jakékoliv kon-
taminace cizi DNA. Pro pipetovani pozadovanych objemu se pouzivaji pipetovaci $pic¢ky s
filtrem.

Vyuziti metody PCR ve virologii nachazi uplatnéni hlavné pfi detekci tézko kultivovate-
nych agens. DalSim diivodem je také rychlost stanoveni oproti jinym metodam.

Vyuziti: Influenzavirus typu A, cytomegalovirus, herpes simplex virus, HHV 6

Pouzité reagencie pro izolaci: vzorek, pozitivni a negativni kontrola, pufr a voda pro
provedeni PCR v bile zkumavce

Pouzité reagencie pro amplifika¢ni reakci: primery (oligonukleotidy dlouhé zhruba 20-
25 bazi) termostabilni DNA polymeraza, dostatek deoxynukleotidi, matricové vldkno
DNA

Provedeni izolace: samotné reakci predchazi pfesné provedend izolace vySetfované gene-
tické informace. Ta se provadi do modré zkumavky z izolaéni soupravy. Misi se 10 pl
RNA a 200 pl vzorku. Pfi béznych stanovenich neni nutné provadét kontroly, ale v ptipadé
jejich nutnosti zna¢ime zkumavky K+ (pozitivni) a K — (negativni). K+ zkumavka je Cer-
vena a kontrolni roztok rozpoustime ve 100 ul sterilni vody pro injekci. Roztok nasledné
zamrazime. Negativni kontrola je ve zluté zkumavce predem piipravena.

Postup: do piedem piipravenych stripti napipetujeme 15 pl pufru a pfidame 5 pl izolova-
ného vzorku nebo kontrol. Stripy uzavieme a nechdme stocit na centrifuze. Stocené vzorky
pfendsime do smart zkumavek a vkladame do cycleru.

Principem metody je n¢kolikanasobné opakovani tii zakladnich reakci v jedné zkumavce a
vytvoferna vlakna jsou matricemi pro dalsi cyklus reakce. Cela reakce probihd v termocy-
kleru, ktery zabezpecuje spravnou teplotu pro kazdou fazi amplifikace a jejich rychlé a
pfesné piechody. Ke zviditelnéni reakce je mozno vyuzit obarveni etidiumbromidem nebo

DNA sondou.

Témi tfemi reakcemi jsou:
e Zahtati dvouSroubovice na tak vysokou teplotu, Ze dojde k jejimu rozpleteni na
samostatna vlakna (94-98°C)
e Za soucasného ochlazeni dochdzi k napojeni pfidanych primert a vytvofeni tak

ohranic¢eného useku uréeného k amplifikaci (50-60°C)
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e V  pfitomnosti termostabilni  polymerdzy a nadbytku jednotlivych
deoxyribonukleotidtrifosfatd dojde k syntéze kopie hledaného tuseku DNA (72-
80°C)

Probéhld amplifikace genetické informace je znaCena fluorescencni barvickou a
zaznamenavan je kazdy cyklus. Zdznam amplifikace umoznuji fluorescen¢ni sondy, které
se na jednotlivé useky navazuji specificky nebo nespecificky. Grafickym zpracovanim
vysledku RT-PCR mize byt sestaveni standardni kiivky z naméfenych intenzit fluores-
cence.

Obrdazek ¢. 2 Negativni vysledek PCR reakce
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Obrazek ¢.3 Pozitivni vysledek PCR reakce
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Zdroj: Interni materialy Oddéleni Virologie FN Bory

9.6 Detekce protilatek metodou KFR proti virovym agens a bakterii
Mycoplasma pneumoniae

Komplement fixa¢ni reakce je dal$i nepfimou metodou vyuzivanou v klinické praxi pro

stanoveni respiracnich virt. Nej€astéjsim odbebiranym materidlem je srazliva krev. Odbeé-

rovou soupravou je zkumavka Vacuette bez protisrazlivého prostiedku.
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Vyuziti: influenzavirus typu A, influenzavirus typu B, adenovirus, RS virus, Mycoplasma
pneumoniae

Princip reakce: je zaloZen na prukazu proti specifickym Ag vird chiipky v jednotlivych
sérech pomoci vazby komplementu. Dukaz o akutni infekci je nejméné Ctyfnasobny vze-
stup titru protilatek ve vySetfenych parovych sérech. Protilatka se spoji se specifickym Ag
za vzniku komplexu. Na vznikly komplex se navaze komplement a tim pfichazi o svou
schopnost lyzovat ¢ervené krviny. Cervené krvinky jsou do reakce piidavany ke zviditel-
néni reakce, konkrétné se jedné o berani krvinky s pfidavkem hemolyzinu. Pokud tedy ne-
dojde ke zhemolyzovani beranich krvinek, dojde k jejich usazeni na dné mikrotitracni
desticky — reakce je pozitivni. Jednotlivé desticky jsou pfed pouzitim vymrazené a i jednot-
livé reagencie jsou temperované na velmi nizkou teplotu.

Reagencie pro KFR jsou dodavany vyrobcem v jednotlivych balenich, které na Stitcich
obsahuji i pfesné pokyny o jejich fedéni.

Postup: po ptipravé vSech potiebnych reagencii je dal§im krokem pracovni fedéni Ag. Ten
se fedi v poméru 1:16 Veronalovym pufrem a uchovéava se pii teploté¢ 2-10 °C pfiCemz
trvanlivost nafedéného pufru je 24 hodin. Dal§imi materialy reakce jsou 2 jednotky kom-
plementu, hemolyticky systém (slozeny ze 2% beranich erytrocyt a 2-3 jednotek hemoly-
zinu), vySetfovany vzorek séra , ktery je inaktivovany teplotou 56°C po dobu 30 minut a
fedény v poméru obvykle od 1:8 do 1:256. Komplement, ktery je pouZit v reakci je morce-
ci komplement uchovavany pii teploté 4°C, nebo v jeho nafedéné formé zamraZzeny. U
novych Sarzi komplementu provadime titraci komplementu vychlazenym pufrem. Vysled-
kem této titrace je pak roziedény komplement v pomocnych zkumavkach.

Tabulka ¢. 4 Redéni komplementu

Vysledné
10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 110 | 120
fedéni 1:
Komplement
W) 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100 | 110 | 120
u
Pufr (ul) 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000 | 1100 | 1200

Zdroj: Interni materialy Oddéleni virologie FN Plzen

Na mikrotitraéni desti¢éce si ozna¢ime fady A-D . Rady A a B jsou navzajem paralelni a
obsahuji rozpipetovanou fadu komplementu 1:10 — 1:120, 25 pl pufru a 25 pl Ag v pra-
covni fedéni. Rada C na desti¢éce je kontrolni fada obsahujici komplement bez ptitomnosti
Ag., pipetujeme 50ul pufru a 25 pl komplementu. Rada D slouzi pro kontrolu
hemolytického systému, nenachéazi se v nich ani Ag ani komplement jen 75 ul pufru.
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Desticka se po rozpipetovani uzavie vickem a inkubuje v lednicic od 2-10 °C pfes noc.
Druhy den se do reakce ptidava fedény hemolyticky systém dle pokynt vyrobce. Piiklad
fedéni, 2 jednotky = (1/2 x titr hemolyinu) : 100

Desticka se po inkubaci vytemperuje na 37 °C a do vSech pouzitych jamek se napipetuje
50 ul hemolytického systému. Obsah se promicha a po 30 minutové inkubaci v termostatu
se desticka nechd odstat a odecitd se pomoci zrcatka.

Hodnoceni se provadi bézné uzivanou symbolikou.

Tabulka ¢. 5 Hodnoceni KFR dle pouzivané symboliky

Oznaceni typu 1 Oznaceni typu 2 Charakteristika

0 - Uplna hemolyza bez sedimentu
Nacervenaly roztok, asi 25% krvinek

! * sedimentuje
Zhruba 50% krvinek tvofi sediment,

: o nartizovéely roztok

3 it Zhruba 75% krvinek tvori sediment, lehce

narzové€ly roztok
4 ++++ 100% krvinek sedimentuje, bezbarvy roztok

Zdroj: Interni materialy Oddéleni virologie FN Plzen
Pokud se v zakladnim fedéni oznacuji séra jako O (-) jSOU povazovana za negativni, pokud
jsou ohodnocena + nebo ++ je oznaCen za slabé pozitivni. Vzorky na +++ a ++++ jsou

jasng pozitivni. Celkovy vysledek je udavan v titrech.

9.7 Diagnostika virua respira¢niho panelu hemaglutina¢né inhibi¢nim
testem

HIT je urceny pouze po prikaz vird se schopnosti hemaglutinace. Pfi reakci dochéazi k
vazbé protilatky ze séra na specificky Ag. Vznikem vazby Ag a protilatky dochazi ke ztraté
schopnosti hemaglutinace nésledné pfidanych krvinek.
Vyuziti: influenzavirus typu A, influenzavirus typu B, parainfluenzavirus
Pouzity material:

- fedici roztok 0,85% NaCl

- RDE, receptor nicici enzymy, cholera filtrat

- antigeny dodavané NRL
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- akutni pacientské serum a rekonvalescentni pcientské serum, které diky RDE
neobsahuje nespecifické inhibitory ani aglutininy (neni tfeba odstaiiovat vzdy).
Redéni jednotlivych sér je obvykle od 1:8 do 1:256

- imunni sérum, pro pozitivni kontrolu

- 3x promisend suspense krvinek v pufru stoCend na centrifuze o vysledné
koncentraci 5%

Pro provedeni HIT je tfeba si nejprve vypocitat pfesny objem potiebnych specifickych Ag
pro jednotlivdi onemocnéni a krvinek. Do prvni a druhé jamky mikrotitracni desticky
pipetujeme 25 ul pacientského séra v poméru 1:8. Od druhé jamky pipetujeme pufr.
Pacientské sérum fedimé do jednotlivych jamek do poméru 1:256. Do vsech jamek, kromé
kontrolni fady, ptidavame 25 pl antigenu (pracovniho fedéni). Kontrolni fada misto
antigenu obsahuje pufr. Reagencie nechame promichat a inkubujeme 1 hodinu pii teploté
odpovidajici pouzitym Ag. Po inkubaci piidavame 50 pl 0,5% koncentrace piislusnych
krvinek. V pfipad¢ detekce virG chiipky A a B priddvamé krati krvinky. Nasleduje
protiepani a koneéna inkubace. Casy a teplota inkubaci zavisi na pouZitych krvinkach,
které se navzajem liSi. V pifipad¢é virt chiipky A a B probihd inkubace 45 minut pii
pokojové teploté.

Odecet vysledkli probihd porovnanim stékani neaglutinovanych krvinek. Srovnani
provadime s kontrolni fadou. Ta jamka, kterd jako posledni stéké po krajich jamky stejnym
zpiisobem je oznacena za konecny titr protilatek.

(Interni materidly FN Plzen oddéleni Virologie)
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

V obdobi od fijna 2018 do zati 2019 bylo vysetfeno na Odd¢leni virology, sérologie a pa-
razitologie celkem 1 558 osob na pritkaz respiratnich onemocnéni virovych a nékterych
bakteridlnich onemocnéni.

Tabulka ¢.6 Porovnani poctu vysSetienych a pozitivnich pacientit za vySetifované obdobi

Fijen 2018- zaii 2019

Porovnani poctu vysetienych pacientl a pozitivnich pacientti za obdobi Fijen 2018 - zafi 2019

Mésice Pocet vySetfenych pacientl Pocet pozitivnich pacientl
¥ij.18 21 3
lis.18 93 13
pro.18 78 9
led.19 332 127

uno.19 495 232
bfe.19 257 67

dub.19 98 11
kvé.19 53 5
¢vn.19 32 9
¢vc.19 32 8
srp.19 26 4
zar.19 41 5

58




Graf ¢. 1 Grafické znazornéni celkovéhoi poctu vySetrenych pacientii a pozitivnich

pacientii za odbobi rijen 2018- zari 2019
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500
450
400
350
300
250
200
8 150
100
50

o

cet pacienth

M podet vysetienych pacientd

M pocet pozitivnich pacientu

fij.18
lis.18

pro.18

led.19
uno.19
bre.19
dub.19
kveé.19
cvn.19
cve.19
srp.19
zar.19

Jednotlivé mésice

Graf nazorné ukazuje patrny sezonni charakter virovych respira¢nich infekci.

Graf ¢. 2 Pomeér celkové diagnostikovanych
obdobi.

osob k poctu pozitivnich ve vysetFfovaném

Celkové srovnani diagnostikovanych pacienti ve
vySetfovaném obdobi

M pocet pozitivnich celkem M pocet negativnich celkem

Pomér pozitivnich a negativnich testli vychéazi z celkového poctu 1558 pacienti. Pozitiv-

nich vysledkt je tedy zhruba tfetina.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny pocty vysetfenych pacientli jednotlivymi metodami a

pocty prokdzanych pozitivnich osob.
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Tabulka ¢. 7 Porovnani zpusobu analyzy a poctu pacientii za vysetrované obdobi

Porovnani zplsobti analyzy a poctu pacientl za vySetifované obdobi

Mésice l?CRv - PCR ’ Sérvolovgie: Sérollclvgie’— Iz?lafe—’ Izol‘a.ce—,

vysetreni pozitivni vysetreni pozitivni vysetreni pozitivni
fij.18 12 2 9 1 0 0
lis.18 66 11 26 2 0 0
pro.18 63 9 11 0 4 0
led.19 300 119 23 6 9 2
uno.19 471 224 16 4 8 4
bfe.19 236 66 18 1 3 0
dub.19 84 10 13 1 1 0
kvé.19 40 3 12 2 1 0
¢vn.19 24 7 7 2 1 0
¢vc.19 24 6 7 1 1 1
srp.19 20 4 6 0 0 0
zar.19 28 5 12 0 1 0

Graf ¢. 3 Porovnani poctu vysetienych a pozitivnich pacientii pomoci metody PCR za

vySetrované obdobi

Porovnani celkového poétu vysetfenych a pozitivnich
pacientli pomoci metody PCR za vyietifované obdobi
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Graf ¢.4 Porovnani poctu vysetienych a pozitivnich pacientii. Pomoci sérologickych metod

zZa vysetrované obdobi
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Graf ¢.5 Porovnani vySetrenych a pozitivnich pacientit pomoci metody izolace za

vySetiované obdobi

Porovnani clkového poctu vysetienych a pozitivnich pacientt
pomoci metody izolace za vySetiované obdobi
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Vysledkem grafického zobrazeni jednotlivych druhti vySetfeni je nejenom viditelny
sezeonni character, ale také jejich Cetnost. Poéty provedenych PCR se pohybuji v fadech
n¢kolika desitek az stovek, kdezto pocet provedenych izolaci a sérologickych metod jsou v

oblasti jednotek az nékolika desitek stanoveni.

Tabulka ¢. 8 Detekce virt pomoci metody PCR

Detekce virli pomoci metody PCR za vsSetfované obdobi
Typ viru Pocet pgzitiynich
pacientu
A — chfipka typu A 298
AH1 - chfipka typu A (HIN1) 0
AH3 — chfipka typu A (H3N2) 0
B — chripka typu B 0
HRSV - respiracni syncitialni virus 130
HAdV - adenovirus 3
HPIV - Parainfluenza 2
HRV — rinovirus 32
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CoV — bézné genotypy koronaviru 10

HMPV - metapneumovirus 4
pocet vysetreni celkem 1368
pocet pozitivnich celkem 479

Graf ¢.6 Detkce respiracnich virii pomoci PCR metody za vysetrované obdobi

Detekce respiracnich virtii pomoci PCR metody za
vySetifované obdobi

M pocet pozitivnich celkem M pocet negativnich celkem

Zdroj: Interni vysledky oddéleni Virologie FN Plzen
PCR je nejhojnéji vyuzivana metoda pii virologickych stanovenich respiracnich infekci. Z
vysecového grafu miizeme vycist, ze zrhuba tietina z celkového poctu 1368 vysetieni bylo

diagnostikovano jako pozitivni.
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Graf'¢. 7 Detekce jednotlivych druhit virti pomoci metody PCR za vysSetiované obdobi

Detekce jednotlivych druht vird pomoci metody PCR za
vySetfované obdobi
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Z celkového poctu pozitivnich vysetfeni zaujiméa chiipka typu A vice neZ polovinu.
Druhym nejhojnéji detekovanym virem je respiracni syncitialni virus, ktery zabird o néco

méné nez jednu tretinu. O zbylou ¢ast se d€li ostatni typy viru respiraéniho panelu.

Tabulka ¢. 9 Zhodnoceni vyuziti jednotlivych metod za vystrované obdobi

Zhodnocni vyuziti jednotlivych metod za vyStefované obdobi

Metoda | pocet vystieni pocet pozitivnich vysetfeni
PCR 1368 466
Sérologie 160 20
Izolace 28 7
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Graf ¢. 8 Zhodnoceni vyuZziti jednotlivych druhii metod za vystrované obdobi

Srovnani vyuziti jednotlivych metod za
vySetrované obdobi

B PCR M Sérologie Mlzolace

2%

Z grafu je patrna prevaha poctu provedenych vySetieni pomoci RT-PCR nad ostatnimi sé-
rologickymi a kultivaénimi metodami. Je to dano automatizaci této metody, ktera umoznu-

je stanoveni vic vzorkl v kratSich ¢asovych intrvalech.

Tabulka ¢. 10 Znazornéni celkového poctu vysetienych pacientii metodou PCR, sérologic-

kymi metodami a kultivaci spolu s poctem pozitivnich pacientii na konkrétni virus za vyset-

rované obdobi ve FN Plzen

Znazornéni celkového poctu vysetienych pacienti metodou PCR, sérologickymi metodami
a kultivaci spolu s po¢tem pozitivnich pacientl na konkrétni virus za vySetfované obdobi ve
FN Plzen

Diagnostikované agens pocet vysetfenych pacientli | pocet pozitivnich pacientt

PCR metoda 1368 -

Virus chtipky typu A 298
Virus chripky typu A HIN1 0
Virus chtipky typu A H3N2 0
Virus chtipky typu B 0

Respiraéni syncitidlni virus 130
Adenovirus 3
Virus parainfluenzy 2

Metapneumovirus

Koronavirus - bézné genotypy 10
Rhinovirus 32
Sérologické metody 160 -
Virus chtipky typu A 6
Virus chripky typu A HIN1 0
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Virus chtipky typu A H3N2

Virus chtipky typu B

Respiracéni syncitidlni virus

Adenovirus

Virus parainfluenzy

Mycoplasma pneumoniae
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Izola¢ni metody
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Virus chfipky typu A

Virus chtipky typu A HIN1
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Zdroj vlastni pro tabulky a grafy kapitoly 11
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DISKUZE

V mé praci jsem se vénovala popisu jednotlivych respiracnich infekci spolu s jejich
laboratorni diagnostikou uzivanou v klinické praxi. V nasem podnebném pasu patii
respiracni infekce k jedném z nejcastéjSich infekci nasi populace a proto i k nejcastéji
diagnostikovanym. Nejvétsi mérou se na jejich vzniku podileji virova agens.

Jiz v ivodu jsem upozornila na to, ze pohled na respiracni infekce muze byt ze dvou
odlisSnych smért — z hlediska vstupu do organismu a nebo z hlediska klinickych projevu.
Predstaveni a popis diagnostiky vSech onemocnéni, kterd vstupuji do téla cloveka
respiraénim traktem, by byl daleko obséhlejsi a byl by prifezem veskeré mikrobiologické
laboratorni diagnostiky. Proto jsem se v obecném tuvodu zminila jen o nékterych
vybranych zastupcich patogennich agens ze skupiny bakterii, virt a patogennich
mykotickych organismt, ktefi nds respiracnim traktem infikuji a jejich laboratorni
diagnostika je rozmanita. Vzhledem k moznosti navstévovat Oddéleni virologie, sérologie
a parazitologie se v praktické ¢asti se vénuji jiz jen laboratorni diagnostice virovych agens
a nékterych bakteridlnich pavodel respiracnich onemocnéni, které rovneZ svou
diagnostikou spadaji na virologické oddéleni. Tyto bakteridlni druhy se na pracovistich
virologie diagnostikuji jz velmi dlouho, protoZe spolu s virovymi pivodci maji podobné
klinické ptiznaky. VétSinou se jednd o obtizné kultivovatelné¢ bakterie a tak se jejich
pfitomnost v organismu c¢lovéka prokazuje, podobné¢ jako u vird, nepfimymi
diagnostickymi metodami. V Zadance o laboratorni vySetfeni jsou automaticky uvedeny
jako soucast respiracniho panelu diagnostikovaného na Oddéleni virologie. Jedna se o
bakterii Mycoplasma pneumonia. K jeji diagnostice je vyuzivano nepifimych metod,
ELISA a KFR. Za vySetfované obdobi bylo témito metodami diagnostikovano 7
pozitivnich pacientii. DalSim bakteridlnim zastupcem stanovovanym na virologickém
oddéleni jsou zastupci rodu Chlamydia. Pti jejich stanoveni se vyuziva metody ELISA.
Ackoliv tvofi vyznamnou skupinu patogennich agens, vysledky testii se neodesilaji
Statnimu zdravotnimu Ustavu a nejsou tak soucasti statistického vyhodnoceni respirac¢nich
infekci ktery Statni zdravotni Gstav kazdy mésic sestavuje.

Za vySetfované obdobi (fijen 2018 — zaii 2019) bylo ve Fakultni nemocnici v Plzni na
virologickém oddéleni vystieno celkem 1558 pacientd, ze kterych byla zhruba tietina
pacientd pozitivni.

Vysledky vsech pouzivanych metod jasné prokazuji, ze vyskyt respiracnich onemocnéni
vykazuje sezonni charakter s maximy vyskytu od prosince do biezna. V ostatnich obdobich
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béhem roku je jejich vyskyt mnohem mensi, spise ojedin€ly, coz dokazuji nekteré dolozené
grafy. Ze vsech sledovanych onemocnéni tuto sezénnost vykazuji vSechna stejné a zadné z
nich se v maximech vyskytu béhem roku od ostatnich nelisi. Nase stanovena hypotéza tak
byla potvrzena.

V nasich podminkach jsme kazdym rokem svédky vyskytu chifipkové epidemie. Obdobi
jejiho vyskytu se mize rok od roku meénit, ale vzdy souvisi s pribé¢hem v chladnéjSich
mésicich. Ostatni agens jeji vyskyt kopiruji. Zachyt chiipky by byl rozhodné vyssi, ale od
vSech nasi ob¢ant s podezienim na chiipku se material k laboratornimu prikazu nenabira a
vétSina pripadd vyskytu se uzavira na zaklad¢ klinickych pfiznakd. Dle ocekavani a
kazdoro¢niho vyskytu chiipkové epidemie tvoii zhruba 62 % vSech pozitivnich vysledkt
virus chiipky typu A. Druhym nejcastéji zachycenym agens je RS virus. Ostatni pivodci
jsou spiSe v minoritnim zastoupeni.

Vybér vhodné laboratorni metody je velmi dulezity pro ziskani validniho vysledku.
Vysledek vysetfeni nam ma podat co nejpiesnéjsi aktualni dopad vztahu patogena, jeho
hostitele a pravé se projevujici klinické pfiznaky. Laboratorni pracovnik si nemlze volit
metody individualng, ale vzdy vychéazi z nejnovéjsich védeckych poznatki, doporueni
odbornych spoleCnosti a samoziejmé osobnich zkuSenosti. Nemalou roli pii vybéru hraje
take ekonomickd zalezitost a dohody se zdravotnimi pojiStovnami. Pfi dodrzeni vSech
téchto kritérii musi byt vysledek co nejpresnéjsi.

Mikrobiolog vzdy preferuje metody piimého prikazu. Metody nepfimého prikazu jsou
pouzivany sice Casto, ale jen proto, Ze pouziti ostatnich neni z néjakych diivodi mozné. Ve
virologii se je$t¢ nedavno pouzivaly sérologické metody a kultivace na tkanovych
kulturdch ve vétsi mife. Sérologické metody ale maji svd interpretacni omezeni,
diagnostika pomoci kultivace na tkaiiovych kulturdch je zdlouhava a pracna.

Obecné je mozné fict, Ze na spravném vysledku se tedy podili pfimy i nepiimy prikaz
stejnou mérou 1 pies fakt, Ze sérologické metody tvoii v soucasnosti jen zhruba 10 %
vySetieni.

Jiz mnoho let ob& vySe jmenované metody nahrazuji molekularné biologické metody.
Jejich pocatecni finan¢ni naro¢nost jiz neni tak vysoka a jsou stale Cast&ji zafazovany do
rutinni diagnostiky. Pocet provedenych PCR se pohybuje v fadu nékolika stovek vySetteni
z nichz pozitivnich je opét zhruba jedna tfetina pacientli. Cifra poctu provedenych kultivaci
¢ehoz v nékterych mésicich nebyla izolace provedna vibec, nebo nepfinesla zadny

pozitivni vysledek, jak je patrné z grafu Cislo 4 a 5. Jak ukazuje graf ¢islo 8, tvoii podil
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PCR na vsech vysetfenich provedenych na virologii 88 %. Nasleduji sérologicka vySetfeni
(10 %) a pouze dvé procenta tvoii diagnostika pomoci izolace agens na tkanovych
kulturach. Z toho se odviji i zachyt jednotlivych druha virti touto metodou. Detekovana
agens jsou uvedena v gravu ¢islo 7. V budoucnu pravdépodobné tyto metody plné nahradi

vSechny ostatni a hlavné budou cenové snadno dostupné.
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ZAVER

Ma prace se tyka laboratorni diagnostiky respiracnich infekci se zaméfenim na virové
agens. Virologické oddé€lni ve Fakultni nemocnici v Plzni diagnostikuje respiracni viry, jak
pomoci ptimého prikazu (PCR, kultivace), tak i za vyuziti prikazu nepifimého (sérologie).
Nejhojnéji vyuzivanou metodou je RT-PCR a z vySe uvedného grafu Cislo 8 je vidét, ze
témer 90% laboratorni je provadéno pravé pomoci této metody. PCR metoda je rychla a
dostate¢né citliva pro potieby laboratofe. Sérologické metody, které v celkovém poctu
vySetieni zabiraji zhruba 10 %, funguji na principu detekce a sledovani dynamiky
a vyzaduji 1 narocnéjsi preanalytickou piipravu. Interpretace vysledki je u sérologickych
metod rovnéz obtiznéj$i. Zbyla 2% patii kultivaci. Viry jsou obecné narocnéjsi na
kultivaéni podminky oproti naptiklad nékterym druhtim bakterii, kterym staci krevni agar a
vhodna kultivacni teplota. Bunécné kultury se upravuji pfesnou a slozitou metodikou a na
odecteni vysledkl je tieba zkuSeny persondl. O provedni jednotlivych vystfeni se vede
pfesny zaznam, ktery se jednou mési¢né vykazuje Statnimu zdravotnimu ustavu, ktery
sestavuje statistické zdznamy. Nejcastéji diagnostikovanym respiracnim infektem je
chiipka typu A, kromé agresivity onemocnéni je tfeba brat v potaz i sezonni charakter
onemocnéni, ktery miizeme pozorovat pievazné v zimnim obdobi od listopadu do biezna.
U neptimého prikazu, kde sledujeme pfitomnost a dynamiku imunoglobulint je dalezité
nacasovat spravny ¢as odbéru vzorku. Ideélni dobou je zhruba tieti az paty den od pocatku
infekce. 1 pfes vétsi Casovou naro¢nost sérologickych a kultivacnich metod maji
nezastupitelnou roli v laboratorni diagnostice. HIT a KFR jsou castymi metodami
vyuZzivané ke stanoveni chfipkovych virl a respiracniho syncitialniho viru, ktery je druhym
nejvice se vyskytujicim respiraCnim virem ve vySetfovaném obdobi ze vzorkli dodanych

do laboratofe.
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