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ANOTACE

Tato bakalarskd prace se zabyva atypickym mikroorganismem Pneumocystis jirovecii,
zpusobujici pneumonie u pacientli s oslabenym imunitnim systémem. Vénuje se jeji
charakteristice, onemocnéni, laboratorni diagnostice a 1é€b¢. Také poukazuje na razné rizikové

skupiny a jak se v téchto ptipadech d4 onemocnéni, které zptisobuje zabranit.

KLICOVA SLOVA

Pneumocystis jirovecii, pneumonie, antibioticka 1écba

TITTLE

Pneumocystis jirovecii

ANNOTATION

This bachelor’s thesis focuses on atypical microorganism Pneumocystis jirovecii which causes
pneumonia in patients with weak immune system. It’s dedicated to characteristics, diseases,
laboratory diagnostics and therapy of Preumocystis jirovecii. Also points out different risk

groups and how we can prevent development of the disease in these patients.
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UvVOD

Tato bakalaiska prace je zaméfena na vypracovani piehledu zabyvajici se charakteristikou
Pneumocystis jirovecii. Dale se zabyva laboratorni diagnostikou a lé€bou onemocnéni, které

tento mikroorganismus zptisobuje.

Pneumocystis jirovecii je atypicky houbovity mikroorganismus, ktery postihuje plice. Tento
mikroorganismus je mozné pozorovat i u zdravych pacientli, u kterych nevyvolava zadna
onemocnéni. U pacientll s oslabenym imunitnim systémem zpisobuje az Zivot ohrozujici
pneumonie. Pacienti HIV pozitivni po transplantacich nebo s malignim onemocnénim jsou
pneumoniemi zpusobenymi Pneumocystis jirovecii ohrozeni nejvice. Mezi typické projevy
patii horecky, dusnost a suchy kasel. Tyto symptomy jsou vysoce nespecifické a obecné

provazeji pneumonie i jiné etiologie.

Tato fascinujici forma Zivota je unikatni svym zivotnim cyklem. Z morfologického pohledu se
tento mikroorganismus vyskytuje ve dvou forméach. Témi jsou formy cystické a trofické. Obé
tyto formy jsou dillezité pro Sifeni a reprodukei tohoto mikroorganismu. Pravé diky unikatnosti
zivotniho cyklu byla Pneumocystis jirovecii v minulosti zatazena jako morfologicka forma
Trypasoma cruzi a pozd¢ji 1 mezi prvoky. K zatfazeni mezi houbovité mikroorganismy doslo v

pozd¢jsich letech po podrobném prozkoumani.
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1 HISTORIE

Jedna z prvnich zminek o Pneumocystis jirovecii saha az do roku 1909. Tenkrat ji Carlos
Changas zaménil za morfologickou formu Trypasoma cruzi, kterou v té€ dobé studoval. Pozdéji
bylo zjisténo, Ze tomu tak neni a byla oznafena jako samostatny druh. Vzhledem
k morfologickym podobnostem Pneumocystis jirovecii s prvoky byl tento druh fazen

k prvoktim s oznacenim Pneumocystis carinii [1].

V nésledujicich letech byly zaznamenany piipady, kdy nalez v histologickém preparatu z plic
odpovidal Pneumocystis carinii. V roce 1942 vypukla epidemie pneumonii neznadmé etiologie
u predcasné narozenych déti ve stfedni Evropé. Souvislost t€chto pneumonii a Preumocystis
carinii dokazaly az Ceskoslovensti parazitologové Otto Jirovec a Josef Vanék. Ti v roce 1952

provadéli pitevni studie na détech, které na tyto pneumonie zemfely [2].

V roce 1988 byly provedeny DNA analyzy, které ukazaly, ze se nejednd o prvoka, ale o houbu.
Pres tfadu podobnosti se vsak stile jedna o atypickou houbu. Jeden z rozdilti je ve slozeni

membrany [3].

V roce 1953 ziskal Otto Jirovec ocenéni za prokazani korelace tehdy Pneumocystis carinii jako
puvodce pneumonii novorozenct. Vzhledem k jeho pfispévkiim ve vyzkumu, bylo rozhodnuto
roku 1999 o zméné¢ jména na Pneumocystis jirovecii. Pojmenovanim mikroorganismu byla

uznana jeho ptfinosna prace ve vyzkumu [4] [5].
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2 CHARAKTERISTIKA

Pneumocystis jirovecii je mikroorganismus houbového piivodu. U pacienti s oslabenou
imunitou zptisobenou 1écbou ¢i onemocnénim jako je AIDS, zplsobuje zivot ohrozujici

pneumonie [1] [6].
2.1 Zivotni cyklus

Jak jiz bylo zminéno, v minulosti doslo k pteklasifikovani Pneumocystis jirovecii z prvoka na
houbu. K této zaméné doslo hlavné z diivodu jejiho zivotniho cyklu (Obrazek 1), ktery ma 2

formy: cysticka forma a troficka forma [6].

Ptenos Pneumocystis jirovecii byl studovan na mysich. Ty byly postupné vystaveny riznym
typim infekéniho vehikula — vzduch, voda ¢i kontaminovana potrava. Z tohoto experimentu
vyplynula jednoznacna odpovéd. Preumocystis jirovecii je prenaSena pouze aerogenne.
V nasledujicich studiich bylo zjisténo, Ze pouze cysticka forma je schopna ptenosu. Troficka

forma tedy nedokéze nakazit zdravého jedince [7].

Pro ptenos hraje vzdalenost velice dlilezitou roli. Naptiklad ve vzdalenosti 1 metru od pacienta
je pravdépodobnost zachyceni DNA Pneumocystis jirovecii az 79,8 %. Ve vzdalenosti 5 metrii
od pacienta byla zachycena DNA u 41,7 % a po 8 metrech doslo k zachytu u 33,3 % z celkového
mnozstvi nakazenych pacientd. Pfenos Pneumocystis jirovecii neni mozny mimo prostory

s nakazenymi pacienty [8].

Ke kolonizaci organismu dochézi v plicich. Po vdechnuti se cystickd forma dostava do plic.
Zde burika praskne a vypusti askospory, ze kterych nasledné vznikaji trofické formy (2n). Tyto
formy se pfichyti k buitkdm alveolarniho epitelu, kde zapocne vyvoj do formy cCasného
sporocytu. V tuto chvili je indikovan synaptonemalni komplex a dochazi k meiotickému dé€leni,

které vede ke vzniku formy pokrocilého sporocytu [9].

Pokrocily sporocyt vytvarti v buiice 8 haploidnich spor (n). Tento proces funguje na zakladé
mitdzy a po dokonceni dochazi ke vzniku zral¢€ cysty. Takto se cely zivotni cyklus uzavira [9].

Cysticka forma mliZe byt pacientem vydechnuta a pfenesena na dal§iho pacienta [8].
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Obrizek 1 Zivotni cyklus

(Upraveno [9])

Cely zivotni cyklus neni zdaleka do hloubky prozkoumén vzhledem k problémim ristu

organismu in vitro. Proto se stdle jedna piredevsim o hypotézu [10].

2.2 Morfologie

Pneumocystis jirovecii svoji morfologii pfipomina kvasinky. Ob¢ jeji morfologické formy je
mozné nalézt v plicich nemocného pacienta. Lze ji nalézt i u zdravich jedinct nicméné v tomto

ptipadé€ nevyvolava infekci [10] [11].

Trofickou i cystickou formu (Obrazek 2) je mozné pozorovat pomoci barvicich technik. Mezi
né patii stiibfeni dle Grogotta ¢i barveni dle Giemsy. Trofické formy jsou Giemsy pozitivni a

cystické formy jsou pozitivni pfi stfibieni dle Grogotta [11].

Velikost trofické formy je vrozmezi 2-10 pm. Jednotlivé bunky maji jadro obklopené
cytoplazmatickymi organelami, mezi které patii mitochondrie, Golgiho aparat, vakuoly ¢i
endoplazmatické retikulum. Celou buiiku uzavird tenka a flexibilni bunééna membrana, na
které se nachéazeji vybézky. Ty bunka vyuziva pro pfilnuti k buitkdm ¢i penetraci bunééné
membrany. V plicich nakazeného pacienta se tyto bunky shlukuji a pfipojuji na

pneumocyty I [10].
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Cysticka forma ma kulaty tvar s rozméry 5 — 8 um. Bunika obsahuje 8 intracystickych ¢asti,
které reprezentuji prekurzory trofickych forem. Jedna intracysticka ¢ast obsahuje vSechny
organely, které se v trofické form¢ nachazeji. Bunécna membrana je bohatd na velké mnozstvi
beta-glukant. V porovnani s trofickou formou ma cystickd forma az 5x silnéj$i bunécnou
membranu. Cystickd forma navic obsahuje tubularni rozsiteni, které jsou pfipojeny na povrchu

bunécné stény hostitelské bunky [10].

Obrazek 2 Nakres a mikroskopie zivotnich forem

Vlevo nahote nakres cyst Pneumocystis jirovecii, vpravo nahotfe vzorek nabarven dle Papanicolau ukazujici
pritomnost cyst. Vlevo dole schéma cysty kde A je tlusta bunécna sténa a B je troficka forma, vpravo dole vzorek

nabarven stiibfenim dle Grocotta zobrazujici cysty a trofické formy uvnitt [11].
2.3 Epidemiologie

Pred 80. lety byly pneumonie zpisobené Pneumocystis jirovecii vzacné. To se zménilo pii
nastupu AIDS epidemie, pfi které se tato pneumonie rozsitila mezi bézna onemocnéni. Jeden
z naznakl pocatku epidemie HIV byly nartstajici ptipady pneumonii u homosexualnich muzi
a u drogove¢ zavislych pacientti. Behem téchto pocatkti bylo az 20 ptipadi ze 100 pneumonii u
pacientt s nizkym poctem lymfocytli zplisobeno Prneumocystis jirovecii. Od roku 1989 zacalo

dochazet k poklesu vyskytu téchto pneumonii [12].
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Obrazek 3 Grafické znazornéni poctu ptipadli pneumonii zpusobenych Preumocystis jirovecii v Némecku u
HIV pozitivnich a HIV negativnich pacient

(Upraveno z [13])

Mezi lety 2014 az 2019 doslo ke studii incidence a Umrti na pneumonie spojenych s
Pneumocystis jirovecii v Némecku (Obrazek 3). V tomto obdobi dochdzelo ke vzristu
incidence az o 17 %. Ke vzristu vSak nedochéazelo u HIV pozitivnich pacientt, ale u pacientt
s imunosupresivnimi onemocnénimi, mezi které patii onemocnéni plic, malignity C¢i
revmatoidni onemocnéni. S timto trendem je spojend 1 Umrtnost. Ta v tomto obdobi

zaznamenala az 19% narust [13].

2.4 Geneticka diverzita

Mezi druhem Preumocystis jirovecii a ostatnimi druhy byl prokazan fenotypovy rozdil.
V ptipadé¢ DNA analyz, které byly provedeny na Pneumocystis od riznych hostitelt byly

vysledky vzdy rozdilné a projevujici specifitu dle hostitelského organismu [1].

Naptiklad v ptipadé¢ Pneumocystis carinii bylo zjiSténo, Ze se jednd o heterogenni skupinu.
V tomto zji§téni pomohly molekularni techniky. Jedna sekvence byla vSak nalezena ve vzorcich
Pneumocystis carinii od riznych savcli. Sekvence mtLSU rRNA byla nalezena u cloveka,

kralika, mysi, kon¢ a dalSich 5 druhti zvitat [7].
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3 ONEMOCNENI

Pneumocystis jirovecii zpusobuje pneumonie u pacientli s onemocnénim AIDS a u pacienta
s imunitnimi deficity. Mezi tyto deficity patii malignity, zanétlivd onemocnéni, autoimunitni

onemocnéni €i transplantace organi [14].

Pacient, ktery onemocnél pneumonii zpisobenou Prneumocystis jirovecii a je HIV pozitivni,
vykazuje triddu symptomui: ndmahova dusnost, suchy a neproduktivni kasel a horecka. Mezi
dalsi méné zadvazné ptiznaky patii i ztrata hmotnosti ¢i kvasinkové infekce v duting tstni. Tyto
pfiznaky trvaji dny az tydny. Pietrvani pfiznakli napomaha v diferenciaci pneumonie

zpusobené bakteriemi nebo Pneumocystis jirovecii [15].

U HIV pozitivnich pacienti vyvolava subakutni onemocnéni. V téchto piripadech dochazi
k postupnému vyvijeni symptoml vrozmezi 25-28 dni. U pacientll s imunodeficitnim
onemocnénim HIV negativnich je pribéh akutni a jejich stav se rapidné zhorSuje béhem 5-6
dnti. Casto tedy dochéazi k selhani dychaciho systému a hypoxii. Pacient nahle potiebuje

ventilacni podporu dychadni pro udrzeni stalé koncentrace kysliku v krvi [16] [17].

3.1 Rozdéleni pneumocystové pneumonie dle zavaznosti

Pro HIV pozitivni pacienty je zavedeno rozdéleni zavaznosti pneumonie Pneumocystis jirovecii
(Tabulka 1). Podle tohoto rozd¢leni je mozné planovat 1écbu. Rozdéleni je kategorizovano na
mirnou, sttedné t€zkou a t€Zkou pneumonii. Lécba a délka se u stfedné t€zké a t€¢Zké pneumonie
prakticky nelisi. U HIV negativnich pacientd neni klasifikace zavedena, ale bylo by mozné

pneumonie rozd¢lit na mirné a stiedné tézké az tézké [18].

Vzhledem k z&vaZznosti a rychlosti Pneumocystis jirovecii pneumonii u HIV negativnich
pacientil, neni zddouci aby dochézelo k jejimu podcenéni. V piipad¢ klasifikace dle komunitni
pneumonie (A-DROP ¢i CURB-65) dochazi ke Spatnym vysledkiim 1é€by. Tyto klasifikaéni
systémy Casto zaradily pacienty s Pneumocystis jirovecii pneumonii do mirné az stiedné t€zké

pneumonie. To pfispélo k rozvinuti selhani dychaciho systému [19].

17



Tabulka 1 Rozd€leni pneumocystové pneumonie dle zdvaznosti

Symptomy MnozZstvi Radiografie hrudniku
kysliku v krvi
Mirna Dusnost pii zvysSené >96% Normalni nebo miniméalni
pneumonie namaze, bez kasle stiny
Stiredné tézka Dusnost pii minimalni | 91 — 96% Diftzni intersticidlni stiny
pneumonie namaze popiipadé bez

namahy, teplota
Tézka Dusnost pii odpocinku, | <91% Velké mnozstvi
pneumonie vytrvala teplota, kasel intersticialniho stinovani
s nebo bez difuzniho

alveolarniho stinovani

(Ptelozeno a pfevzato z [18])

3.2 Koinfekce

Pneumocystis jirovecii je narocné efektivné identifikovat. Samotnou progndézu onemocnéni
zhorSuji smiSené infekce. Mezi nejcastéjsi koinfekEni patogeny patii cytomegalovirus (CMV),

virus Epsteina-Barrové (EBV) a kvasinky rodu Candida [20].

3.2.1 Cytomegalovirové infekce

Cytomegalovirus (CMV) je virus, ktery miize infikovat pacienty riznych vékovych skupin.
Virus zlstava v pacientovi do konce Zivota a miiZze byt za tuto dobu reaktivovan. Ve vétSiné
pfipadli jde o bezpifiznakové onemocnéni. Rizikova skupina jsou pacienti s oslabenym

imunitnim systémem u kterych mize dojit az k neurologickym komplikacim [21].

V malém vzorku pacientli byla sledovana koinfekce Pneumocystis jirovecii a CMV. Z 52
pacientl Pneumocystis jirovecii mélo 14 z nich koinfekci s CMV. Tito pacienti méli virémii
bez klinickych projevli onemocnéni nebo virémii s projevy onemocnéni. K prikazu CMV byl

pouzit vzorek bronchoalveolarni lavaze (BAL) [22].

Z laboratorniho hlediska pacienti s obéma patogeny, méli niz§i mnoZzstvi sérového albuminu a
vys$$i hodnoty CRP nez pacienti pouze s Preumocystis jirovecii. Z pohledu klinickych ptiznaki

dochazelo u pacientii s koinfekci k mnohem zavazn€jSim pneumoniim. Piesny divod

N 24
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Infekce CMV potlacuje funkci antigen prezentujicich bunék a pomocnych T lymfocytu.
Dochézi tak k pozdéjsimu nastupu ptiznaktt Prneumocystis jirovecii a tim padem i1 k vaznéjSimu
poskozeni plicniho parenchymu. CMV také dokaze vyvolat supresi respiracniho vzplanuti
v makrofazich a tim padem dojde k zhorSeni imunitni obrany proti Pneumocystis jirovecii.
V neposledni fadé dochézi pfi reaktivaci CMV k potlaceni imunity. Nasledujici infekce tak

mohou byt mnohonésobné komplikovanéjsi [22].

3.2.2 Infekce virem Epsteina-Barrové

Virus Epsteina-Barrové (EBV) je virus pienasejici se télnimi tekutinami. Ve vétSin€ piipadi
dochazi k asymptomatickému nosicstvi ale u dosp€lych a adolescentli mize vyvolat infekéni
mononukleézu. V téle se navdze na B lymfocyty, které nasledné nejsou schopny imunitni
reakce a dojde k vypuknuti symptomu. Lécba je symptomaticka, pti které je ditlezity odpocinek

a dostate¢ny piijem tekutin. Virus zistava v té€le do konce zZivota v inaktivni formé& [23].

Pti soucasné infekci EBV a CMV dochazi k otupeni imunologické odpovédi. Nasledné dochazi

k pretrvavani infekce a tim se i1 prodluzuje délka hospitalizace [24].

3.2.3 Infekce koronaviry

Lécba onemocnéni COVID-19 u hospitalizovanych pacientd, ¢asto zahrnuje mechanickou
ventilaci plic. Tato 1écba je ale i rizikovym faktorem pro invazivni plisnové infekce, mezi které
patii 1 infekce Pneumocystis jirovecii. Jiz béhem prvni epidemie onemocnéni SARS-Cov-1
dochdzelo ke konfekcim s jinymi patogeny. K té€m dochdzelo i béhem pandemie

COVID-19 [25].

Z klinického hlediska se obé onemocnéni podobné prezentuji. Symptomy jako jsou suchy kasel
ale 1 naro¢né dychani pfi namaze jsou pfitomny jak u infekce Pneumocystis jirovecii tak i u
COVID-19. CT hrudniku také poukazuje na jejich podobnost. Lécba se vSak u téchto

onemocnéni lisi [26].

V piipad¢ imunosuprese, lze se na tuto problematiku podivat ze dvou pohledd. Pacienti
s COVID-19 maji diky slabsi imunitni odpovédi i mirn€j$i symptomy. Nedochézi tak
k ptehnané imunitni odpovédi. Toto 1ze pozorovat u HIV pozitivnich pacientd, u kterych je
vzacnd tézka forma tohoto onemocnéni. Na druhou stranu jsou imunitni deficity jeden

z hlavnich rizikovych faktort u infekce Preumocystis jirovecii [25].
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3.3 Rizikové skupiny

Rizikovou skupinou ke vzniku pneumocystové pneumonie jsou imunosuprimovani pacienti.
Mezi tyto pacienty patii HIV pozitivni ale i pacienti HIV negativni. Témi jsou pacienti po
transplantaci organi, hematologickych nédorech, solidnich nadorech a dal§im autoimunitnim

onemocnénim, které vyzaduje kortikosteroidy ¢i jinou 1é¢bu oslabujici imunitu [20].

3.3.1 HIV pozitivni pacienti

V ptipadé HIV pozitivnich pacientt je dilezité sledovat mnozstvi CD4 bun¢k. Pokud mnozstvi
t&chto bunék klesne pod 200 bunék/mm?, za¢ina byt riziko pneumocystové pneumonie velké a

je nutné zacit fadnou prevenci [27].

Rizikové je také prostiedi, ve kterém se HIV pozitivni pacient nachdzi. Bylo pozorovano ze
vyssi koncentrace NO», Oz a CO v ovzdusi byly rizikové pro samotnou hospitalizaci a mortalitu
HIV pozitivnich pacientii s Pneumocystis jirovecii pneumonii. Stejny G¢inek mélo 1 chladné;jsi

pocasi, pti kterém dochézelo k ¢astéj$im umrti [28].

3.3.2 Pacienti po transplantacich

Transplantace se jevi jako jedno z rizik infekce Prneumocystis jirovecii. Z historického hlediska
se pneumonie Pneumocystis jirovecii projevila u 5-15 % pacientii po transplantaci organu.

Vzhledem k dne$nimu vyuZziti prevence se ¢etnost snizila az na 0,3-2,6% [29].

Pacienti maji z pohledu klinickych faktorti lymfopenii, onemocnéni souvisejici s CMV ¢i
lidskym polyomavirem typu I (BKV). Riziko zvySuje 1 poddvana 1écba jako je rituximab ¢i

polyklonalni protilatky. V neposledni fadé€ je rizikem odmitnuti transplantovaného §tépu [30].

CMV predstavuje jakysi marker pro imunosuprimovany stav a ma i imunomodula¢ni ucinky.
Ty dokazi spustit i samotné odmitnuti Stépu a tak zvysit riziko pro ostatni oportunni infekce.
BKYV je povazovan za nepiimi marker pro imunitni supresi ale nebyla spojena piimo se

samotnou infekci [30].

3.4 Prognoza

Samotnd progndza se odviji od jiz existujicich imunitnich deficitd. Jednim z dulezitych
parametrQ je i sekvencni hodnoceni orgdnového selhani (SOFA). PouZziva se pro zjiSténi jak
organy nemocného pracuji poptipadée jak rychle selhavaji. V ptipad¢ vysockého SOFA skore

pfi piijeti pacienta a ptipadné koinfekci, dochazi k vysoké mortalité pacientt [31].
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HIV pozitivni pacienti ¢asto netrpi zdvaznou formou pneumocystové pneumonie ve srovnani
s HIV negativnimi pacienty. To je dano zvlaStnosti imunosuprese, kterou vyvoldva HIV a
celkové veétsi zranitelnosti HIV negativnich pacienti. Vysoka umrtnost byla spojena i
s vysokymi hodnotami CRP a neutrofila [31]. Obecné plati velmi Spatnd progndza u HIV

negativnich pacientii [32].
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4 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Pneumocystis jirovecii se pti ndkaze téméi vzdy nachazi v plicich. V zacatcich diagnostiky byla
pfedevsim vyuZzivana biopsie plic pro ziskani velkého mnozstvi tkan¢ pro barveni a naslednou
identifikaci. Od té doby metody diagnostiky pokroCily a biopsie byla nahrazena méné

invazivnimi metodami [6].

4.1 Vzorky

Nejcastéji se pouzivaji vzorky ziskané z dychaci soustavy. Vzhledem k nemoznosti kultivace,
se Casto vyuziva klinicky materidl nebo jejich produkty. NejCastéji se pro analyzu vyuziva

bronchoalveolarni lavaz (BAL), poptipad¢ bronchoskopicka plicni biopsie (BLB) [33].

4.1.1 Bronchoalveolarni lavaz

Miniméln¢€ invazivni vySetfeni, pfi kterém je sterilni fyziologicky roztok zaveden do
bronchoalveolarni ¢asti plic. Nasledné je tekutina odsata a analyzovana. VySetfeni je mozné
vyuzit uinfekénich onemocnénich plic, ale mize také pomoci pfi diagnostice rtiznych

neinfekénich onemocnéni [34].

V poslednim desetileti se BAL vyuziva pro zédkladni vySetieni Preumocystis jirovecii
nejcasteji. K detekei dochazi ve vice jak 90% pripadi. Na mnoha klinikach tak eliminoval
nutnost biopsie plic. Jednim z problému je malo standardizovanych vzorkovacich technik.
Pokud dojde k odebrani nedostate¢né kvalitniho vzorku, mizZe dojit k nepfesnému vysledku a

prodlouzeni doby diagnostiky [6] [33].

4.1.2 Plicni biopsie

Biopsie v poslednich letech ziskala mnoho novych poznatkii. VyuZivd se hlavné pro
diagnostiku rakoviny plic ale je ji mozné vyuzit i pro Pneumocystis jirovecii .Cely zakrok je
proveden pii lokalni anestezii, kdy se sprejem oSetfi zadni ¢ast krku nebo je zavedeno
intravenularni sedativum. Trubicka s bronchoskopem je vedena nosem ¢i usty. Vede skrz hrtan

do plic, kde je vzorek tkané odebran [35] [36].

4.1.3 Sérum

V roce 1990 bylo pfi analyze konven¢ni PCR zjisténo, ze nedochdzi k dostate¢né vysoké
citlivosti pfi analyzach séra. V poslednich letech se vSak ukazuje Ze technika real-time PCR

poskytuje lepsi vysledky. V nékterych ptipadech muze dojit k naro¢né interpretaci [37].
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Soucasti bunécné membrany Pneumocystis jirovecii je 1,3-B-D-glukan (betaglukan). Jde o
polysacharid, ktery 1ze detekovat v séru nakazenych pacientii a ma velice dobré vysledky u HIV
pozitivnich pacientii. Jeho detekce je zalozena na sile enzymatické reakce pomoci
diagnostickych kitii. Citlivost této metody je v ptipadé cut-off hodnoty 200 pg/ml nad 90% u
HIV pozitivnich pacienti [37].

4.2 Barvici techniky

Pro barveni vzorku BAL ¢i tkan¢ ziskané biopsii plic, je mozné vyuzit hned n¢kolika barvicich
technik. Mezi n¢ patfi stiibfeni dle Grocotta, barveni za pomoci Toluidinové modii ¢i barveni

dle Giemsa [38].

4.2.1 Stribreni dle Grocotta

Stiibfeni dle Grocotta je jedna z nejucinnéjsich barvicich technik pro identifikaci Pneumocystis

Jjirovecii. Vyuziva se také pro identifikaci plisnovych mikroorganismi [38].

Princip je zalozen na sloZeni bunécné stény plisni, kterd je slozena z polysacharida. Pii reakci
s kyselym chromatinem dochdzi k oxidaci a vznikaji aldehydy. To je mozné pozorovat reakci
Grocottova zasaditého hexamino stfibrného roztoku, které se redukuje a vytvaii ¢erné zbarveni

bunééné membrany [39]. Zbarvuji se hlavné cysty a to jak zivé tak i mrtvé [6].

Pro barveni existuji 2 metody: metoda pfi laboratorni teploté a mikrovinnd metoda. Metoda pii
laboratorni teploté za€ina hydratovanim vzorku destilovanou vodou a nésledné je vzorek
oxidovan 4% vodnou kyselinou chromovou po dobu 1 hodiny. Skli¢ko je oplachnuto vodou a
prevrstveno 1% metabisulfidem sodnym na 1 minutu. Preparéat je znovu oplachnut vodou a

sklicko je ponofeno do roztoku stiibra, které je pfedehiato na 60°C po dobu 15 — 20 minut [39].

Z lazné je sklicko vyjmuto v moment, kdy se vzorek zbarvi na Zluto-hnédou barvu. Po
oplachnuti je na preparat aplikovan chlorid zlata na 2 minuty a roztok je splachnut vodou. Na
sklicko je nésledné aplikovan 2% roztok thiosiranu sodného na 2 minuty. Sklicko je ponechano
pod tekouci vodou po dobu 5 minut. Na vzorek je aplikovano kontrastni barvivo, které je po

15 vtefinach splachnuto ethanolem. Sklicko je mozné pozorovat po jeho zaschnuti [39].

V ptipad¢ pozitivniho nalezu, pozorujeme Cerné az tmavé hnédé kulaté buiky na zeleném

pozadi tkdn¢€ (Obrazek 4) [40].
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Obrazek 4 Vzorek obar\;én dle GMS
(Pievzato z [39])

4.2.2 Barveni Toluidinovou modri

Toluidinova modt je acidofilni metalochromni barvivo. Diky acidofilnimu charakteru barvi
hlavné kyselé slozky tkané jako je DNA. Samotny princip je zaloZen na metachromazii.
Dochazi k reakci barvy s tkani za vzniku jiného zbarveni tkané€, nez byla barva ptivodni. Jde o
vysoce selektivni barveni, protoze dojde k obarveni specifickych struktur. Pfi barveni
nedochdzi ke zméné chemické struktury jelikoz dochazi k agregaci barvy. Pro agregaci je

nutné, aby na povrchu tkéni byly volné elektronegativni skupiny [41].

Existuji 3 formy metachromatismu: alfa, beta a gama pticemz kazda je pfifazena jiné barve.
Forma alfa je modra a m& monomerickou strukturu. Jde o negativnimu nélez. Forma beta
vytvafi fialové zabarveni. Struktura je ve form¢ dimeru ¢i trimeru a jde o reakci mirn€ pozitivni.

Silné pozitivni je forma gama, kterd ma strukturu polymerovou a barvu €ervenou [41].

Pro provedeni barveni je nutné vzorek zafixovat. Toho je docileno 10 % neutrdlnim
formalinem. Na zafixovany preparat je aplikovana toluidinovd modf na 1 — 2 minuty. Barva je

oplachnuta destilovanou vodou a vzorek je nasledné dehydratovan alkoholem [42].

Pti pozorovani je mozné Pneumocystis jirovecii pozorovat jako modré bunky pii zvétSeni 400x

(Obrazek 5) [43].
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Obrazek S Cysty obarvené toluidinovou modii
(Ptevzato z [43])

4.2.3 Barveni dle Giemsy

Princip je zalozen na diferenciaci bunék. Jeho vyuziti je hlavné v protozoologii pro znadzornéni
prvokl, ale lze jej vyuzit 1 v bakteriologii pro barveni intraceluldrnich parazitli nebo

v mykologii. Barveni lze téz vyuzit pfi mikroskopickém vySetfeni vaginalniho sekretu [44].

Samotna barva obsahuje azur, methylenovou modi a eosin. Tyto barvy zajistuji barveni
fostatovych skupin DNA. Azur a eosin jsou kyselé barvy, které obarvi zasadité komponenty
jako je cytoplasma ¢i granula. Methylenova modf je zasaditym barvivem. Barvi tedy kyselé

komponenty, mezi které hlavné patii jadro bunék [44].

Preparat je nejdiive zafixovan methanolem. Vzorek se necha zaschnout a nasledné je sklicko
ponoteno do roztoku s Giemsovym barvivem. Dle koncentrace barviva se urcuje doba barveni.
V ptipad¢ fedéni 1:2 lze barvit preparat 30-60 minut. Pokud je barvivo nafedéno 1:10 je nutné
tuto dobu prodlouzit na 12 — 24 hodin. Poté je barva splachnuta destilovanou vodou a je mozné

po zaschnuti preparat pozorovat (Obrazek 6) [45].
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Obrazek 6 Cysticka forma obarvena dle Giemsy

Cysticka forma je oznacena Sipkou (Pfevzato z [46])

Pro pozorovani Pneumocystis jirovecii je mozné vyuzit modifikovanou formu barveni, kdy se
sklicko ponoii do Giemsova roztoku vicekrat a roztok je stfidan s roztokem eosinu. Tato metoda

je vhodna pro zemé, kde neni dostatek financi pro diagnostiku [46].

4.2.4 Barveni dle Papanicolau

Jedno z barveni, které je mozné pouzit je barveni dle Papanicolau. Pouziva se hlavné pfii
histologickém a cytopatologickém vySetfeni pro diferenciaci bunék. Jde o jednu

z nejrozsifenéjSich metod pro screening rakoviny délozniho ¢ipku [47].

4.2.5 Imunofluorescenc¢ni barveni

Imunofluorescen¢ni barveni je metoda imunochemicka. Pii této metodé dochazi k detekci a
lokalizaci antigenti na sténé bunky. Detekci napomaha reakce antigenu s protilatkou, ktera je
oznacena fluorescen¢ni znackou. Metoda ma vysokou citlivost oproti jingym mikroskopickym

technikdm. Je mozné vyuzit metodu pfimou a neptimou [48§].

Piima metoda (Obrazek 7) ma fluorescenéni znacku pfimo navdzanou na primarni protilatku,
kterd reaguje s cilovym epitopem. Nepiiméd metoda (Obrazek 8) probihd ve dvou krocich.
V prvnim kroku se primarni protilatka navaZe na cilovy epitop. Ve druhém kroku dochazi
k reakci sekundarni protilatky na primarni protilatku. Sekundarni protilaitka méa na sobé&
navazanou fluorescencni znacku. Nepiiméa metoda je Castéji pouzivand jiz diky své citlivosti,

amplifikaci signalu ale i moznosti detekce vice riznych cilovych epitopt najednou [48].
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Latka, kterou se sekundarni protilatka znaci, mize byt zalozena na rtiznych vizualiza¢nich
technikach. NejcCastéji jde o fluorescencni znacku, kterd emituje zafeni po fotoexcitaci.
Enzymatické znacky emituji zafeni po reakci schromogenem za vzniku barevného

komplexu [48].

A\ Cilovy antigen Protildtka * Fluorescencni
znacka

Obrazek 7 Piima metoda imunofluorescence

(Upraveno z [48])

Fluorescencni

Cilovy Primarni . Sekundarni 2
A‘“””ge" protilatka l' orotilatka e znacke
N\

Obrazek 8 Nepiima metoda imunofluorescence

(Upraveno z [48])
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4.3 Moderni diagnostické techniky

V dnes$ni dob€ je mozné vyuzit i jinych diagnostickych metod nez je barveni. Bézné se pii
diagnostice rtiznych onemocnéni vyuzivd polymerazové tfetézové reakce (PCR), pratokové

cytometrie ¢i riznych imunologickych vysetieni [6].

43.1 PCR

Vyvoj metody PCR pro diagnostiku Pneumocystis jirovecii zapocal v 80. letech, kdy se
pracovalo sribozomdlni RNA (rRNA). Jedna zprvnich metod byla nested PCR
(nested PCR). Od té doby se ukazalo, ze se jedna o nadro¢nou a méné¢ specifickou metodu nez

je real-time PCR [6].

PCR je citliva a specificka metoda, kterd by dokazala byt dobrou alternativou histologickych
diagnostickych metod. V poslednich letech se ukazuje ze jde o vice citlivou metodu detekce

nez jsou barvici techniky [6] [49].

Rozdil v citlivosti zdlezi na typu pouzit¢ PCR a na vzorku, ze kterého je DNA izolovana.
V ptipad¢ real-time PCR a nested PCR dochézi k vysoké citlivosti. U vzorkli které byly
prokdzany pozitivni mikroskopickou analyzou, byla zjiSténa citlivost real-time PCR 88 % a
nested PCR 87 %. Citlivost metod pifi pouziti jinych typt vzorkli se pohybovala
okolo 62,5 -100 %. Nejvétsi problém méla real-time PCR s nenabarvenymi sklicky se vzorky
BAL. V jinych typech vzorkll vSak byla real-time PCR pfesnéjsi a specifictéjsi neZ nested
PCR [49].

4.3.2 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie vyuziva nékolika parametrové analyzy jednotlivych bunék v roztoku.
Bunky prochazeji jednotlivé skrz sadu laserti a ziskany signal je zachycen dvéma riznymi
detektory: pro ptimi rozptyl (FSC) a pro boc¢ni rozptyl (SSC). FSC detektor zachycuje velikost
buiiky a SSC, ktery je umistén v 90° thlu, udava granularitu a vnitini slozeni. Dale jsou soucasti

celé aparatury 1 detektory zavislé na fluorescenci, ktera je zajiSténa vhodnym barvenim [50].

V ptipad€ Pneumocystis jirovecii je mozné tuto metodu pouzit v modifikované verzi. Vysledky
ukazuji Ze se jedna o metodu s vysokou sensitivitu a specifitu v porovnani s imunologickym
barvenim. Riziko je vSak ve faleSné pozitivité, kterou nékteré vzorky vykazuji. Aplikaci
pratokové cytometrie je mnoho, ale stale se nejednd o metodu, ktera by byla doporu¢ovana jako

rutinni diagnostickd metoda pro Pneumocystis jirovecii [6] [S1].
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5 LECBA

Lécba by meéla byt zahijena co nejdiive pifi podezieni na pneumonii zpusobenou
Pneumocystis jirovecii. Pokud se u rizikovych pacienti projevi pfiznaky pneumonie a
radiografické vysetfeni potvrdi vyskyt onemocnéni, je nutné ucinit nalezité kroky. Po zah4jeni
1éCby je stale mozné Pneumocystis jirovecii detekovat a to 1 nékolik dni od zahéjeni 1écby [18].
Zpozdéni 1éCby je spojeno s mnohem horSim vysledkem 1é¢by hlavné u HIV negativnich

pacientt [52].
5.1 Antibiotika vyuzivana pro lécbu

Pro 1éCbu se nejcastéji vyuzivaji antibiotika. Kombinace trimetoprimu a sulfametoxazolu
(TMP/SMX) se vyuziva v terapii nejcastéji. Dale je mozné pouzit dapson, echinokandiny,

pentamidin, pyrimethamin ¢i atovachon [53] [54].

5.1.1 Trimetoprim a sulfametoxazol

Kombinace trimetoprimu a sulfametoxazolu (TMP/SMX) se pouziva k prevenci a 1é€b¢ mnoha
bakteridlnich onemocnéni. Vyuzivaji se u infekci mocovych cest, shigeldz a toxoplasmoézy a
to jeji lécby a prevence. Vyuzivd se 1 pro infekce a lécbu onemocnéni zplsobenych

Pneumocystis jirovecii [55].

Sulfametoxazol je sulfonamidové antibiotikum, které piisobi na syntézu folatu uvnitt
mikroorganismu. V mikroorganismu funguje jako kompetitivni inhibitor dihydropteroat
syntazy. Tento enzym se ucCastni produkce prekurzoru kyseliny listové. Trimetoprim
v mikroorganismu inhibuje dihydrofolat reduktdzu, kterd se stejné jako predchozi enzym,
ucastni na tvorb& kyseliny listové. Vzhledem k sile trimetoprimu, je doporuc¢ené podavat

sulfametoxazol dvacetkrat koncentrovanéjsi nez trimetoprim pfi jejich kombinaci [56] [55].

Format, ve kterém se davkovani TMP/SMX udav4, se 1i$i v riznych zemich. V USA se udava
davka pomoci trimetoprimové slozky. V jinych zemich se davkovani udava v souvislosti
s kombinovanym produktem. V USA by davka 960 mg TMP/SMX informovala o davce
960 mg trimetoprimu a 4800 mg sulfametoxazolu. V jinych zemich by toto davkovéani mohlo

informovat o davce 160 mg trimetoprimu a 800 mg sulfametoxazolu [57].

V ptipad¢ infekci Pneumocystis jirovecii je davkovani rizné dle zadvaznosti onemocnéni. U
mirné az stfedné t€¢Zké pneumonie je mozné podavat 1600 mg sulfametoxazolu a 320 mg

trimetoprimu ve formé tabletky tfikrat denné. U stiedné t€zké aZ t€Zké formy jsou antibiotika
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podavana intravendzné v mnozstvi 15-20 mg/kg trimetoprimové slozky v 6-8 hodinovych
intervalech. Délka terapie je v rozmezi 14-21 dni. [58] V poslednich letech byly studovany i
jiné davky TMP/SMX. Nizsi davky, okolo 10 mg/kg/den trimetoprimové slozky, ukazuji
podobné vysledky jako standardni davkovani. Rozdil je v Cetnosti pfipada, u kterych doslo
k rozvoji nezddoucich uc¢inka [59].

Mezi nezadouci Gc¢inky patii zvraceni, prijem, nespavost, vyrazka, inava, anorexie ¢i citlivost

o 4

pankreatitidu. Ve vzacnych pfipadech mize nastat anafylakticky Sok [55].

5.1.2 Dapson

Dapson je sulfonové antibiotikum, které mé ucinek na Siroké spektrum bakterii. Pouziva se
hlavné na 1écbu proti Mycobacterium leprae (Hansenova nemoc) ale také proti acne vulgaris a

dermatitis herpetiformis [53] [60].

Mechanismus U¢inku dapsonu je zaloZen na kombinaci antimikrobiédlnich a antiprotozoalnich
vlastnosti. Jde o bakteriostatické antibiotikum, které inhibuje syntézu kyseliny dihydrolistové.
Dochazi ke kompetici s kyselinou paraaminobenzoovou v aktivnim misté dihydropteroat
syntazy. Cely mechanismus je tedy podobny sulfonamidiim. Dapson ma i protizanétlivy ucinek

[61].

Nezadouci uc¢inky dapsonu mizou byt zvraceni, nevolnosti, ztrata chuti k jidlu ¢i rozmazané

vidéni [62].

5.1.3 Echiokandiny

Echiokandiny jsou efektivni skupina antimykotik, které nejvice ptisobi na rody Candida a
Aspergillus. Je mozné vyuZzit 1 pro 1écbu Prneumocystis jirovecii. Jejich mechanismus tc¢inku je
zalozen na inhibici 1,3-B-D-glukanu v bunééné sténé mikroorganismu, ktery je dulezitou

slozkou bunécné stény Prneumocystis jirovecii [63] [64] .

Utinky echiokandinti na Pneumocystis jirovecii byly pozorovany na zvifatech. U HIV
pozitivnich pacientii byla prokazana vysoka GspéSnost. V ptipadé HIV negativnich pacient
neni dostatek informaci o u¢innosti. Vyuziti echiokandint u HIV negativnich pacientl se zda

kontroverzni [64].
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5.2 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence k sulfonamidovym antibiotikiim je u bakterii a paraziti vysledkem
selektivniho tlaku. Vzhledem k velkému rozsifeni sulfonamidovych antibiotik pro 1écbu a

prevenci Pneumocystis jirovecii, se stdva antibioticka rezistence hrozbou [65].

TMP/SMX se vyuziva pro prevenci Pneumocystis jirovecii i u HIV pozitivnich pacientii. U
téchto pacientli byla pozorovana rezistence kmenl Staphylococcus aureus a zéastupct celedi
Enterobacteriaceae ptimo na kombinaci TMP/SMX. Rezistence v tomto pifipadé byla az

dvakrat Castéjsi u HIV pacientl s prevenci proti Preumocystis jirovecii [65].

V ptipadé Prneumocystis jirovecii za rezistenci stoji mutace dihydropteroat syntdzy (DHPS),
ktera je soucasti proteinu s troji funkei. Nékolik klinickych studii bylo zaméteno na dulezitost
a frekvenci téchto mutaci. Ve vysledku byla zjiSténa korelace piedchozi 1écby

sulfonamidovymi antibiotiky a mutace DHPS [65].

Vzhledem k obtizné kultivaci, kterd nedovoluje pozorovani antibiotické rezistence, jsou tyto
genetické zmény pozorovany na modelovém organismu. Jako modelovy organismus se vyuziva
Saccharomyces cerevisiae. Pro pozorovani genetickych zmén DHPS je vyuZito zabudovani

bézné pozorovatelné DHPS struktury Prneumocystis jirovecii do kvasinky [66].

Selhani 1é¢by je Casto spojeno s mutacemi T(597)A a P(599)S ve struktufe DHPS. Ve vétSiné
ptipadl se tyto mutace vyskytuji najednou [66].

5.3 Prevence

Prevence infekce Prneumocystis jirovecii je dulezita pfedev§im u rizikovych pacientii. AvSak
vzhledem k rozmanitosti rizikovych skupin a rostoucimu mnozstvi pfipadli, mnoho pacientti
potiebnou prevenci neziska. Mezi tyto ptipady patfi 1 pacienti s léky blokujicimi B lymfocyty
¢i T lymfocyty, pacienti prochazejici chemoterapii ¢i pacienti ktefi dostavaji davku protilatek

vazicich se na antigen CD52 [27].

5.3.1 HIV pozitivni pacienti

Infekce Pneumocystis jirovecii je jedna z nejCastéjSich oportunnich infekci u HIV pozitivnich
pacient a pacientli s nizkym mnozstvim CD4 bun¢k. To se zménilo s ndstupem kombinované

anti-retrovirové terapie [67].
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Prevenci pneumocystové pneumonie je podani TMP-SMX. To lze ukoncit po Gspésné anti-
retrovirové terapii, kdy dojde k rekonstrukci imunitniho systému (néartst poc¢tu CD4 bungk).

Tento postup je vhodny pro pacienty s poctem CD4 bunck pod 100/ul [67] [68].

Mezi alternativni prevenci patii i podavani dapsonu s pyrimetaminem a leukovorinem ¢i s
aerosolizovanym pantamidinem. Preventivni 1éc¢ba je doporu¢ena HIV pozitivnim pacientim
s po¢tem CD4 bunék pod hodnotu 200 bunék/ul nebo pacientim s historii oralni kandidézou.
V piipadé ze po anti-retrovirové terapii nedochazi k nartistu CD4 bunék ¢i pacient tuto terapii
jesté nepodstoupil, je doporucovana preventivni 1é¢ba po celou dobu zivota. Vyjimku cini
pacienti, kteti onemocnéli infekci Prneumocystis jirovecii 1 ptes vyssi pocet CD4 bunék (nad

200 bunék/pl) [69].

5.3.2 Pacienti po transplantacich organii

U HIV pozitivnich pacientil je pfesné¢ dany postup prevence pneumocystové pneumonie. To
avsak neplati pro pacienty po transplantacich. Nejvyssi riziko pro pacienty po transplantacich
je béhem prvnich 6 mésich po transplantaci. Délka preventivni 1écby se mulze lisit. Nekdy je
doporucovana 3-6 mésici od transplantace, nékdy 6-12 mésicli od transplantace. Podavani

1é¢by po cely zivot se nedoporucuje [17].

Pro prevenci se stejné jako u HIV pozitivnich pacientli vyuzivd TMP/SMX. Po srovnani
vysledkll v podavani této 1écby jednou denné a tfikrat tydné€, bylo zjiSténo Ze se vysledky

v téchto ptipadech nelisi. Je tedy doporuc¢eno podavat TMP/SMX ttikrat tydné [70].

Ve studii Iriart a kol.(2015) byla sledovéna incidence pneumonii Prneumocystis jirovecii u
pacientl po transplantacich mezi roky 2004 — 2010. Z celkovych 1895 pacientli onemocnélo
celkem 33 z nich. Tyto pacienty lze rozdélit dle ¢asu onemocnéni od samotné transplantace do
3 period (Obrazek 9). Mezi tyto periody patfi: prvni rok po transplantaci, druhy rok po
transplantaci a nasledujici roky po transplantaci. Prvni rok po transplantaci, 1 s 6ti mé&si¢ni
prevenci, dochazelo k nizké incidenci pneumonie Pneumocystis jirovecii. Toto ¢islo se vSak ve

druhém roce prudce zvysilo. V nasledujicich letech dochédzelo k postupnému nérustu [29].
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Obrazek 9 Graf rozlozeni vyvoje Pneumocystis jirovecii pneumonie u pacientd po transplantaci v ¢ase
(upraveno z [29])

Preventivni podavani antibiotik miZe vyvolat neZadouci G¢inky. Jednim neZddoucim G¢inkem
je vyssi riziko vyvolani leukopenie u pacientli s hematologickou rakovinou ¢i u pacientd po
transplantaci organu. Pii 1écbé mtze dojit i k trombocytopenii a k zdvaznym dermatologickym

reakcim. Vsechny tyto ptipady vyzaduji preruseni 1éCby [70].

5.3.3 Hematologické malignity

Prevence v pfipadé¢ hematologickych malignit je doporu¢ena u pacienti s akutni
lymfoblastickou leukémii, u pacientli po alogenni transplantaci kmenovych bunék ¢i pacientli
s dlouhodobou terapii kortikosteroidy [27]. Mezi dalSi onemocnéni patii lymfomy, mozkoveé
tumory ¢i metastaze. U déti je moZné vyuzit prevenci v piipadé akutni myeloblastické leukémie
a tumoru [71].

Pro samotnou preventivni 1é¢bu je v prvni fadé doporucené poddvani TMP/SMX. Nezadouci
ucinky mohou vést k do¢asnému ¢i dlouhodobému pteruseni 1€cby. Doposud nebylo zjisténo
jak casto se tyto nezadouci Uc¢inky vyskytuji u hematologickych pacient. Léky druhé volby

jsou dapson ¢i atovachon [71].
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo vytvofeni piehledu zabyvajici se charakteristikou,

onemocnénim a 1é¢bou infekei zpisobenych Preumocystis jirovecii.

Pneumocystis jirovecii zplsobuje zédvazné pneumonie u pacientll s oslabenym imunitnim
systémem. Rizikovymi skupinami jsou pacienti HIV pozitivni nebo pacienti po transplantacich.

Pro tyto pacienty je nutna vhodna prevence.

Lécbu je nutné zahgjit co nejdiive od prvniho podezieni na infekci. Nejcastéji se vyuziva
kombinace antibiotik trimetoprimu a sulfamethoxazolu. Tato kombinace antibiotik je také
vyuzivana k prevenci infekce a 16¢bé onemocnéni. Presto ze jiz byla prokdzana rezistence

Pneumocystis jirovecii na tato antibiotika nebyl zatim 1é¢ebny postup zménén.

Pneumocystis jirovecii je mikroorganismus, ktery je nutné podrobit dalSimu vyzkumu. Stale
nebyla nalezena cesta vedouci k uspésné kultivaci na umélych zivnych médiich. Vyzkumy musi
tedy probihat na modelovych organismech a neni mozné podrobné¢ sledovat cely zivotni cyklus.
I ptes tato Uskali se stdle nachdzi nové metody diagnostiky, které mohou soucasné postupy

urychlit a uptesnit.
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