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Predhovor

,Hrozba antimikrobialnej rezistencie je realna tu a teraz. Svetova
zdravotnicka organizacia upozornuje, Ze ak sa sucasné trendy
nezmenia, rezistentné infekcie by mohli do roku 2050 spésobit takmer
10 milionov umrti rocne“ (WHO, 2024). Takéto a dalSie podobné
vyhlasenia nas varuju, aby sme podnikali prislusné kroky a opatrenia na
spravnu diagnostiku a prevenciu Sirenia rezistentnych pévodcov infekénych
chorbb.

Infekéné ochorenia predstavuju jednu z najvacsich vyziev modernej mediciny.
Dynamicky sa meniace spektrum patogénov, narastajuca antimikrobialna rezistencia,
rozvoj pokrocilych diagnostickych technoldgii a zaroven rastuce naroky na rychlu, presnu
a dostupnu diagnostiku kladu vysoké naroky na vedomosti buducich aj sucasnych
zdravotnickych pracovnikov. Hlavhym zamerom ucebnych textov je poskytnut uceleny
prehlad mechanizmov antimikrobialnej rezistencie a principov diagnostiky infekénych
ochoreni, od tradi¢nych mikrobiologickych metéd aZz po tie najmodernejSie, vratane
vyuzivania umelej inteligencie. Osobitny dbraz je kladeny na vztah medzi laboratérnou
diagnostikou a cielenou farmakologickou lieCbou, ktora v ére narastajlcej rezistencie a
variability odpovede pacienta na lieCbu tvori zaklad personalizovanych terapeutickych
stratégii.

Ucebné texty su primarne urCené pre Studentov vSeobecného lekarstva, ale
vzhladom na Sirokospektralne zameranie mézu byt vhodné aj pre Studentov pribuznych
biomedicinskych odborov. Ako doplnkovy Studijny material ich mézu vyuzit aj doktorandi,
lekari a zdravotnicki pracovnici v klinickej praxi, ktori maju zaujem prehibit si poznatky z
oblasti diagnostiky infekEnych ochoreni.

Jednotlivé kapitoly su koncipované tak, aby Ccitatela postupne previedli od
zékladnych biologickych vlastnosti mikroorganizmov, cez mechanizmy rezistencie, az po
diagnostické pristupy vyuzivané v rutinnej praxi a ich bezprostrednd vazbu na
terapeutické rozhodovanie. Sucastou su aj vybrané moderné metody, ktorych SirSie
klinické vyuzitie sa predpoklada v nasledujucich rokoch. Kazda kapitola je doplnena
kontrolnymi otazkami, ktoré Studentom umoznuju priebezne si overit Uroven pochopenia
a zaroven slUzia ako vhodna forma pripravy na skisky.

Verime, ze tieto udebné texty budu pre citatelov nielen zdrojom teoretickych
poznatkov, ale predovSetkym praktickym sprievodcom, ktory im pomdze lepSie
porozumiet vyznamu rychlej a presnej diagnostiky infekénych ochoreni v kontexte
modernej, bezpecnej a personalizovanej farmakoterapie.

Autori



1.KLASIFIKACIA INFEKCNYCH OCHORENI

Primarna klasifikacia prebiehajuceho infekéného ochorenia predstavuje
vychodiskovy bod, ktory vedie kvhodnému vyberu diagnostického postupu a zaroven
vyzaduje medziodborovu komunikaciu. R6zne skupiny infekcii sa totiz mézu LiSit nielen
pévodcami, ale aj ich Specifickou lokalizaciou v tele, ktora predurCuje vyber spravnej
diagnostickej metédy, ako aj farmakoterapeuticky pristup (vyber vhodného antibiotika
a jeho sp6sob podania).

1.1. Podla povodcu

InfekEné ochorenia mozno klasifikovat podla réznych kritérii, pricom jednym z
najCastejSie pouzivanych a najpraktickejSich v klinickej medicine je klasifikacia podla
typu povodcu. Tento pristup umoznuje systematické pochopenie biologickych vlastnosti
mikroorganizmov, mechanizmov patogenézy, prenosu, ako aj moznosti diagnostiky a
lieCby.

1.1.1. Bakterialne infekcie

Baktérie su jednobunkové prokaryotické mikroorganizmy, ktorych geneticka
informacia je ulozena vo forme dlhej kruhovej molekuly DNA. Ich DNA nie je obalena
jadrovou membranou, a teda nevytvara pravé jadro (obr. 1). Cytoplazma baktérii, na
rozdiel od eukaryotickych buniek, neobsahuje ziadne membranovo ohrani¢ené organely.
Jedinymi pritomnymi organelami su ribozémy (70S) zucCasthujuce sa proteosyntézy.
Prave ribozémy su cielom ucinku viacerych skupin antibiotik (napriklad aminoglykozidov,
makrolidov, tetracyklinov), ktoré selektivne inhibuju proteosyntézu. Mnohé baktérie su
pohyblivé a disponuju charakteristickym usporiadanim bicikov, ktoré im umoznuju
aktivny pohyb. Povrch bakteridalnej bunky je tvoreny zlozitou bunkovou stenou, ktoru
Ccasto obklopuje hruba polysacharidova kapsula. Hlavnou Strukturalnou zlozkou
bunkovej steny je peptidoglykan (nazyvany aj mukopeptid alebo murein), tvoreny
striedajucimi sa jednotkami N-acetylglukozaminu a N-acetylmuramovej kyseliny,
prepojenymi kratkymi retazcami aminokyselin. Hribka a organizacia peptidoglykanovej
vrstvy je rozhodujucim faktorom pri farbeni podla Grama a ovplyvnuje aj citlivost na
antibiotika. Syntéza peptidoglykanu je cielom viacerych délezitych skupin antibiotik,
najma B-laktdmov (napr. penicilinov, cefalosporinov) a glykopeptidov (napr.
vankomycinu).



Diagnostické ciele (metody)
* Bunkova stena (mikroskopia)

¢ Nukleoid (metédy na principe PCR, LAMP, Bunkova stena Povrchové Cytoplazmaticka
WGS) proteiny membréna

e Plazmidy (metody na principe PCR, WGS)
¢ Ribozomalna RNA/Ribozomalne proteiny

(gPCR, cielené sekvenovanie, MALDI-TOF,
¢ Povrchové proteiny (ELISA, Western blot,

antigénové testy) \
Bigik C 2
o
L]

Cytoplazma

Plazmid

Cielové miesta antibiotik (skupiny lieciv)

* Bunkova stena (beta-laktamy,
glykopeptidové ATB, bacitracin)

o Syntéza DNA/RNA (fluorochinolény,

rifamyciny)
e Cytoplazmaticka membréna (polymyxiny) Kapsula RNA
e Ribozémy - proteosyntéza (aminoglykozidy, Nukleoid Ribozém
tetracyckliny, makrolidy, oxazolidindny, (DNA)

linkozamidy, chloramfenikol)
* Metabolizmus kyseliny listovej
(trimetoprim, sulfonamidy)

Obr. 1: Zakladna stavba bakteridlnej bunky a ciele laboratdérnej diagnostiky a vybranych
skupin antibiotik

Baktérie sa rozmnozuju nepohlavnym delenim, najcastejSie prie€nym delenim
bunky. U vacsiny druhov prebieha delenie velmi rychlo, napriklad Escherichia (E.) coli sa
za optimalnych podmienok deli priblizne kazdych 20 minut. Niektoré baktérie vSak rastu
vyrazne pomalsSie. Typickym prikladom su mykobaktérie, ako Mycobacterium (M.)
tuberculosis, ktorych generacny Cas (€as potrebny na zdvojnasobenie populacie) mbze
presiahnut 20 hodin. Takyto pomaly rast ma zdsadné dbésledky pre diagnostiku aj lieCbu.

Metabolické vlastnosti baktérii si mimoriadne rozmanité. Z hladiska vztahu ku
kysliku rozliSujeme:

. Aerébne baktérie, ktoré vyzaduju kyslik ako konecny akceptor elektrénov v
dychacom retazci. Prikladom su Pseudomonas (P.) aeruginosa alebo M.
tuberculosis. Tieto baktérie sa beZzne nachadzaju v prostredi bohatom na kyslik
(napr. plucne tkanivo) a vyuzivaju aerébnu respiraciu ako hlavny zdroj energie.

. Anaerdébne baktérie, ktoré rastu v prostredi bez pritomnosti kyslika. Obligatne
anaeréby vykazuju uplnu intoleranciu vocCi kysliku, ktory ma pre ne toxicky az
letalny ucinok v désledku chybajucich obrannych mechanizmov proti reaktivnym
formam kyslika (napr. Clostridium perfringens). Fakultativnhe anaeréby disponuju
metabolickou plasticitou, ¢o znamend, Ze za dostupnosti kyslika vyuzivaju
aerdbnu respiraciu, avSak pri jeho chybani prechadzaju na fermentacné alebo iné
anaerdbne metabolické procesy (napr. E. colj).



Diagnostika bakterialnych infekcii je zaloZena na detekcii vybranych fenotypovych
a genotypovych znakov prislusnych baktérii. Z klinického hladiska mali v minulosti
najvacsi prakticky vyznam fenotypové charakteristiky, ako su morfoldgia, rastové
podmienky, enzymaticka aktivita ¢i schopnost fermentacie, ktorych spravna
interpretacia si vyZzaduje dékladné poznanie Struktury a biologickych vlastnosti baktérii.
V sucéasnosti vSak Coraz vacsiu rolu zohravaju molekularno-biologické metddy, ktoré
umoziuju presnejsiu, rychlejSiu a Casto aj SpecifickejSiu identifikaciu mikroorganizmov
(obr. 1).

Klinicky vyznamné baktérie

V suvislosti s narastajucou globalnou hrozbou antimikrobialnej rezistencie vydala
Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) v roku 2024 aktualizovany zoznam prioritnych
bakterialnych patogénov. Identifikuje viom také druhy baktérii, ktoré predstavuju
najvaznejsie riziko pre verejné zdravie z dévodu multirezistencie (MDR) a obmedzenych
terapeutickych moznosti.

Patogény suvnom zoradené do troch kategorii — kritickej, vysokej a strednej priority
— podla naliehavosti potreby vyvoja novych antimikrobialnych latok. Medazi
najvyznamnejsie patria:

o kriticka priorita: karbapenem-rezistentné gram-negativne baktérie
(Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa), enterobaktérie produkujluce
karbapenemazy (Klebsiella pneumoniae, E. coli) a M. tuberculosis (rifampicin-
rezistentné),

o vysoka priorita: meticilin-rezistentny Staphylococcus (S.) aureus (MRSA),
vankomycin-rezistentny Enterococcus (E.) faecium, klaritromycin-rezistentny
Helicobacter pylori adruhy ako Campylobacter, Salmonella a Neisseria
rezistentné na fluorochinolénové antibiotika,

o stredna priorita: penicilin-rezistentny Streptococcus pneumoniae, ampicilin-
rezistentny Haemophilus influenzae adruhy Shigella rezistentné na
fluorochinolénové antibiotika.

Presnd, rychla a spolahliva diagnostika zohrava zasadnu ulohu v manazmente
tychto infekcii. Umoznuje v€asnu identifikaciu rezistentnych kmernov, cielenu lieCbu a
zaroven obmedzuje preskripciu Sirokospektralnych antibiotik, ¢im pomaha redukovat
selekény tlak veduci k dalS§iemu Sireniu a rozvoju rezistencie. Z tohto dévodu WHO vo
svojich odporucaniach dérazne apeluje na posilnenie mikrobiologickych kapacit v
zdravotnickych zariadeniach, systematické vyuzivanie dostupnej diagnostiky a integraciu
vysledkov v ramci politiky zodpovedného pouzivania antibiotik.

1.1.2. Hubové ochorenia (mykozy)

Huby (Fungi) su eukaryotické organizmy, ktoré sa sice vyznacuju niektorymi
spolo¢nymi znakmi s rastlinami &i zivoCichmi, ale tvoria samostatnu biologicku risu. Z



viac ako 70 000 znamych druhov hub bolo iba priblizne 300 identifikovanych ako
patogénnych pre Cloveka alebo zvierata. V porovnani s ludskymi bunkami vSak vykazuju
viacero biochemickych a Strukturalnych odliSnosti, ktoré predstavuju délezité ciele pre
antifungalne lieCiva a su klucoveé v diagnostike.

Bunkova stena hub je tvorena prevazne polysacharidmi — chitozanom (chitinom),
B-1,3- a B-1,6-glukanmi, mananmi a réznymi glykoproteinmi (obr. 2). Jej syntéza je
inhibovana antifungalnymi lieCivami zo skupiny echinokandinov (napr. kaspofungin,
mikafungin, anidulafungin). Cytoplazmatickda membrana hub obsahuje ako hlavnu
sterolovu zlozku ergosterol, ktory je cielovym miestom azolovych, alylaminovych
a polyénovych antifungalnych lieCiv (obr. 2). DNA a RNA hub maju rovnaké chemické
zlozenie a zakladné Strukturalne vlastnosti ako u vSetkych eukaryotov,. Rozdiel vSak
spocCiva v enzymoch a metabolickych drahach, ktoré sa podielaju na biosyntéze a
spracovani prekurzorov nukleovych kyselin. Prave tieto odliSnosti umoznuju selektivne
zacielenie antifungalnej liecby (liecivo flucytozin).

Diagnostické ciele (metédy)

* Bunkova stena a jej zlozky (mikroskopia,
antigénové testy)

Jadrovéa DNA (metddy na principe PCR,

LAMP, WGS)
¢ Ribozomalna RNA/DNA (PCR, cielené 008 %0, Vezikuly
sekvenovanie, LAMP) :
e Povrchové proteiny (ELISA, antigénové . 3
Ribozémy
testy)
¢ Proteinovy profil (MALDI-TOF) @
Septum

Golgiho aparat
Endoplazmatické
retikulum

Cytoplazma
Lyzozém

Mitochondria

Terapeutické ciele (skupiny lieciv) Biifkai Jadierko

¢ Bunkova stena (echinokandinové membrana Jadro
antimykotika) Bunkova Peroxizém
e Cytoplazmatickda membrana stena
(polyénové-, azolové- a alylaminové Vakuola Hladke

; = endoplazmatické
antimykotika) retikulum

e Syntéza DNA/RNA (5-fluorocytozin)

Obr. 2: Zakladna stavba bunky hub a ciele laboratdrnej diagnostiky a vybranych
skupin antifungalnych lieCiv

Klinicky vyznamné huby

Vacsina klinicky vyznamnych mykotickych infekcii (mykdéz) ma charakter
oportunnych ochoreni, ktoré vznikaju u predisponovanych jedincov pri naruseni
fyziologickych obrannych mechanizmov (oslabeny imunitny systém, naruSeny mikrobiéom
alebo narusenim krycej sustavy). Spektrum ochoreni spésobenych patogénnymi hubami



je Siroké a zahfna povrchové mykdézy (napr. koze, vlasov a nechtov), slizni¢né kandidézy,
ale aj invazivne systémové infekcie, ktoré mézu byt zavazné, az zivot ohrozujuce (tab. 1).

Invazivne mykdzy predstavuju zavaznu klinickd vyzvu suc¢asnej mediciny, najma v
kontexte rastuceho poctu pacientov s oslabenou imunitou a zlozitymi terapeutickymi
zasahmi.

K najdélezitejSim predispozi¢nym faktorom patri:

° imunosupresivna liecba, napriklad po transplantacii organov alebo
hematopoetickych kmerovych buniek,

° dlhodoba lie¢ba Sirokospektralnymi antibiotikami, ktoré nardsSaju prirodzenu
mikrobialnu rovnovahu,

° pritomnost cievnych katétrov, implantovanych zariadeni a invazivnych vykonov,
ktoré umoznuju priamy prienik patogénov do organizmu,

) primarne alebo sekundarne imunodeficiencie, vratane infekcie spdsobené
virusom ludskej imunitnej nedostatoc¢nosti (HIV), onkohematologickych ochoreni
¢i malnutricie.

Uvedené predispozi¢né faktory vytvaraju prostredie, v ktorom dochadza k rozvoju
invazivnych mykéz spésobenych bezne nepatogénnymi alebo environmentalnymi
hubami. Tento stav vyznamne prispieva k zvySenej incidencii a mortalite infekcii, najma v
nemocni¢nom prostredi s vysokou koncentraciou imunokompromitovanych pacientov. Je
preto nevyhnutné venovat zvySenld pozornost vcasnej diagnostike, monitorovaniu
rizikovych pacientov a racionalnemu pristupu k terapii tychto infekcii.

Tab. 1: Prehlad zakladnych typov mykoz a ich najéastejSich pévodcov

Typ mykézy Postihnuté miesto/tkanivo Najcastejsi povodcovia
Povrchova Rohovina koze, vlasy, nechty Trichosporon, Malassezia, Exophiala
o . . , . Candida (C.) albicans, C. glabrata, C.
Slizni¢na Ustna dutina, vagina, paZzerak o
tropicalis
_ Koza, kozné zahyby, ) .
Kozna a . L ) T Microsporum, Trichophyton,
. e . intertrigindzne a interdigitalne .
koznoslizniéna . Epidermophyton
oblasti
; .. Sporothrix schenckii, Fonsecaea spp.,
Subkutanna Podkozie

Cladophialophora spp.

Candida spp., Aspergillus spp.,

» . Mucorales, Cryptococcus neoformans,
; ; Krv, pluca, CNS, pecen, . L
Systémova . Histoplasma capsulatum, Coccidioides
slezina, GIT ] N L
immitis, Blastomyces dermatitidis,

Pneumocystis jirovecii
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1.1.3.Virusové infekcie

Virusy predstavuju najmensSie zname infek&né agensy, ktoré sa zasadne liSia od
ostatnych mikroorganizmov svojou Strukturou, metabolizmom a spdésobom replikacie
(obr. 3). Velkost virusovych Castic (viriénov) je velmi variabilna (18-400 nm). Aj ked virusy
nesu geneticku informaciu vo forme jednovlaknovej (ss) alebo dvojvlaknovej (ds) DNA
alebo RNA, neobsahuju vlastny proteosynteticky aparat (chybaju im ribozémy,
transferova RNA, translacné enzymy a dalSie Struktury potrebné na expresiu génov). Z
tohto dévodu su metabolicky neaktivhe a nie su schopné samostatnej transkripcie ani
translacie. Replikacie su schopné len po vstupe do zivej hostitelskej bunky, v ktorej tiplne
zavisia od transkrip&nych, translacnych a replikacnych mechanizmov hostitela. Ide teda
o obligatne intracelularne patogény, ktoré si nevedia zabezpecit Ziadnu fazu syntézy
virusovych zloZiek bez aktivnej spolulcasti hostitelskej bunky. Prave jednotlivé kroky
Zivotného cyklu virusov su cielovymi miestami v su¢asnosti vyuzivanych antivirotik (obr.
3). Podobne ako baktérie, aj virusy mozu podliehat selektivnemu tlaku lieCby, ¢o vedie k
vzniku rezistentnych kmenov. Rezistencia vznikd najcastejSie mutaciou virusového
genému v oblastiach, ktoré koduju cieloveé Struktury antivirotik (napr. enzymy ako reverzna
transkriptaza, polymeraza alebo proteaza).

Diagnostické ciele (metédy) A) Struktira virusu \ LY - Spike
* Povrchové (spike)/kapsidové antigény & I o J
L 8 \5 %
(antigénové testy, ELISA, serologické )
)4 :
metddy, Western blot) » < Nukleokapsid
* DNA/RNA (metddy na principe PCR, LAMP, £ i
WGS) "; A&———Membréna
)"y
W
4 "‘ Obal
B) Zivotny cyklus virusu
Gendm (ss/ds RNA/DNA)
Virus Q Terapeutické ciele (lieciva)
i:?; 7% Uvolnenie z ¢ Inhibitori absorbcie virusu bunkovou membranou
L \ Kl hostitel'skej bunky (enfuvirtid, maraviroc, palivizumab)
« Blokatori penetracie virusu do jadra (interferdn alfa)
@ ﬁ: ﬁ « Inhibitori uvolnenia virusovej nukleovej kyseliny v hostel'skej
Vazbatna A d bunke (amantadin, rimantadin)
h;:::i(:gl’:;ej f « Blokatori nukleozidovych a nenukleozidovych reversnych
bunky transkriptaz (zidovudin, lamivudin, tenofovir, efavirenz)
@ D ﬁ @ * Inhibitory virusovej DNA/RNA polymerézy (acyklovir,
Replikacia ! ‘\ i:} Skladanie ganciklovir, sofosbuvir, valaciklovir)
—v %:E novych « Inhibitori neuramidazy - uvolnenia viriénu z hostitel'skej bunky
virusovych (oseltamivir, zanamivir)
Castic — . N ; ;
« Inhibitori proteéz (lopinavir, ritonavir, glecaprevir)

Obr. 3: Zakladna stavba a Zivotny cyklus virusu a ciele laboratornej diagnostiky
a vybranych skupin antivirotik

Struktdrna organizacia virusov sa medzi jednotlivymi skupinami liSi, no existuju

niektoré vSeobecné spoloC¢né znaky, ktoré definuju ich zakladnu stavbu (okrem typu
nukleovej kyseliny):
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b)

Kapsida (bielkovinovy obal) — je zakladnou funkénou jednotkou viriénu a
pozostava z jednotlivych proteinovych podjednotiek nazyvanych kapsoméry.
Jeho funkciou je ochrana nukleovych kyselin a tiez sa podiela na rozpoznavani
hostitelskej bunky. Kombinacia gendmu a kapsidu tvori tzv. nukleokapsid.
Symetria virionu - usporiadanie kapsomér urcuje celkovy tvar virusu, typicky
ikosahedralny, helikalny alebo komplexny. Tato symetria je délezita pri
identifikacii virusov pomocou elektronovej mikroskopie.

Obal - niektoré virusy su tvorené iba nukleokapsidom (tzv. neobalené virusy). Iné
maiju lipidovy obal pochadzajuci z bunkovej membrany hostitela, do ktorého su
vlozené virusové proteiny a glykoproteiny. Tento obal zohrava vyznamnu ulohu v
prichyteni virusu na bunkovy receptor a pri vstupe do hostitelskej bunky. Zaroven
robi virus citlivejSim voc¢i réznym fyzikalnym faktorom, ¢o ovplyviuje spdsob
prenosu a samotnu patogenézu.

Klinicky vyznamné virusy

Virusov je znamych niekolko tisic druhov, avSak iba relativne mala skupina

virusov je zodpovedna za vacsinu klinicky vyznamnych infekcii (tab. 2). Spdsobovat mézu

akutne, chronické, latentné alebo onkogénne ochorenia, priCom viaceré z nich su

spojené s vysokou morbiditou a mortalitou, najma u rizikovych skupin pacientov (napr.

imunokompromitovani, novorodenci, starSi pacienti).

Tab. 2: Virusy s najvaésim klinickym a epidemiologickym dopadom

Virus Rod / ¢elad Typ nukleovej Ochorenia
kyseliny
HIV Retroviridae / Lentivirus | ssRNA (+), reverzna AIDS
transkripcia
HBV (virus hepatitidy Hepadnaviridae dsDNA (cirkularna, Chronicka hepatitida B,
B) parcialne hepatocelularny karciném
dvojvlaknova)
HCV (virus hepatitidy Flaviviridae SSRNA (+) Chronicka hepatitida C,
C) cirhéza
HSV-1/2 (herpes Herpesviridae / dsDNA (linearna) Opary, genitalny herpes
simplex virus) Simplexvirus
VZV (varicella-zoster Herpesviridae / dsDNA (linearna) Ovcie kiahne, pasovy opar
virus) Varicellovirus
CMV Herpesviridae / dsDNA (linearna) CMV infekcia
(cytomegalovirus) Cytomegalovirus
Influenza A/B Orthomyxoviridae / ssRNA (-), Chripka
(chripkové virusy) Influenzavirus segmentovana
HPV (ludsky Papillomaviridae dsDNA (cirkularna) Genitdlne bradavice,
papilomavirus) karcindm kréka maternice
SARS-CoV-2 Coronaviridae / ssRNA (+) COVID-19
(koronavirus) Betacoronavirus
EBV (Epstein-Barr Herpesviridae / dsDNA (linearna) Infek&nd mononukledza
virus) Lymphocryptovirus
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1.2. Podla miesta infekcie

Infekcie m6zu postihnut prakticky akékolvek tkanivo ¢i organovy systém ludského
tela. Spravna identifikdcia miesta infekcie je klu€ova nielen pre terapeuticky pristup, ale
predovsSetkym pre vyber vhodného biologického materialu na laboratérnu diagnostiku
(tab. 3).

Tab. 3: Prehlad biologického materialu, diagnostickych metdd a patogénov podla miesta
infekcie

Miesto infekcie

Odporucany biologicky
material

Najcastejsi povodcovia

Horné dychacie

Vyter z nosohltana/hrdla

Streptococcus pyogenes, virusy (chripka, RSV,

cesty SARS-CoV-2)
Dolné dychacie Sputum, bronchoalveolarna Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium
cesty lavaz tuberculosis, virusy
Centralny nervovy Likvor Neisseria meningitidis, HSV, enterovirusy

systém

Mocové cesty

Stredny prid mocu

Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus

spp.
Gastrointestinalny Stolica, rektalny vyter Enterobaktérie, Clostridioides difficile,
trakt norovirusy

Koza a makké

Vyter z loziska, hnis, biopsia

Staphylococcus aureus, Streptococcus

tkaniva pyogenes, Candida spp.
Krv (systémové Hemokultury (aerébna + Staphylococcus aureus, E. coli, Candida spp.
infekcie) anaerdébna)

Genitalny trakt

Uretralny/cervikalny vyter,

Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,

mo¢ HSV
Og¢i, usi Vyter zo spojovky, sekrét z Staphylococcus aureus, Pseudomonas
ucha aeruginosa, HSV
Kosti a kiby Aspirat z kibu, kostna biopsia Staphylococcus aureus, Mycobacterium
tuberculosis
Zhrnutie kapitoly

Infekéné ochorenia sa v klinickej praxi primarne klasifikuju podla pévodcu a
miesta infekcie, ¢o umoznuje cielene zvolit diagnostické metddy, biologicky material
(napr. likvor pri meningitide, hemokultury pri systémovych infekciach) aj lieGebny postup.
Baktérie ako prokaryotické organizmy disponuju peptidoglykdnovou bunkovou stenou,
70S ribozémami a znacnou variabilitou metabolickych, rastovych a fyziologickych
vlastnosti. Huby su eukaryotické organizmy so Specifickou bunkovou stenou (chitin,
glukany) a membranou obsahujucou ergosterol, ktory je cielom viacerych antifungalnych
lie¢iv. Klinicky vyznamné mykdzy su prevazne oportinne a CastejSie sa vyskytuju u
imunosuprimovanych  pacientov.

Virusy predstavuju  metabolicky neaktivne

intraceluldrne patogény, ktorych replikdcia zavisi od hostitelskej bunky, pricom ich
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jednoducha Struktura a mutaény potencial vyrazne ovplyvhuju moznosti antivirotickej
lieCby.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

1. Ktory z nasledujticich znakov predstavuje zakladni morfologicku odliSnost
baktérii od hub?

A. Ergosterolv membrane

B. Nepritomnost jadra a organel

C. DNAv chromozémoch

D. Chitin v bunkovej stene

. Primarnym cielom B-laktamovych antibiotik je:
. B-glukan

. Ergosterol

. Peptidoglykan

. Lipoteichova kyselina

OO0 m>NDN

. Preco su virusy povazované za obligatne intracelularne parazity?
. Maju neuplnu geneticku vybavu

. Nie su schopné syntézy proteinov bez hostitelskej bunky

. Vyzaduju vysoké koncentracie Zivin v extracelularnom prostredi

OO0 ®m>» W

. Obsahuju iba jednovlaknovu nukleovu kyselinu

. Invazivne mykézy su najcastejSie diagnostikované u:
. Imunokompetentnych pacientov

4
A
B. Pacientov na uzkospektralnych ATB
C. Imunosuprimovanych pacientov

D

. Pacientov po UV expozicii

5. Ktory biologicky material je Standardne indikovany na laboratornu diagnostiku
infekcii dolnych dychacich ciest:

A. Mo¢

B. Likvor

C. Sputum/BAL

D. Vyter z nosohltana
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6. Hemokultury su indikované pri:
A. Koznych infekciach

B. Systémovych infekciach

C. Genitalnych infekciach
D.Virusovych infekciach CNS

7. Ktora vlastnost virusov je priamo zodpovedna za vznik antivirotickej rezistencie?
A. Schopnost tvorit biofilm

B. Mutacie v génoch kédujucich cielové enzymy antivirotik

C. Schopnost prezivat v péde

D. Ich velkost (18-400 nm)

8. Obligatne anaerdobne baktérie sa vyznacéuju tym, ze:

A. Vyzaduju vysoké koncentracie kyslika na optimalny rast

B. V pritomnosti kyslika prechadzaju na fermentacny metabolizmus
C. Su schopné vyuzivat kyslik, ale iba pri nizkych koncentraciach

D. Nie su schopné prezit v prostredi s pritomnostou kyslika

9. Mechanizmom uc¢inku echinokandinov (napr. kaspofungin) je:
A. Tvorba pérov v bunkovej membrane hub

B. Inhibicia syntézy B-1,3-D-glukanu v bunkovej stene hub

C. Inhibicia syntézy ergosterolu

D. Inhibicia syntézy RNA

10. Ktory material je najvhodnejsi pre diagnostiku infekcie sposobenej Neisseria
meningitidis?

A. Sputum

B. Likvor

C.Mo¢

D. Stolica

Spravne odpovede na strane 84.
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2. REZISTENCIA

Antimikrobidlna rezistencia predstavuje jednu z najvaznejSich hrozieb pre
globalne verejné zdravie 21. storo€ia. Podla odhadovWHO sa oCakava, Ze ak sa nezavedu
ucinné opatrenia, do roku 2050 by mohla prave antibioticka rezistencia spbésobovataz 10
problém predstavuju tzv. MDR patogény, ktoré suU odolné voci viacerym skupinam
antibiotik, a extenzivne rezistentné baktérie (XDR), u ktorych si moznosti lieCby vyrazne
obmedzené. Medzi najCastejSie rezistentné patogény patria Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus a Mycobacterium tuberculosis. V poslednych rokoch vSak narasta aj klinicky
vyznam rezistencie na antimykotikd a antivirotikd. Pri mykotickych infekciach
predstavuje problém najméa zvySujlca sa rezistencia k azolom (napr. pri Candida spp.) a
vyskyt multirezistentnych kmenov (napr. Candida auris), ¢o vedie k potrebe pouzitia
toxickejSich alebo nakladnejsich alternativ, k predlzovaniu lieCby a k vySSiemu riziku
zlyhania terapie. Antivirusova rezistencia (napr. pri HIV, chripke ¢i herpesvirusoch) moéze
znizovat Uc¢innost Standardnych rezimov, vyZadovat kombinovanu lieGbu, CastejSie
monitorovanie a zmenu terapeutickej stratégie.

2.1. Prirodzena rezistencia

Prirodzena rezistencia, predstavuje vrodenu schopnost mikroorganizmov
odolavat ucCinku antimikrobialnych latok v doésledku ich geneticky podmienenych,
Strukturalnych alebo fyziologickych vlastnosti. Tento typ rezistencie je nezavisly od
predchadzajucej expozicie antibiotikdm a nevyplyva z horizontalneho prenosu génov ani
z mutacnych zmien.

Prirodzena rezistencia sa mdze prejavovat v dvoch formach:

A) Vrodena rezistencia - trvala a univerzalne pritomna u vSetkych kmenov daného
druhu alebo rodu (tab. 4). Je stabilnou sucastou gendmu baktérie a jej vznik nie je
ovplyvneny kontaktom s antibiotikom.

B) Indukovatelna rezistencia - podmienena aktivaciou vybranych génov po
expozicii antibiotikam, pricom tieto gény su prirodzene pritomné v genéme
baktérie, avSak ich expresia je regulovana podmienkami prostredia (tab. 5).
Indukovatelna rezistencia je klinicky vyznamna najma z dévodu, ze mbdze byt
prehliadnuta pri rutinnom testovani citlivosti. Preto sa v mikrobiologickych
laboratériach pouzivaju Specifické fenotypové testy (napr. D-test) a druhovo
Specifické interpretacné kritéria, aby sa predisSlo terapeutickému zlyhaniu v
dosledku selekcie indukovatelne rezistentnych subpopulacii pocas liecCby.
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Tab. 4: Priklady vrodenej antimikrobialnej rezistencie

Mikroorganizmus

Antimikrobialne latky, voéi ktorym je

pritomna prirodzena rezistencia

Rod Bacteroides (anaerébne baktérie)

Aminoglykozidy, viaceré B-laktamové
antibiotika, chinolény

Vsetky gram-pozitivne baktérie

Aztreonam

Rod Enterococcus

Aminoglykozidy (nizke hladiny), cefalosporiny,

linkozamidy

Listeria monocytogenes

Cefalosporiny

VSetky gram-negativne baktérie

Glykopeptidy, lipopeptidy

Escherichia coli Makrolidy
Klebsiella spp. Ampicilin
Serratia marcescens Makrolidy

Pseudomonas aeruginosa

Sulfonamidy, ampicilin, cefalosporiny 1. a 2.

generacie, chloramfenikol, tetracyklin

Stenotrophomonas maltophilia

Aminoglykozidy, B-laktamy, karbapenémy,
chinoldny

Acinetobacter spp.

Ampicilin, glykopeptidy

Tab. 5: Priklady indukovatelnej antimikrobialnej rezistencie

Mikroorganizmus Mechanizmus Indukény faktor Mechanizmus
rezistencie ucinku
Enterobacter cloacae, Produkcia Cefalosporiny 1. a 2. Hydrolyzacia B-

Citrobacter freundii, Serratia
marcescens, Morganella
morganii, Providencia stuartii,
Pseudomonas aeruginosa

indukovatelnej
AmpC B-laktamazy

generacie, peniciliny

laktdmového kruhu
antibiotika

Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae

Indukovatelna
expresia
erm(A)/erm(C) génu

Makrolidy (napr.
erytromycin)

Metylacia 23S rRNA >
znizena vazba
klindamycinu

Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

Aktivacia effluxnych
pump (napr. MexAB-

Chinolény,
tetracykliny,

Aktivne vylu¢ovanie
antibiotika z bunky

OprM) karbapenémy
Enterococcus faecalis, Indukovatelna Vankomycin, Zmena Struktdry
Enterococcus faecium expresia vanA/vanB teikoplanin cielového miesta

génov

2.2,

Ziskanarezistencia

Ziskana rezistencia predstavuje schopnost mikroorganizmov odolavat Ucinku

antibiotik v dosledku genetickych zmien alebo ziskania novych genetickych

determinantov rezistencie. Na rozdiel od vrodenej rezistencie, ktora je predvidatelna pre

urCitydruh alebo rod, ziskanarezistencia sa mdze typicky objavit len u niektorych kmenov

daného druhu a jej pritomnost je preto nutné laboratérne overovat testovanim

prostrednictvom fenotypovych alebo genotypovych metdd.
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Mechanizmy ziskanej rezistencie suU geneticky podmienené a vznikaju dvoma

hlavnymi sp6sobmi:

A)

B)

Mutaciami v genéme baktérii - mutacie v bakterialnom gendme mozu vzniknut
spontanne alebo ako désledok selekéného tlaku antibiotika. V désledku tychto
mutacii moéze dochadzat k modifikacii cielového miesta ucinku antibiotika, k
znizeniu afinity antibiotika k tomuto cielu, pripadne k zvySenej expresii efluxnych
pump, ¢o vedie k znizeniu intracelularnej koncentracie antibiotika.
Horizontalnym prenosom génov - na rozdiel od vertikalneho prenosu geneticke;j
informacie, pri ktorom su gény rezistencie prenasSané pocas delenia, horizontalny
prenos génov predstavuje prenos genetického materialu medzi réznymi
baktériami, a to aj naprie¢ druhmi alebo rodmi. Tento mechanizmus zohrava
zasadnu ulohu pri rychlom Sireni antimikrobialnej rezistencie v bakterialnych
populéaciach.

Horizontalny prenos génov sa uskutocnuje tromi hlavnymi spésobmi (obr. 4):

A. Konjugacia B. Transformacia C. Transdukcia

Bakteriélna_ DNA Vil DNA fragmenty ¢
- plasmid ]
(/ ) _—Virusovd DNA

\;/ﬁ Lg/\/ 4 \‘ i D . @ / Goe) Bakterialna DNA

Rozpadnuta Bakteridlna bunka

Y bakterialna bunka
(/_ N S ~ e
( y i e 2
(&> O )

Integrécia DNA fragmentov
(¢) O
o A A
' 2l

/—Fragmenty bakterialnej DNA

)<

o b) vij“riKépie virusovej DNA

J

w
i
gl

<

o)
Transformovana bakteridlna bunka Skladanie virionu ) l i

&

Transdukcia cielovej
bakterialnej bunky

Obr. 4: Mechanizmy horizontalneho prenosu génov u baktérii — konjugacia,
transformacia a transdukcia

Konjugacia — najcastejsi a klinicky najvyznamnejsi mechanizmus horizontalneho
prenosu. Pri konjugacii dochadza k priamemu kontaktu medzi dvoma baktériami
prostrednictvom Struktdr v bunkovej membrane (najCastejSie prostrednictvom
pilusov), cez ktoré sa prenasaju plazmidy alebo iné mobilné genetické elementy
(napr. transpozdny, integrény), ktoré mézu niest viacero génov rezistencie, ¢o
umoziuje vznik multirezistentnych kmenov. Tento proces je zodpovedny za vznik
a Sirenie viacerych epidemiologicky vyznamnych bakterialnych druhov (napr.
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Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium alebo
Pseudomonas aeruginosa) s kombinovanou rezistenciou na [B-laktamové
antibiotika, aminoglykozidy Ci fluorochinolény.

° Transformacia—ide o proces, pri ktorom baktéria prijima volnu DNA z prostredia,
najCastejSie pochadzajucu z rozpadnutych buniek. Ak prijata DNA obsahuje gén
rezistencie a uspeSne sa integruje do gendmu, baktéria nadobudne novy
rezistentny fenotyp.

° Transdukcia — prenos genetickej informacie zabezpecCuju bakteriofagy (virusy
infikujuce baktérie). Pocas infekEného cyklu mézu preniest Usek DNA z jednej
baktérie do inej, ¢im sprostredkuju horizontalny prenos génov, vratane génov
rezistencie.

2.3. Mechanizmy antimikrobialnej rezistencie

Bez ohladu na to, ¢i je antimikrobialna rezistencia vrodena alebo ziskana, jej
zéklad spocivavrelativhe malom pocte evolu¢ne konzervovanych mechanizmov, ktorymi
baktérie dokazu zabranit Ucinku antimikrobialnych latok (obr. 5). Tieto mechanizmy
predstavuju vysledok dlhodobého selekéného tlaku prostredia a su zdsadnym prejavom
adaptability mikroorganizmov.

V principe sa rozliSuju Styri hlavné mechanizmy bakterialnej rezistencie:
A) Enzymaticka inaktivacia alebo modifikacia antibiotika

Jednym z najrozSirenejSich mechanizmov antimikrobidlnej rezistencie u
patogénnych baktérii je enzymaticka inaktivacia alebo chemicka modifikacia antibiotika.
Tento mechanizmus je obzvlast efektivny, pretoze nevyzaduje zmenu Struktdrnych alebo
fyziologickych komponentov baktérie. V porovnani s mutaciami cielovych Struktur teda
zvyCajne nesuvisi s vyraznou stratou biologickej zdatnosti (tzv. fitness cost).

Enzymaticka inaktivacia

Inaktivacia predstavuje proces, pri ktorom enzym tvoreny baktériami rozklada
alebo posSkodzuje chemickd Strukturu antibiotika tak, Ze sa stava neudcinnym.
NajznamejSim prikladom su B-laktamazy, ktoré hydrolyzuju amidovu vazbu B-
laktamového kruhu penicilinov, cefalosporinov, monobaktdmov &i karbapenémov. Tieto
enzymy sa vyvinuli ako prirodzena odpoved mikroorganizmov produkujucich B-laktamoveé
antibiotika a dodnes predstavuju najrozsirenej$i mechanizmus rezistencie. Specifickym
podtypom su Sirokospektralne B-laktamazy, ktoré vznikli mutaciami pévodnych B-
laktamaz a poskytuju rezistenciu nielen voc&i penicilinom, ale aj vo¢i novogeneracnym
cefalosporinom. Dal$im prikladom su karbapenemadzy, ktoré hydrolyzuju karbapenémy
(napr. imipeném alebo meropeném).
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Obr. 5: Mechanizmy antimikrobialnej rezistencie

Mechanizmus Uc¢inku B-laktamaz je v principe rovnaky, avSak ich lokalizacia a

spOsob Ucinku sa liSia:

° Gram-pozitivne baktérie, najma Staphylococcus aureus, produkuju B-laktamazy,
ktoré su vylucované do okolitého prostredia. Hydrolyzuju tak antibiotikum esSte
predtym, ako sa dostane k cielovému miestu (napr. penicilin viazucemu proteinu
v bunkovej stene). Az 90 % klinickych izolatov stafylokokov je rezistentnych na
penicilin v désledku produkcie tychto enzymov.

° Gram-negativne baktérie, ako Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Ci
Acinetobacter spp., maju B-laktamazy lokalizované v periplazmatickom priestore,
kde su strategicky umiestnené na zachytenie a hydrolyzu antibiotika, ktoré
prechadza cez porinové kanaly vonkajSej membrany.

Enzymaticka modifikacia

Okrem priamej degradacie maju baktérie schopnost chemicky modifikovat
antibiotika prostrednictvom Specifickych enzymov, ¢im znizuju ich vazbovu afinitu
k cielovému miestu.

20



Priklady enzymatickej modifikacie:

. Aminoglykozidy mo6zu byt modifikované acetyltransferazami, fosfotransferazami
alebo nukleotidyltransferazami, ktoré menia hydroxylové alebo aminoskupiny
lieCiva a zniZuju jeho vazbu na ribozomalne podjednotky.

. Makrolidy su modifikované fosfotransferazami alebo esterazami, ktoré zabranuju
ich naviazaniu na 50S podjednotku ribozému.

. Linkozamidy (napr. klindamycin) su inaktivované nukleotidyltransferazami
kédovanymi génmi lnu(A) a (nu(B).

° Fenikoly (napr. chloramfenikol) a streptograminy su acetylované pomocou
acetyltransferaz, ¢im sa meniich konformacia a znizuje inhibi¢na aktivita.

. Rifamyciny, zakladné lieciva pri lieCbe Mycobacterium tuberculosis, su cielom
ADP-ribozyltransferaz, glykozyltransferaz, fosfotransferaz a monooxygenaz, ktoré
menia ich chemicku Struktdru a brania vazbe na RNA polymerazu.

B) Zmena cielového miesta

Uginnost vaésiny antibiotik je zalozend na ich $pecifickej vazbe na dolezité
bakterialne cielové Struktury. Ak dbéjde k Strukturalnej zmene cielovej molekuly,
antibiotikum stradca svoju vazbovl afinitu a tym aj ucéinnost. Tento mechanizmus
rezistencie patri medzi najcastejSie a klinicky najvyznamnejSie formy ziskanej
rezistencie.

Mutacie v cielovych génoch

Najjednoduchsim spdsobom vzniku rezistencie je bodovd mutacia v géne
kédujucom cielovy protein. Mutovany protein si zachovava svoju fyziologicku funkciu, no
antibiotikum sa nan uz nedokaze ucinne naviazat.

Priklady:

. Fluorochinolény pdsobia inhibiciou DNA gyrazy (alebo aj topoizomerazy Il - enzym
zabezpecujuci superspiralizaciu bakterialnej DNA) a topoizomerazy IV (enzym
zodpovedny za separaciu dcérskych chromozémov po¢as bunkového delenia).
Mutacie v génoch gyrA, gyrB, parC alebo parE vedu k zniZeniu vazby antibiotika na
tieto cielové enzymy, ¢im vznika rezistencia.

° B-laktamy inhibuju penicilin viazuce proteiny (PBP), ktoré sa podielaju na syntéze
bunkovej steny. Zmeny v tychto proteinoch sp6sobuju znizenu vazbu B-laktdamu a
pokracovanie syntézy bunkovej steny aj v jeho pritomnosti. Typickym prikladom je
meticilin-rezistentny Staphylococcus aureus (MRSA), ktory produkuje alterovany
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PBP, kdédovany génom mecA. Tento protein ma nizku afinitu k vSetkym B-
laktdmovym antibiotikam, ¢o robi MRSA rezistentnym na peniciliny, cefalosporiny
aj karbapenémy. Podobny mechanizmus sa uplatiuje prirezistencii Enterococcus
faecium a Streptococcus pneumoniae.

Posttranslacné modifikacie cielovych molekiil

Niektoré baktérie vyuzivaju enzymaticki modifikaciu cielovej molekuly, ktora
branivazbe antibiotika bez zmeny samotného génu.

Priklady:

° Metylacné zmeny rRNA spbdsobené metyltransferazami su zodpovedné za
rezistenciu voc¢i makrolidom, linkozamidom a streptograminom. Metylacia 23S
rRNA zabranuje vazbe antibiotika na ribozém.

° Metylacné zmeny 16S rRNA vedu k vysokej urovni rezistencie na aminoglykozidy,
pretoze brania ich vazbe na ribozomalnu podjednotku 30S.

. Pri rezistencii na kolistin je cielovy lipopolysacharid modifikovany pridanim
fosfoetanolaminu prostrednictvom Specifickych transferaz, ¢im sa meni néboj
membrany a znemoznuje interakciu s lieC¢ivom. Tento mechanizmus je bud
chromozomalne koédovany, alebo prenaSany prostrednictvom plazmidov
(podkapitola 2.2)

Ochrana cielovych molekaul

Niektoré baktérie si vyvinuli proteiny, ktoré nebrania priamemu naviazaniu
antibiotika, ale chrania cielovi molekulu alebo obnovuju jej funkciu aj po naviazani
lie€iva, ¢im zniZuju ucinnost antibiotika.

Priklady:

° Qnr proteiny chrania bakteridalne topoizomerazy pred uc¢inkom chinolénovych
antibiotik tym, Ze znizuju ich vazbu na cielové enzymy. Samostatne sprostredkuju
len nizku uroven rezistencie, avSak v kombinacii s mutaciami v géne gyrA vedu k
vyraznému zvySeniu minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC).

° FusB proteiny u Staphylococcus aureus poskytuju rezistenciu voci fusidovej
kyseline tym, zZe umoznuju elongaciu proteinu aj v pritomnosti viazaného
antibiotika.

° ABC-F proteiny chrania ribozém pred antibiotikami viazucimi sa na

peptidyltransferazové centrum, ako su makrolidy, linkozamidy, streptograminy ¢&i
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pleuromutiliny. Tieto proteiny sa viazu na komplex ribozém-antibiotikum a
spdsobuju uvolnenie antibiotika, ¢im obnovuju translaciu.

C) Znizena priepustnost bunkovych membran

Uginnost vadsiny antibiotik zavisi od ich schopnosti prenikntt cez bunkové
membrany baktérii. Rezistencia na principe zniZzenej priepustnosti je typicka pre gram-
negativne baktérie, nakolko suUcastou ich Struktliry je vonkajSia membrana, ktord
umoznuje vymenu Zzivin, no zaroven brani vstupu mnohych antimikrobidlnych latok,
najma tych, ktoré su hydrofilné alebo maju va¢siu molekulovd hmotnost. Naopak, gram-
pozitivhe baktérie neobsahujuvonkajSiu membranu, a preto suvSeobecne priepustnejsie
pre tieto latky. Rezistencia zalozend na znizenej priepustnosti je pre ne preto
zriedkavejSia a zvyCajne suvisi so zmenami v zloZeni cytoplazmatickej membrany (napr.
v pomere fosfolipidov a mastnych kyselin), ktoré ovplyviuju jej tekutost a tym aj transport
lieCiv. Mykobaktérie predstavuju osobitnu skupinu, kedze ich bunkova stena obsahuje
hrubu lipidovu vrstvu a suc¢astou mykobakteridlnej bunky je aj polysacharidovy obal, ¢im
vyrazne obmedzuju vstup hydrofilnych molekul.

Zasadnu ulohu zohravaju poriny, ktoré sa liSia svojou velkostou a su sucastou
vonkajSej membrany gram-negativnych baktérii. Prave zmeny v pocéte, Strukture alebo
funkcii porinov su ¢astou pri¢inou klinicky vyznamnej rezistencie.

Priklady:

. Klebsiella pneumoniae Casto vykazuje stratu alebo Strukturalnu modifikaciu
porinov vonkajSej membrany, ¢o vedie k zniZzeniu permeability pre karbapenémy a
nasledne k rozvoju rezistencie voci tymto antibiotikam.

° Multirezistentné kmene Esherichia coli mbézu niest mutacie v Specifickych
génoch, ktoré menia elektricky naboj porinov a ovplyviuju prienik cefotaximu,
gentamicinu i imipenému.

° U Pseudomonas aeruginosa je rezistencia na karbapenémy Casto spojena so
stratou porinov, ktoré sprostredkidvaju ich transport do bunky. Tento
mechanizmus byva kombinovany s dalSimi, ako je zvySeny eflux alebo produkcia
B-laktamaz.

° Acinetobacter baumannii disponuje len malym poétom uzko Specifickych porinov,
ktoré su spojené so znizenou nepriepustnostou pre hydrofilné antibiotika
(napriklad B-laktamy a aminoglykozidy).
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D) Aktivny transport

Jednym z hlavnych mechanizmov antimikrobialnej rezistencie je aktivne
odcéerpavanie (resp. transport) antibiotik z bunky prostrednictvom Specializovanych
transportnych systémov, tzv. efluxnych pump. Tieto systémy aktivhe odstranuju
molekuly antibiotik z cytoplazmy alebo periplazmatického priestoru eSte predtym, ako sa
lie€ivo naviaze na cielové miesto. Tym dochadza k znizeniu intracelularnej koncentracie
antibiotika. Na rozdiel od pasivnych mechanizmov (ako znizena priepustnost), ide
vtomto pripade o aktivny proces vyuzivajuci energiu vo forme protonového gradientu
alebo ATP. Efluxné pumpy su navySe polysubstratové, ¢o znamenda, ze dokazu
rozpoznavat a exportovat r6zne typy latok s odliShou chemickou Strukturou a prispievat
k multirezistencii.

Grampozitivne baktérie maju jednoduchsie efluxné systémy, ktoré zvyCajne
pozostdvaju z jedného proteinu lokalizovaného v cytoplazmatickej membrane.
Gramnegativne baktérie vyuzivaju viaczlozkové efluxné systémy, ktoré prepajaju vSetky
vrstvy bunkovej steny a umozZiuju priamy transport substratu z cytoplazmy do
extracelularneho priestoru.

Niektoré baktérie maju efluxné pumpy konstitutivne exprimované, ¢o predstavuje
prirodzeny mechanizmus rezistencie. Casté je vSak aj ziskand rezistencia, pri ktorej
vplyvom selekéného tlaku antibiotika dochadza k mutaciam v génoch regulujicich
expresiu efluxnych pump, ¢o vedie k ich nadmernej expresii a zvySenému vyluc¢ovaniu
antibiotika z bunky. Tento mechanizmus spdsobuje pokles intracelularnej koncentracie
antibiotika a tym aj zniZzenie jeho ucinnosti.

Priklady:

° Esherichia coli - rezistencia na B-laktamy, tetracykliny, fluorochinolény,
chloramfenikol, makrolidy.

° Pseudomonas aeruginosa — Siroké spektrum rezistencie na viaceré triedy
antibiotik.

° Acinetobacter baumannii —rezistencia na B-laktamy, aminoglykozidy, makrolidy.

° Neisseria gonorrhoeae — rezistencia na penicilin, tetracyklin, makrolidy.

° Staphylococcus aureus -rezistencia na fluorochinoldny.
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Tab. 6: Prehlad hlavnych mechanizmov antimikrobialnej rezistencie a typickych

patogénov

Mechanizmus

Najcastejsie baktérie
(priklady)

Triedy ATB, ktorych sa to ¢asto
tyka

Enzymaticka inaktivacia /
modifikacia antibiotika

Enterobacterales (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter spp.),
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii;
Staphylococcus aureus

B-laktamy (peniciliny,
cefalosporiny, monobaktamy,
karbapenémy), aminoglykozidy,
makrolidy, linkozamidy, fenikoly,
rifamyciny

Zmena cielového miesta

Staphylococcus aureus (MRSA),
Streptococcus pneumoniae,
Enterococcus faecium;
Enterobacterales

B-laktamy, fluorochinolény,
dalSie podla ciela (napr.
rifamyciny)

Ochrana / modifikacia ciela
(posttranslacné mechanizmy)

Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp.;
Enterobacterales

makrolidy-linkozamidy-
streptograminy, aminoglykozidy,
chinolény, kyselina fusidova

Znizena priepustnost bunkovej
steny / membrany

Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter
baumannii; Mycobacterium
tuberculosis

najma hydrofilné ATB; u G-
vyrazne B-laktamy (Casto
vratane karbapenémov)

Aktivny eflux Escherichia coli, Pseudomonas | tetracykliny, fluorochinolény,
aeruginosa, Acinetobacter makrolidy, chloramfenikol, 8-
baumannii, Neisseria laktamy (podla typu pumpy)
gonorrhoeae, Staphylococcus
aureus

Zhrnutie kapitoly

Antimikrobialna
schopnostou

rezistencia
mikroorganizmov

odolavat

predstavuje globalny problém,
Ucinku

podmieneny

antimikrobidlnych latok

prostrednictvom vrodenych Strukturalnych vlastnosti alebo ziskanych genetickych
zmien. Vrodena a indukovatelna rezistencia vyplyva z inherentnych charakteristik
baktérii, ktoré zahfhaju nepritomnost cielovej Struktury, nizku priepustnost bunkovych
membran alebo regulovanu syntézu enzymov, ktoré modifikuju vybrané skupiny
antibiotik. Ziskana rezistencia vznikd mutdciami vcielovych génoch po vystaveni
prostrednictvom

antibiotiku alebo horizontdlnym prenosom génov (plazmidmi)

transformacie, transdukcie a najma konjugacie.

Mechanizmy rezistencie moZzno zhrnut do Styroch zakladnych stratégii:
enzymatickej inaktivacie alebo chemickej modifikacie antibiotika, zmeny cielového
miesta, znizenej permeability bunkovej membrany a aktivheho efluxu. Tieto mechanizmy
sa ¢asto kombinuju a podmienuju vznik multirezistentnych a extenzivne rezistentnych
Klebsiella

pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus

kmenov vyznamnych klinickych patogénov, vratane Escherichia coli,

aureus a Mycobacterium tuberculosis. Systematické pochopenie tychto procesov je
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nevyhnutné v diagnostike rezistentnych patogénov a naslednom nastaveni vhodného
lieCebného rezimu.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

1. Ktoré tvrdenie najlepSie charakterizuje prirodzenu (vrodenu) rezistenciu?
A. Vznika vplyvom génovych mutacii ako odpoved na antibioticku liecbu.

B. Je stabilne pritomna u vSetkych kmenov daného druhu.

C. Prendsa sa len prostrednictvom plazmidov.

D. Vznika len po dlhodobom vystaveni baktérie nizkym davkam antibiotik.

2. Ktory mechanizmus umoznuje horizontalny prenos génov naprie¢ druhmi a je
najvyznamnejsi pre vznik MDR?

A. Konjugacia

B. Transdukcia

C. Transformacia

D. Sporulacia

3. Prirodzena rezistencia niektorych gram-negativhych baktérii na makrolidové
antibiotika je zapric¢inena:

A. Produkcia makrolid-hydrolyzujucich enzymov

B. Produkcia beta-laktamaz

C. Alteracia cielového miesta

D. Nepriepustnost vonkajSej membrany

4. Preco indukovatelnarezistencia nemusi byt zachytena rutinnym testom citlivosti?
A. Testy sa vykonavaju pri prilis nizkej teplote.

B. Krezistencii dochadza az po kontakte s antibiotikom.

C. Baktérie pocCas testu neuvolhuju prislusné enzymy.

D. Antibiotikum je vzdy degradované v agare.

5.Z akého dovodu je modifikacia cielového miesta antibiotik (napr. metylacia rRNA)
c¢asto spojena s multirezistenciou?

A. Metylacia zaroven aktivuje efluxné pumpy.

B. Metylacia degraduje antibiotika.

C. Rovnaké vazbové miesto zdiela viac tried antibiotik.

D. Ribozémy prestanu fungovat.
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6. U pacienta diagnostikovaného s infekciou makkych tkaniv bol ako povodca
potvrdeny Staphylococcus aureus rezistentny na vSetky B-laktamové antibiotika.
Najpravdepodobnejsi mechanizmus je:

A. Aktivacia efluxnych pump

B. Mutacia 16S rRNA

C. Enzymaticka degradacia B-laktamovych antibiotik

D. Alteracia cielového miesta (PBP)

7. Preco je kombinovana lieCba ucinna pri prevencii vzniku rezistencie u
mykobaktérii?

A. Jednotlivé lieCiva zasahuju odliSné molekularne ciele, ¢im sa minimalizuje riziko
selekcie mutantov rezistentnych voci jednej latke.

B. Mykobaktérie disponuju vrodenou citlivostou vylu¢ne na kombinované lieCebné
rezimy.

C. Kombinované rezimy primarne redukuju farmakologicku toxicitu jednotlivych latok.
D. Kombinovana terapia znizuje selek&ny tlak antibiotik.

Spravne odpovede na strane 84.
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3.TRADICNE MIKROBIOLOGICKE METODY

Diagnostika infek&nych ochoreni v klinickej mikrobioldgii zahffia sled navzajom
nadvazujucich laboratérnych krokov, ktoré vedu k identifikacii pévodcu a charakterizacii
jeho vlastnosti nevyhnutnych pre spravne nastavenie terapeutického rezimu. Medzi
zéakladné kroky patria:

A) priame vySetrenie klinického materialu — mikroskopicka a/alebo antigénova
detekcia pritomnosti mikroorganizmu priamo vo vzorke,

B) kultivacia mikroorganizmu - umoznuje jeho izolaciu a namnoZenie v
laboratérnych podmienkach,

C) identifikacia izolovaného agensu a testovanie jeho vlastnosti, vratane citlivosti
na antimikrobialne latky,

3.1. Mikroskopia

Mikroskopia patri medzi najCastejSie pouzivané metddy v klinickej mikrobiolégii.
Uplathuje sa pri priamom vySetreni klinického materidalu ako aj pri charakterizacii
mikroorganizmov po ich kultivacii.

Pouzity typ mikroskopie zavisi od druhu mikroorganizmu a typu vzorky. V
klinickych laboratériach sa najCastejSie vyuzivaju:

o svetelna mikroskopia - Standardna forma optickej mikroskopie, naj¢astejSie
vyuzivana na detekciu mikroorganizmov farbenych podla Grama alebo Ziehl-
Neelsena,

o fluorescenéna mikroskopia - vyuziva fluorescenéné farbiva (fluorochromy)
viazuce sa Specificky na patogény, umoznuje rychlu a citlivd detekciu (napr.
mykobaktérii, virusov alebo parazitov).

Iné typy, ako mikroskopia temného pola ¢i elektronova mikroskopia, sa v rutinnych
klinickych laboratériach pouzivaju len vynimocne a su doménou referencnych alebo
vyskumnych pracovisk (tab. 7).

Tab. 7: VyuZitie mikroskopickych metdd v zavislosti od typu organizmu

Typ organizmu Svetelna Fluorescenéna Mikroskopia Elektronova
mikroskopia mikroskopia tmavého pola mikroskopia
Baktérie + + + +
Huby + + - —
Parazity + + _ +
Virusy — + — +

+ - bezne vyuzivana, + - obmedzené vyuzitie, — - takmer nevyuzivana
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Zakladné farbenia

Farbiace techniky mézu byt aplikované priamo na klinickom materiali, alebo na
preparatoch pripravenych z kultivovanych mikroorganizmov. Priame farbenie zo vzorky
umoznuje rychlu orientacnu informaciu o pritomnosti a mnozstve mikroorganizmov, ako
aj o type ostatnych buniek pritomnych v materiali, napriklad leukocytoch, ¢i epitelovych
bunkach.

A) Farbenie podla Grama

Gramovo farbenie je zakladna farbiaca metdda v klinickej mikrobiolégii, ktora sa
primarne pouziva na rozliSenie gram-pozitivnych a gram-negativnych baktérii na zaklade
rozdielnej stavby ich bunkovej steny (najma obsahu peptidoglykanu). Grampozitivne
baktérie (napr. Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes) si po odfarbeni
alkoholom zachovavaju fialové sfarbenie vdaka hrubej vrstve peptidoglykanu.
Gramnegativne baktérie (napr. Escherichia coli, Neisseria meningitidis) maju tenSiu
bunkovu stenu a po odfarbeni alkoholom sa nasledne farbia na ruzovo (safraninom).

B) Farbenie podla Ziehl-Neelsena

Pouziva sa na detekciu acidorezistentnych baktérii, respektive baktérii, ktoré
obsahuju v bunkovej stene mykolové kyseliny (Mycobacterium spp., Nocardia spp.).
Preparaty sa farbia karbolfuchsinom a odfarbuju kyslym alkoholom, pricom
acidorezistentné baktérie si zachovavaju Cervené (pripadne ruzové) zafarbenie.

C) Fluorescenéné farbenie

Fluorescencéné farbenie predstavuje vysoko citlivi metddu detekcie
mikroorganizmov zalozend na pouziti fluorochromov. Fluorochrémy emituju svetlo
urditej vinovej dizky po excitacii UV alebo modrym svetlom, &im umoziuju vizualizaciu
mikroorganizmov pod fluorescenénym mikroskopom.

RozliSujeme dva hlavné typy fluorescencnych farbeni:

° klasické fluorescencéné farbenie - pri tejto technike sa fluorochrémy priamo
selektivne/neselektivne viazu na urcité Struktury mikroorganizmov. Prikladom je
auramin-rhodaminové farbenie, ktoré sa pouziva najma na detekciu
acidorezistentnych baktérii (Mycobacterium spp.), Casto ako senzitivnejSia
alternativa k farbeniu podla Ziehl-Neelsena,

° imunofluorescencia (priama alebo nepriama) - ide o techniku, pri ktorej je
fluorescencéné farbivo naviazané na Specificku protilatku. Tato protilatka sa
selektivne viaze na povrchové antigény cielového patogénu. Imunofluorescencia
sa pouziva na priame dbkazy Specifickych baktérii, ako napriklad Bordetella
pertussis, Legionella pneumophila, Chlamydia trachomatis, ale aj pri detekcii
virusov ¢i parazitov (napr. Pneumocystis jirovecii).
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3.2. Kultivacia

Kultivacia predstavuje zakladnu mikrobiologicki metddu, ktorej cielom je umoznit
rast mikroorganizmov (naj¢astejSie baktérii) mimo ich prirodzeného prostredia. Spociva
v prenose mikroorganizmov z miesta infekcie na zivné pody alebo do Specialnych médii,
ktoré simuluju podmienky potrebné na ich mnoZenie. Po naraste v kultivathom médiu sa
bakterialne kolénie zvy€ajne daju pozorovat volnym okom bez potreby mikroskopie, ¢o
umoziuje naslednu identifikaciu pomocou biochemickych, imunologickych alebo
molekularnych metéd.

Prechod z in vivo prostredia hostitela do in vitro laboratérnych podmienok vSak
predstavuje pre mikroorganizmy znacnu vyzvu. V ludskom organizme prezivaju v
Specifickych metabolickych a fyziologickych podmienkach, pricom vyuzivaju komplexné
interakcie s tkanivami hostitela. Nahla zmena prostredia znamena, Ze ich prezitie arastv
laboratériu su podmienené dostupnostou esencialnych Zivin a vhodnymi fyzikalno-
chemickymi podmienkami, ako su teplota, pH a pritomnost kyslika. Vhodné rastové
podmienky boli objasnené pre vacsinu klinicky relevantnych baktérii. Existuju vSak aj
vynimky ako napriklad Treponema pallidum (pbvodca syfilisu) alebo Mycobacterium
leprae (pbvodca lepry), v pripade ktorych rastové naroky nie su doposial dostatocne
objasnené.

Okrem baktérii je mozné pomocou kultivacie diagnostikovat aj niektoré patogénne
huby, napriklad Candida spp., Aspergillus spp. €i dermatofyty. Huby sa kultivuju na
Specialnych médiach (napr. Sabouraudov agar) a vyZzaduju dlhsi ¢as inkubacie (Casto
niekolko dni az tyzdnov). Morfolégia koldnii a mikroskopicky vzhlad mycélia alebo
kvasinkovych buniek tvoria zaklad ich identifikacie.

Virusy, na rozdiel od baktérii a hub, nie je mozné kultivovat na beznych Zivnych
pbédach, kedZe ide o obligatne intracelularne parazity. Na ich kultivaciu su potrebné zZivé
bunkové linie (tzv. bunkové kultury). Tato metdda je technicky naroéna, dasovo zdihavé a
dnes je ¢asto nahradzana molekularno-biologickymi alebo imunologickymi metédami.

Na uspesnu kultivaciu mikroorganizmov sa pouzivaju rézne typy zivhych médii,
ktoré zabezpecuju potrebné podmienky naich rast. Na zaklade konzistencie sa rozdeluju
na tuhé (obsahujuce agar) atekuté média. Podla ucelu pouzitia v diagnostickej
mikrobioldgii sa rozdeluju na:

a) Obohacovacie média - obsahuju Specifické Ziviny potrebné pre rast narocnejsich
baktérii, ktoré sa mézu v klinickej vzorke nachadzat spolu s inymi, beznejSimi
mikroorganizmami.

b) Nutritivnhe média - obsahuju zakladné Ziviny, ktoré podporuju rast Sirokého spektra
baktérii, vratane tych menej naroc¢nych. Neobsahuju ziadne inhibi¢né latky a
nezvyhodnuju rast konkrétneho mikroorganizmu.
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c) Selektivne média - obsahuju inhibi¢né latky (napr. ZlCové soli, farbiva, antibiotika),
ktoré potlacaju rast niektorych mikroorganizmov a umoznuju rast len uréitych
vybranych druhov.

d) Diferencialne média - umoznuju odliSit baktérie na zaklade ich metabolickych
vlastnosti (napr. schopnost fermentacie sacharidov, produkcia Specifickych
enzymov) pomocou farebnych zmien alebo hemolytickych zén.

e) Kombinované média - mnohé médid maju viacero funkcii sucasne. Priklady:
MacConkey agar je selektivny aj diferencialny (gram-negativne tyCinky + laktézova
fermentacia), krvny agar je nutritivny, ale zaroven diferencialny (typ hemolyzy: napr.
beta-hemolyza S. pyogenes).

Rychlost rastu mikroorganizmov v kultivaénych podmienkach sa vyrazne liSi v
zavislosti od typu patogénu. Bezné baktérie, ako napriklad Escherichia coli alebo
Staphylococcus aureus, vytvaraju viditelné koldnie uz po 18-24 hodinach inkubacie.
Mnohé dalsie klinicky vyznamné baktérie, ako su Brucella spp. alebo Campylobacter
spp., rastu 48-72 hodin. Atypické baktérie, napriklad Legionella pneumophila vyzaduju
Specialne podmienky a ich kultivacia méze trvat aj 5—7 dni. Mimoriadne pomaly rastu
mykobaktérie, najma Mycobacterium tuberculosis, pri ktorych sa prvy rast na pevnych
médiach objavuje ¢asto az po 2 az 6 tyzdnoch.

Pri hubach pozorujeme znacné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami. Kvasinky
ako Candida albicans rastu relativne rychlo (do 24-48 hodin). Filamentdzne huby (napr.
Aspergillus spp., dermatofyty) vyZzaduju dlhsi Cas, pricom rast byva pozorovatelny po 3-7
dnoch, no Uplné narastenie méze trvat aj 10-14 dni. Dimorfné huby, ktoré sa vyskytuju vo
forme kvasiniek aj vlaknitych foriem (napr. Histoplasma capsulatum), rastu eSte
pomalSie a ich kultivacia moze trvat viac nez 3-4 tyzdne.

Kultivacia mikroorganizmov predstavuje zakladny krok v mikrobiologickej
diagnostike, ktory Casto predchadza dalSim laboratérnym metdédam. lzolacia Cistej
kolénie umozniuje nielen presnu identifikaciu patogénu, ale je aj nevyhnutnou
podmienkou pre fenotypové testovanie citlivosti na antibiotika a aplikaciu dalSich
Specifickych technik, ako su biochemickeé testy, MALDI-TOF spektrometria, sérotypizacia
¢i molekularno-biologické metddy. Bez Uspesnej kultivacie by nebolo mozné zabezpedit
spolahlivi a cielene zameranu terapiu, ¢o plati najma pri infekciach sp&sobenych
rezistentnymi alebo atypickymi mikroorganizmami. Kultivacia tak ostava klucovym
pilierom klasickej aj modernej klinickej mikrobiologie.

3.3. Biochemické testy
Po uspesnej kultivacii mikroorganizmu a jeho predbeznej identifikacii na zaklade

morfolégie a farbenia, nasleduje biochemicka charakterizacia. Biochemické testy
vyuzivaju rozdiely v metabolickych a enzymatickych vlastnostiach mikroorganizmov.
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Jednotlivé druhy mikroorganizmov sa liSia schopnostou fermentovat alebo oxidovat
urcité substraty, produkovat Specifické enzymy, menit pH prostredia alebo tvorit
charakteristické metabolity a produkty degradacie. Tieto biochemické procesy sa v
laboratérnych podmienkach deteguju pomocou indikatorov zmeny pH, tvorby plynu,
zakalu, precipitatov alebo zafarbenia kultivacnych médii ¢i testovacich suprav. Testy
moézu byt realizované samostatne alebo v ramci Standardizovanych diagnostickych
panelov, ktoré prestavuju subor testovacich reakcii vo forme mikrotubiciek, ktoré
obsahuju substraty pre jednotlivé biochemické reakcie.

1. Katalazovy test
Test zistuje pritomnost enzymu katalazy, ktory rozklada peroxid vodika na vodu a
kyslik. Vyuziva sa primarne na diferenciaciu medzi stafylokokmi a streptokokmi.
Pozitivny vysledok: Staphylococcus spp., Neisseria spp., Corynebacterium spp.
Negativny vysledok: Streptococcus spp., Arcanobacterium spp.

2. Oxidazovy test

Deteguje pritomnost cytochrom c oxidazy v respirachom retazci baktérie.
V klinickej praxi umoznuje rychlu diferenciacia nefermentujicich gram-negativnych
baktérii.

Pozitivny vysledok: Pseudomonas spp., Neisseria spp., Vibrio spp.

Negativny vysledok: vacSina Enterobacteriaceae (napr. E. coli, Klebsiella spp.)

3. Ureazovy test

Test zistuje pritomnost enzymu ureazy, ktory Stiepi mocovinu na amoniak a oxid
uhlicity. Tento proces vedie k alkalizacii prostredia, ktord mozno detegovat zmenou farby
pH indikatora. Hoci test najde uplatnenie aj pri inych mikroorganizmoch (napr. Proteus
spp., Klebsiella spp., Cryptococcus neoformans), najvyznamnejSia aplikacia v klinickej
praxi dnes spociva v diagnostike infekcie Helicobacter pylori.

4. Indolovy test

Test umoznuje rozliSit baktérie na zaklade schopnosti Stiepit tryptofan na indol.
Primarne vyuzivany pri identifikacii enterobaktérii.

Pozitivny vysledok: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella oxytoca, Vibrio
spp.

Negativny vysledok: Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
spp., Proteus mirabilis

5. Test fermentacie cukrov

Mikroorganizmy mézu fermentovat (anaerébne Stiepit) rézne sacharidy (glukéza,
laktdéza, manitol, arabindza, atd.), pricom vznikaju kyseliny alebo plyny. Vysledkom je

32



zmena pH, pripadne tvorba plynu. Predstavuje zakladny test pre rozliSenie enterobaktérii,
kvasiniek a predbeznu identifikaciu mnohych dalSich baktérii.

6. Citratovy test

Testuje schopnost baktérii vyuzit citrat ako jediny zdroj uhlika. Pozitivha reakcia
vedie k alkalizacii a zmene farby média (z zelenej na modru). V praxi vyuzivany na
diferenciaciu enterobaktérii s podobnym fermentacnym profilom.

Pozitivny vysledok: Klebsiella spp., Enterobacter spp.

Negativny vysledok: Escherichia coli

7. Zlé-eskulinovy test
Test je zalozeny na schopnosti mikroorganizmu rozstiepit eskulin na eskuletin a
glukozu.
Pozitivny vysledok: Enterococcus spp. a Streptococcus bovis/gallolyticus
(skupina D)

Negativny vysledok: vacsina ostatnych skupin streptokokov (A, B, C, G) a iné
gram-pozitivne koky.

8. Test produkcie sirovodika

Test zistuje schopnost mikroorganizmov produkovat sirovodik (H.S) rozkladom
zlu€enin obsahujucich siru (napr. tiosiran sodny, cystein, siriCitany) po¢as metabolizmu.
Primarne vyuzivany pri diferenciacii enterobaktérii, najma pri identifikacii druhov
Salmonella, Francisella a Proteus.

9. Asimilacné testy na identifikaciu kvasiniek a kvasinkovych mikroorganizmov

Asimilacné testy zistuju schopnost kvasiniek a kvasinkovych mikroorganizmov
vyuzit konkrétnu chemicku zlu€eninu (najcastejSie cukor alebo dusikatu zluceninu) ako
jediny zdroj uhlika alebo dusika. Na rozdiel od fermentacnych testov, ktoré sleduju
rozklad substratu spojeny s produkciou kyselin alebo plynov, asimilacné testy hodnotia
schopnost rastu mikroorganizmu v prostredi, kde je dany substrat jedinym zdrojom zivin.
Test sa vykonava bud v tekutych médiach, alebo Standardizovanych paneloch.
Asimilacné testy sa vykonavaju paralelne s viacerymi substratmi, ¢im vznika druhovo
Specificky rastovy profil, vyuzivany pri ich identifikacii (tab. 8).
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Tab. 8: Zakladny asimilacny profil pre vybrané klinicky relevantné kvasinky

Druh kvasinky Glukéza Maltéza Laktéza Trehaléza Galaktéza Inozitol Rafinéza Nitraty

Candida albicans + + - + + - - -
Candida glabrata + - - + + - - -
Candida tropicalis + + - + + - + -
Candida + + - + + - + -
parapsilosis
Candida krusei + - - + + - - -
Cryptococcus + - - - - + - .
neoformans
Saccharomyces + + + + + - + +
cerevisiae
Zhrnutie kapitoly

Klasické mikrobiologické metddy, medzi ktoré patri mikroskopia, kultivacia a
biochemické testy, predstavuju zakladny pilier diagnostiky infekénych ochoreni. Ich
vyhodou je overena spolahlivost, Sirokd dostupnost a schopnost poskytnut dolezité
informacie nielen o pritomnosti patogénu, ale aj o jeho fenotypovych vlastnostiach. Na
druhej strane, nevyhodou tychto metdd je najma Casova narocnost, nakolko mnohé
patogény si vyZaduju niekolkodnovu az tyzdniovu kultivaciu, co méze oddialit stanovenie
diagndzy a zacCiatok cielenej lieCby. Ich citlivost méze byt obmedzena najma v pripadoch,
ked je poCet mikroorganizmov v klinickej vzorke nizky, alebo ak sa pred odberom zacala
antibioticka lie¢ba. Okrem toho sa vysledky niektorych biochemickych a fenotypovych
testov moZu interpretovat subjektivne, ¢o vyzaduje dostatocnu skusenost laboratérneho
personalu. V neposlednom rade je potrebné zdbdraznit, Ze niektoré patogény nie je mozné
v laboratérnych podmienkach bezne kultivovat, ¢o taktiez predstavuje limitaciu tychto
metod.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

1. Ktoré tvrdenie najlepsSie vystihuje tlohu priameho mikroskopického vysSetrenia v
klinickej diagnostike infekénych ochoreni?

A. Nahradza potrebu kultivacie vo vacsine infekcii.

B. SluZi len na hodnotenie kvality klinickej vzorky.

C. Spolahlivo identifikuje baktériu az na droven druhu.

D. Poskytuje rychlu orienta¢nu informaciu o pritomnosti mikroorganizmov.
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2. Aky je hlavny dévod, prec¢o niektoré patogény (napr. Treponema pallidum) nie je
mozné Standardne kultivovat?

A. Ich rast zavisi vyluéne od anaerébnych podmienok.

B. Su inhibované agarom.

C. Ich metabolické naroky nie su v umelych médiach reprodukovatelné.

D. Maju velmi kratky generacny Cas.

3. Ktoré tvrdenie charakterizuje kombinované média, ako je MacConkey agar?
A. Umoznuju kultivaciu vylu¢ne gram-pozitivnych baktérii.

B. P6sobia ako diferencialne aj selektivne médium zaroven.

C. Sluzia len na kultivaciu anaerdbov.

D. Pouzivaju sa primarne na kultivaciu hub.

4. Aky vyznam maju asimilac¢né testy v klinickej diagnostike kvasiniek?

A. VSetky kvasinky maju identicky fermentacny profil, ale rozdielny asimilacny profil.

B. Asimilacné profily umoznuju druhovu diferenciaciu na zaklade vyuzitia Specifickych
substratov.

C. Su rychlejSie nez vietky biochemickeé testy.

D. Umoznuju rast vylu¢ne patogénnych kvasiniek.

5. Ktora vlastnost baktérii rozhoduje o tom, ze zostavaju zafarbené po farbeni podla
Ziehl-Neelsena?

A. pritomnost mykolovych kyselin v bunkovej stene

B. hrubka peptidoglykanovej vrstvy

C. tvorba kapsuly

D. aktivita katalazy

6.V ¢om je hlavny rozdiel medzi fermentaénymi a asimilacnymi testami?
A. Fermentacia prebieha len aerébne.

B. Asimilacné testy nereflektuju metabolické vlastnosti.

C. FermentacCné testy sa pouzivaju len pri hubach.

D. Asimilacia sleduje rast pri vyuzivani substratu bez tvorby kyselin/plynov.

7. V ¢éom spociva hlavna vyhoda imunofluorescencie oproti klasickému
fluorescenénému farbeniu?

A. Je menej technicky naro¢na.

B. Nevyzaduje fluorescencny mikroskop.

C. Ma vySSiu Specificitu vdaka vyuzitiu protilatok.

D. Umoznuje suicasné testovanie citlivosti na antibiotika.
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8. Aky je zakladny rozdiel medzi selektivhym a diferencidlnym kultivaénym médiom?
A. Selektivne médium umoznuje rozliSenie baktérii podla metabolizmu, diferencialne
potlacaich rast.

B. Selektivne médium potlaca rast niektorych mikroorganizmov, diferencialne umoznuje
ich rozliSenie na zaklade biochemickych vlastnosti.

C. Selektivne médium sa pouziva len pre gram-pozitivhe baktérie, diferencialne len pre
gram-negativne.

D. Medzi selektivnym a diferencialnym médiom nie je rozdiel.

9. Ktora kombinacia laboratérnych krokov tvori zaklad klasického diagnostického
algoritmu v klinickej mikrobiolégii?

A. mikroskopia = kultivacia > identifikacia a testovanie citlivosti

B. kultivacia » PCR > mikroskopia

C. séroldgia > kultivacia » mikroskopia

D. PCR > mikroskopia > kultivacia

10. Ktoré médium je najvhodnejsie na kultivaciu patogénnych hub?
A. MacConkey agar

B. Sabouraudov agar

C. krvny agar

D. citratové médium

Spravne odpovede na strane 84.
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4. MOLEKULARNE DIAGNOSTICKE METODY

Rozvoj molekularnej bioldgie vyrazne zmenil diagnostiku infekénych ochoreni,
najma v oblastiach, kde tradi¢né mikrobiologické metédy narazaju na svoje limity.
Molekularne metdédy umoznuju priame, rychle a vysoko Specifické detegovanie
nukleovych kyselin (DNA alebo RNA) patogénov.

Tieto pristupy sa stali neoddelitelnou sucastou modernej klinickej mikrobiolégie,
a to najma pri:

. detekcii tazko kultivovatelnych alebo pomaly rasticich mikroorganizmov (napr.
Mycobacterium tuberculosis),

. identifikacii génov rezistencie voci antibiotikam alebo antimykotikam,

. epidemiologickom typizovani patogénov (napr. pri vyskyte nozokomialnych nakaz,
pripadne charakterizacii ohnisk nakazy),

. monitorovani virusovej naloze a diferencialnej diagnostike akutnych virusovych
infekcii.

4.1. Polymerazova retazova reakcia a jej modifikacie

Zavedenie polymerazovej retazovej reakcie (PCR) koncom 80. rokov 20. storocCia
predstavovalo prelomovy moment v molekularnej biolégii a diagnostike. Metddu prvykrat
opisal Saiki a kol., no najvac¢siu zasluhu na jej koncepcii a klinickej aplikacii ma biochemik
Kary Mullis, ktory za tento objav ziskal v roku 1993 Nobelovu cenu za chémiu. PCR sa stala
prvou metédou cielenej amplifikacie nukleovych kyselin a dodnes patri k
najpouzivanejSim molekularnym technikam v biomedicinskom vyskume a klinickej
diagnostike.

Zakladnym principom PCR je amplifikdcia vybraného useku DNA pomocou
cyklickych zmien teploty a enzymatickej aktivity termostabilnej DNA polymerazy. Na
reakciu su potrebné:

e DNAtemplat,

e dva kratke oligonukleotidové primery, ktoré urcuju ,okraje“ amplifikovaného
Useku (typicky s dizkou 50-1 000 bp),

e zmes volnych deoxynukleotidovych trifosfatov (dNTP),

e termostabilna DNA polymeraza.

PCR prebieha v cykloch, ktoré pozostavaju z troch hlavnych krokov (obr. 6):
1. denaturacia (95-96 °C) — rozpletenie dvojvlaknovej DNA,

2. nasadanie primerov (annealing) (55-65 °C) - nasadenie primerov na
komplementarne Useky,
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3. polymeracia a elongacia (pri 65-75 °C) — syntéza nového vlakna DNA pomocou
polymerazy.

Tieto kroky sa opakuju v desiatkach cyklov (zvy&ajne 25-40), pricom v kazdom
cykle dochadza k exponencialnemu narastu mnozstva cielového tseku DNA. Vysledkom
je velké mnozstvo kopii presne definovaného useku DNA (amplikén), ktoré mozno
nasledne vizualizovat a analyzovat.
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Obr. 6: Princip PCR

Po ukonceni amplifikaGnej reakcie je potrebné overit pritomnost a velkost
vzniknutych PCR produktov. V zakladnej (end-point) PCR sa na tento ucel najcastejSie
vyuziva elektroforéza v agarézovom géle, ktora umoznuje separaciu amplikdbnov podla
velkosti (resp. poCtu bazovych parov) v elektrickom poli.

VacésSina klinickych mikrobiologickych laboratérii dnes rutinne pouziva PCR na
diagnostiku:
e virusovych infekcii (napr. HIV, CMV, HBV, HCV, SARS-CoV-2),
e bakterialnych poévodcov (napr. Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis, Neisseria gonorrhoeae),
o detekciu génov kédujlcich rezistenciu (napr. mecA, blaCTX-M, vanA), pripadne
Specifickych mutacii asociovanych s rezistenciou (napr. mutacia Ser515Thr
v géne katG kédujlca rezistenciu na prvoliniové antituberkulotikum izoniazid).
Aktualny prehlad vSetkych PCR a inych amplifikacnych testov nukleovych kyselin
(NAATs) schvalenych aregistrovanych Spravou potravin alieciv v USA (FDA) pre
diagnostiku infekEnych ochoreni je dostupny na:
https://www.fda.gov/MedicalDevices/ProductsandMedicalProcedures/InVitroDiagnosti
cs/ucm330711.htm.
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4.1.1.Kvantitativha PCR

Kvantitativna PCR (gPCR) predstavuje modernu technolégiu amplifikacie
nukleovych kyselin, ktora umoznuje monitorovanie priebehu PCR reakcie v realnom Case
pomocou fluorescenéne znacenych sond alebo interkalaénych farbiv. Na rozdiel od
klasickej PCR, pri ktorej je detekcia produktu mozna az po ukonceni amplifikacie, qPCR
poskytuje udaje o mnozstve vzniknutych amplikénov pocCas kazdej cyklickej fazy a
eliminuje potrebu post-PCR manipulacie (napr. gélova elektroforéza). Ztoho dévodu je
tato metdéda ¢asovo vyhodnejSia a menej nachylna na pripadnu kontaminaciu.

V sucasnosti jedna z najpouzivanejSich g-PCR technoldégii vyuziva typ sondy
TagMan, ktora obsahuje fluorescenénu farbicku na 5' konci (reportér) a na 3' konci
(zhasac, castejSie sa pouziva vyraz ,quencher®). Pokial su tieto dve molekuly blizko pri
sebe, teda ked je sonda eSte neporuSend, ziadny fluorescenény signal sa neobjavi,
pretoze signal z reportéra je okamzite pohlteny quencherom. Poc¢as PCR reakcie DNA
polymerazarozpozna sondu naviazanu na DNA a pri syntéze nového retazcaju Stiepi. Tym
dbjde k fyzickému oddeleniu reportéra od quencheru, ¢im sa fluorescenény signal uvolni
a stane sa detegovatelnym. Tento signal sa meria po kazdom cykle PCR, pricom jeho
intenzita priamo koreluje s mnozstvom vytvorenej DNA. Velkou vyhodou tejto metddy je,
Ze nevyzaduje tzv. post-PCR analyzy, ¢im sa minimalizuje riziko kontaminacie. NavySe,
vysledky moézu byt k dispozicii uz do jednej hodiny od zacCiatku reakcie, ¢o vyrazne
urychluje diagnostiku.

V pripadoch, ked je geneticky material patogéna vo forme RNA, je pred
amplifikaciou nevyhnutna jej konverzia na komplementarnu DNA (cDNA). Tento krok sa
realizuje pomocou enzymu reverzna transkriptaza a oznaCuje sa ako reverzna
transkripcia. Kombinécia reverznej transkripcie s g-PCR je Standardnou metdédou pri
diagnostike RNA virusov, ako su napriklad SARS-CoV-2, HIV, ¢&i virus chripky.

Okrem TagMan sond existuju aj iné metddy detekcie amplifikovanych produktov.
Jednou z najpouzivanejsich alternativ je SYBR Green, ¢o je fluorescencné farbivo, ktoré
sa neSpecificky viaze na dvojvlaknovi DNA. PoCas PCR sa viaze na kazdy novovzniknuty
produkt a pri naviazani na dvojvlaknovi DNA za¢ne emitovat fluorescencny signal, ktory
je mozné monitorovat pocas kazdého cyklu reakcie. Vyhodou metédy je jednoduchost a
nizSia cena. Nevyhodou je nizSia Specificita, preto TagMan technoldgia predstavuje
vhodnejsiu volbu pre klinicku diagnostiku.

4.1.2.Multiplexova PCR

Multiplexova PCR predstavuje rozSirenie zakladnej PCR, pri ktorej sa do jednej
reakénej zmesi pridavaju primery a sondy pre viacero cielovych sekvencii. Tato stratégia
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umoznuje sUcasnu detekciu viacerych patogénov v jednej reakcii, ¢o vyrazne Setri Cas,
material a tym aj naklady spojené s diagnostikou.

Tato technika je obzvlast uzito¢na v klinickej praxi, kde umoznuje tzv. syndromicky
pristup, teda testovanie skupiny patogénov spojenych s rovnakou klinickou
prezentaciou, napriklad:

. respiracné infekcie (napr. chripka, RSV, SARS-CoV-2, adenovirusy),

o pohlavne prenosné ochorenia (napr. Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, HSV),

. gastrointestinalne infekcie, meningitidy, sepsy a pod.

V sucasnosti je pocet cielov, ktoré mozno v jednej reakcii spolahlivo detegovat,
limitovany dostupnymi fluorescencnymi farbivami, ktoré umoznuju rozlisit zvyCajne 3-4
ciele v jednej g-PCR reakcii. Napriek tomu existuju komeréne dostupné multiplexové
panely schopné detegovat aj 12 a viac patogénov (napriklad QlAstat-Dx Gastrointestinal
Panel dokaze naraz identifikovat az 24 enterickych patogénov v stolici s citlivostou 97,6
%), vyuzivajuce pokrocilé sondy, mikrocCipy alebo viacnasobné reakéné komory. Pocas
pandémie COVID-19 boli vo velkej miere vyuzivané rozsiahle multiplexové panely, ktoré
umozniovali paralelnu detekciu viacerych virusov (napr. SARS-CoV-2, chripka, RSV a
dalSie respiracné patogény). Po odzneni pandémie vSak doSlo k vyraznému posunu
smerom k men§im a cielenejSim diagnostickym panelom. Takyto pristup je praktickejSi a
Setrnejsi z hladiska Casu aj financii a umoznuje rychlejSiu a cielenejSiu diagnostiku u
pacientov s typickou symptomatolégiou. Vyber menSich, cielene zostavenych
diagnostickych panelov zaroven znizuje riziko detekcie klinicky nevyznamnych patogénov
a zlepSuje interpretaciu vysledkov v kontexte konkrétneho klinického obrazu ochorenia.

4.1.3.Digitalna dropletova PCR

Digitalna dropletova PCR (ddPCR) predstavuje vyznamny pokrok v oblasti
molekularnej diagnostiky. Zakladny princip ddPCR spociva v rozdeleni PCR reakCnej
zmesi na tisice az miliény malych kvapiek (dropletov), z ktorych kazda funguje ako
samostatna PCR mikroreakcia. Kazda kvapka moéze (ale nemusi) obsahovat képiu
cielovej sekvencie. Po PCR amplifikacii sa kazda kvapka analyzuje individualne na
pritomnost fluorescencného signalu (obr. 7)

ddPCR nachadza ¢oraz SirSie uplatnenie aj v klinickej mikrobiolégii, avSak vaésina
testov je v suCasnosti urcena iba na vyskumné ucely. Jednou z najvyznamnejsSich oblasti
je kvantifikacia virusovej naloze. ddPCR sa vyuziva napriklad na detekciu HIV-1, virusov
hepatitidy B a C, CMV ¢&i SARS-CoV-2. Vdaka vysokej citlivosti je ddPCR vhodna na
sledovanie efektivity antivirusovej lie¢by, hodnotenie rezidualnej infekcie alebo
diagnostiku v skorych fazach ochorenia. ddPCR umozniuje aj citliva a presnu identifikaciu
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génov alebo konkrétnych mutacii v heterogénnych mikrobidalnych populaciach
zodpovednych za rezistenciu. Potencial tejto metddy sa tiez uplatfiuje v pripadoch, ked'je
potrebné diagnostikovat infekcie z klinického materialu s nizkou bakterialnou nalozou,
napriklad Mycobacterium tuberculosis v extrapulmonalnych vzorkach alebo
meningokoky, pneumokoky a Haemophilus influenzae v mozgovomiechovom moku.
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Obr. 7: Zakladny princip ddPCR metddy

4.2, Izotermalne amplifikacné metédy

Na rozdiel od klasickej PCR, ktora si vyzaduje opakované zmeny teploty pocCas
jednotlivych amplifikacnych cyklov, izotermalne amplifikacné metdédy umozniuju
zmnoZzovanie nukleovych kyselin pri konStantnej teplote. Tieto techniky nevyzaduju
pouzitie termocykléra, ¢im sa vyrazne znizuju technické a pristrojové naroky, skracuje sa
¢as analyzy a rozSiruju sa moZznosti ich vyuzitia v diagnostike priamo na mieste
poskytovania zdravotnej starostlivosti (point-of-care testing, POCT), najmad v
podmienkach s obmedzenymi zdrojmi, ako sU ambulancie, terénna medicina alebo
rozvojove krajiny.

Medzi najznamejSie techniky izotermalnej amplifikacie, ktoré sa skimaju alebo
zavadzaju do klinickej praxe, patria:

e loop-mediated isothermal amplification (LAMP),

e recombinase polymerase amplification (RPA),
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o izotermicka amplifikacia sekvencie nukleovej kyseliny (NASBA),
o amplifikacia zavisla od helikazy (HDA).

Z izotermalnych amplifikanych metdd su v klinickej mikrobioldgii najcastejSie
vyuzivané LAMP a HDA, ktoré sa vdaka svojej jednoduchosti, spolahlivosti a vysokej
citlivosti stali zakladom viacerych diagnostickych systémov a komerénych testovacich
sUprav uréenych na diagnostiku infekénych ochoreni.

Metdéda RPA umoznuje velmi rychlu amplifikaciu uz pri izbovej teplote, zatial ¢o
NASBA je Specializovana na amplifikaciu RNA cielovych sekvencii. Hoci FDA-schvalené
testy pre tieto metddy zatial nie su velmi rozSirené, ich diagnosticky potencial bol
preukazany napriklad pri detekcii RNA virusov a Streptococcus pneumoniae.

4.2.1.Loop-mediated isothermal amplification

Principom metddy je vyuZzitie enzymu Bst DNA polymerazy (pbvodne z Geobacillus
stearothermophilus), ktory ma schopnost tzv. syntézy s vytlaCanim retazca, teda dokaze
syntetizovat novy retazec DNA tak, ze vytlaca pdvodné vlakno bez nutnosti
predchadzajucej denaturacie dvojvlaknovej DNA.

Na rozdiel od klasickej PCR, ktora vyuziva dvojicu primerov viazucich sa na
komplementarne useky DNA, metdda LAMP pracuje so Styrmi az Siestimi Specifickymi
primermi, ktoré rozpoznavaju Sest az osem cielovych oblasti v DNA sekvencii. Zakladnu
zostavu tvoria dva vonkajsie a dva vnutorné primery, ktoré zabezpecuju samotny proces
amplifikacie. Okrem nich sa ¢asto pouzivaju aj tzv. sluc¢kové primery (loop primers), ktoré
vyznamne urychluju priebeh reakcie a zaroven zvySuju jej analyticku citlivost.

Vysledkom je velké mnozstvo DNA produktov so Specifickou Strukturou
pozostavajucou z opakujucich sa usekov cielovej sekvencie. LAMP je primarne navrhnuta
tak, aby umozZnovala jednoduchu vizualizaciu vysledku aj volnym okom, napriklad
prostrednictvom zakalenia reakénej zmesi v dobsledku tvorby pyrofosfore¢nanu
hore&natého alebo zmeny farby pri pouziti pH-indikatorov. Moderné protokoly vSak ¢asto
vyuzivaju fluorescencné farbiva (napr. SYBR Green, etidium bromid) na presnejsiu,
citlivejSiu a kvantifikovatelnu detekciu amplifikacie.

Metdda je Ucinna pri detekcii DNA aj RNA virusov (vratane virusov Dengue, Zika a
SARS-CoV-2), ako aj pri diagnostike tuberkulézy. V pripade RNA patogénov sa pred
samotnou amplifikaciou vyuziva reverzna transkripcia na syntézu komplementarnej
DNA, pricom sa tato modifikacia oznacuje ako RT-LAMP.

Komeréné vyuzitie LAMP sa v poslednych rokoch vyrazne rozSirilo a FDA-
schvalené testy su dostupné napriklad na detekciu Clostridioides (p6évodne oznacované
ako Clostridium) difficile, Salmonella spp., Mycoplasma pneumoniae, streptokokov
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skupiny A a B a Bordetella pertussis. Okrem identifikacie patogénov sa vyznamna ¢ast
suCasného vyskumu zameriava aj na vyuzitie LAMP pri detekcii génov asociovanych s
antimikrobialnou rezistenciou.

4.2.2. Amplifikacia zavisla od helikazy

HDA je izotermalna amplifikacna metdda, ktora umoznuje amplifikdciu DNA bez
potreby cyklickych zmien teploty, podobne ako pri LAMP. Jej princip je zalozeny na
napodobneni prirodzeného mechanizmu replikacie DNA v Zivych bunkach. Kli¢ovym
enzymom je DNA helikaza, ktora pri konStantnej reakénej teplote (zvy¢ajne okolo 60 °C)
rozruSuje vodikové vazby medzi komplementarnymi vidaknami DNA, ¢im zabezpecuje ich
separaciu bez potreby tepelnej denaturacie. Tym sa eliminuje nutnost pouzivania
vysokych teplét, ktoré su nevyhnutné pri klasickej PCR.

Po separacii komplementarnych vlakien DNA pbsobenim helikazy sa na vzniknuté
jednovlaknové Useky naviazu Specifické primery, ktoré slizia ako iniciacné miesta pre
syntézu novych DNA retazcov pomocou DNA polymerazy. Tymto mechanizmom
dochadza k exponencialnej amplifikacii cielovej DNA pri konStantnej reakCnej teplote.

Vyhodou HDA je jej kompatibilita s roéznymi detekénymi technolégiami, vratane
kvalitativnych aj kvantitativhych fluorescenénych metdd. Vdaka tomu mébze byt
realizovana aj na pristrojoch uréenych pre qPCR, ¢o vyrazne zvySuje jej dostupnost a
flexibilitu v laboratdrnej praxi. Zaroven sa HDA javi ako perspektivna metéda pre vyvoj
jednoduchych a prenosnych diagnostickych zariadeni vhodnych na terénne pouZitie a
POCT.

V sucanosti su dostupné FDA-schvalené diagnostické testy pre detekciu herpes
simplexvirusu typu 1 a 2, Clostridioides difficile, ako aj beta-hemolytickych streptokokov
skupin A aB.

4.3. Sekvenovanie a genomické pristupy

Sekvenovanie nukleovych kyselin je analyticka metdda, ktora umoznuje urcit
presné poradie nukleotidov v molekule DNA alebo RNA. Na rozdiel od amplifikacnych
metod, ktoré deteguju iba pritomnost Specifickych usekov nukleovych kyselin,
sekvenovanie poskytuje komplexny prehlad o genetickej informacii gendmu alebo jeho
Casti. Tym vytvara priestor nielen na presnu identifikaciu patogénov, ale aj na skimanie
ich epidemiologickych suvislosti, charakterizaciu mechanizmov antimikrobialnej
rezistencie a virulenénych faktorov. V poslednom desatroci sa sekvenovanie vyrazne
spristupnilo vdaka rozvoju vysokopriepustnych platforiem (sekvenovanie novej
generacie, NGS), ¢im sa stalo neoddelitelnou sucastou klinickej mikrobioldgie aj
verejného zdravotnictva.
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4.3.1.Sangerovo sekvenovanie

Sangerovo sekvenovanie, vyvinuté v 70. rokoch 20. storoCia Frederickom
Sangerom, patri medzi zdkladné metddy urCovania nukleotidovej sekvencie DNA.
Napriek rozvoju vysokopriepustnych sekvenacnych technolégii je nadalej povazované za
zlaty Standard pre analyzu kratkych usekov DNA a predstavuje spolahlivi metddu na
validaciu vysledkov ziskanych inymi molekularno-biologickymi technikami.

Reakcia je zalozena na principe podobnom PCR: DNA polymeraza syntetizuje
nové vlakno DNA na zaklade templatovej molekuly. Na rozdiel od beznej PCR sa vSak
okrem klasickych deoxynukleotidov (dATP, dTTP, dCTP a dGTP) do reakénej zmesi
pridavaju aj dideoxynukleotidy (ddNTP), ktoré postradaju hydroxylovd skupinu na 3'
uhliku ribdzy. Tato skupina je nevyhnutna pre naviazanie dalSieho nukleotidu, a preto po
inkorporacii ddNTP déjde k ukon&eniu syntézy retazca. Kazdy zo Styroch typov ddNTP je
oznaceny Specifickym fluorescencnym farbivom, ktoré po excitacii laserom emituje
svetlo pri odlisnej vinovej dizke. Vysledné DNA fragmenty roéznej dizky sa nasledne
separuju pomocou kapilarnej elektroforézy, kde detektor snima fluorescencény signal a
prevadza ho do sekvencného zaznamu (elektroferogramu). Poradie vzniknutych
fragmentov tak zodpovedd presnému nukleotidovému zlozeniu templatovej DNA.

V sucasnosti sa Sangerovo sekvenovanie vyuziva najma na analyzu jednotlivych
génov a vybranych génovych oblasti, na konfirmac&nu detekciu mutacii identifikovanych
pomocou PCR, ako aj na identifikaciu patogénov pri nejasnej etioldgii infekcie, napriklad
sekvenovanim génu 16S rRNA u baktérii alebo ITS oblasti u hub. V porovnani s NGS
technolégiami ma sice vyrazne obmedzenu priepustnost a rozsah vyuzitia, jeho hlavhymi
vyhodami vSak zostavaju Casova a ekonomicka nenaro¢nost, ako aj vysoka presnost
vysledkov.

4.3.2.Sekvenovanie novej generacie

NGS predstavuje prelomovy pristup v analyze nukleovych kyselin, ktory umoznuje
paralelné Citanie milionov az miliard fragmentov DNA alebo RNA. V kontexte infek&nych
ochoreni umoznuje nielen identifikaciu pévodcov infekcie, ale sti¢asne aj detekciu génov
kédujucich rezistenciu, subtypizaciu kmenov ¢i analyzu kompletnych mikrobialnych
spolocenstiev (napr. crevny mikrobiom).

4.3.2.1. Sekvenovanie syntézou

Sekvenovanie syntézou patri medzi najrozSirenejSie NGS technolégie druhej
generacie, ktoré vyrazne urychlili ziskavanie sekvencnych udajov a zaroven znizili naklady
na analyzu. V klinickej mikrobioldgii sa stalo Standardom pre gendmové analyzy baktérii,
virusov €i hub.
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Hoci princip nadvazuje na klasickd Sangerovu metddu, technické prevedenie sa
vyrazne liSi. DNA sa najprv rozstiepi na kratke fragmenty (priblizne 50-300 baz), ku ktorym
sa pripoja zname sekvencie (tzv. adaptéry). Tieto adaptéry sluzia ako vazobné miesta pre
primery prichytené na povrchu tzv. flow cell (Specialne upraveného sklicka s
mikroskopickymi kanalikmi). Nasledne dochadza k amplifikacii fragmentov formou tzv.
mostikovej PCR, pri ktorej vznikaju klastre identickych molekul DNA. Kazdy klaster
predstavuje kopiu jedného pévodného fragmentu, pricom v jednom kanaliku méze byt
pritomnych niekolko miliénov takychto klastrov. PoCas sekvenovania sa na flow cell
postupne pridavaju nukleotidy, ktoré su oznacené fluorescenénymi farbivami. V kazdom
cykle sa k rastucemu retazcu DNA pripoji len jeden nukleotid, ktorého farba je nasledne
zachytena Specialnym detekénym systémom. Po zaznamenani signalu sa fluorescencné
znacenie aj blokujuca chemicka skupina odstrania, ¢im sa umozni pripojenie dalSieho
nukleotidu v nasledujucom cykle. Tento proces sa opakuje milionkrat su¢asne vo velkom
pocte kanalikov (obr. 8). Vdaka tomu moZno naraz ¢itat miliony fragmentov DNA, ¢o
umoznuje ziskat Uplnu sekvenciu bakteridlneho gendmu v priebehu jedného dna.
Délezitou sucastou je aj bioinformaticka analyza. Sekvenované Useky (tzv. reads, ¢itania)
su kratke a je potrebné ich nasledne poskladat bud na zaklade prekryvajucich sa oblasti
alebo porovnanim so znamou referen¢nou sekvenciou.

Sekvenovanie syntézou sa v klinickej mikrobioldgii vyuziva predovSetkym v dvoch
zakladnych formach: celogenémoveé sekvenovanie (WGS) a cielené sekvenovanie (tNGS).
Zatial ¢o WGS poskytuje komplexny prehlad o celom genéme mikroorganizmu, tNGS je
zamerané na analyzu vybranych génov, najCastejSie asociovanych s antimikrobialnou
rezistenciou, virulenciou alebo druhovou identifikaciou. Tento pristup je vyhodny z
hladiska nizSich nakladov, kratSieho ¢asu analyzy a jednoduchsSejinterpretacie vysledkov
v diagnostickej praxi.

K hlavnym klinickym aplikaciam WGS patria:

A) Identifikacia novych alebo atypickych patogénov - pri infekciach nejasnej
etiolégie umoznuje WGS taxonomicku identifikaciu izolovanych mikroorganizmov
na drovni druhu, poddruhu alebo kmena. Vdaka detailnej analyze celého gendému
je mozné odhalit aj nové alebo atypické druhy, genetické varianty C¢i
rekombinantné formy patogénov, ktoré by konvencnymi diagnostickymi
metdédami mohli zostat neidentifikované alebo nespravne klasifikované.

B) Predikcia antimikrobialnej rezistencie - WGS predstavuje komplexny nastroj na
detekciu genetickych determinantov antimikrobialnej rezistencie. Umoznuje
identifikovat zname gény kdédujlce rezistenciu (napr. blaKPC u enterobaktérii,
ERG11 u Candida auris) alebo konkrétne mutacie v cielovych génoch spojené s
rezistenciou (napr. mutacie v rpoB u Mycobacterium tuberculosis, spojené s
rezistenciou na rifampicin). Treba vS8ak zdbraznit, Ze detekcia znamych
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rezistentnych génov alebo mutacii nie je vyluénou doménou WGS, kedZze mnohé z
nich je mozné cielene odhalit aj pomocou PCR alebo inych molekularno-
biologickych metdd. WGS vSak poskytuje komplexny gendmovy prehlad, a tym
umoziuje suc¢asné zachytenie vSetkych znamych rezistentnych determinantov v
jednom kroku. Genotypova predikcia rezistencie na zaklade detekcie génov a
mutacii mbéze v niektorych pripadoch nahradit fenotypové testovanie citlivosti,
avSak nie vSetky detegované mutacie maju jednoznacny klinicky vyznam. Ich
interpretacia si vyzaduje opatrnost a v mnohych pripadoch je na potvrdenie
klinickej relevancie potrebné fenotypové stanovenie citlivosti alebo funkéné
Stadie.
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Obr. 8: Princip sekvenovania syntézou

Vyznamnou vyhodou WGS je schopnost identifikovat aj nové, doposial
nepopisané mutacie asociované srezistenciou, ktoreé nie su detegované cielenymi
molekularnymi metédami. Prikladom klinického vyuzitia WGS v tejto oblasti je
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katalég mutacii Mycobacterium tuberculosis a ich vyznam pre rezistenciu,
publikovany WHO (https://www.who.int/publications/i/item/9789240082410),
ktory sluzi ako Standardizovany referenény nastroj pre interpretaciu genetickych
variantov spojenych s rezistenciou voé&i antituberkulotikam.

C) Molekularna epidemiolégia - WGS sa v poslednom desatroci stalo kliu€ovym
nastrojom pre epidemiologicku typizaciu mikroorganizmov, najma v pripadoch
nozokomialnych nakaz, komunitnych epidémii a zoonotickych prenosov. Vdaka
vysokejrozliSovacej schopnosti umoznuje porovnat gendmy izolatov ziskanych od
jednotlivych pacientov. Vysledkom je identifikacia geneticky pribuznych izolatov
(tzv. klastrov) a rekonStrukcia prenosovych retazcov medzi pacientmi. Na zaklade
tychto informacii mozZno cielene implementovat opatrenia v oblasti verejného
zdravia, zamerané na prerusSenie prenosu a prevenciu Sirenia infekcie.

D) Detekcia virulenénych faktorov - pomocou WGS mozno identifikovat gény
spojené so zvySenou patogenitou mikroorganizmov, ako su napriklad toxiny,
adheziny, invaziny alebo komponenty sekrec¢nych systémov. Tieto informacie
mozu prispiet k odhadu klinickej zavaznosti infekcie, predikcii jej priebehu, ako aj
k optimalizacii terapeutického pristupu.

4.3.2.2. Sekvenovanie s dlhym ¢itanim (nanopdérové sekvenovanie)

Nanoporové sekvenovanie predstavuje NGS technoldgiu tretej generacie, ktora
umoznuje priame Citanie nukleotidovej sekvencie jednotlivych molekul DNA alebo RNA v
realnom cCase, bez potreby amplifikacie alebo syntézy komplementarneho retazca.
Zakladom tejto metddy je prechod nukleovej kyseliny cez proteinovy kanal zabudovany
do membrany (nanopdr). Pocas translokacie jednotlivych nukleotidov cez nanopér
dochadza k charakteristickym zmenam iénového priadu, ktoré su detegované a
algoritmicky interpretované ako konkrétna sekvencia baz.

Tato technoldgia umoznuje ¢itanie dlhych fragmentov, ¢asto v rozsahu desiatok
az stoviek kilobaz, ¢o ju predurcduje na ucely de novo sekvenovania gendémov, detekciu
Strukturalnych variantov (napr. velké delécie, inverzie, translokacie), &i presnu
charakterizaciu mobilnych genetickych elementov a repetitivhych sekvencii. Délezitou
vyhodou je moznost priameho sekvenovania RNA molekul (tzv. direct RNA sequencing),
ako aj detekcie epigenetickych modifikacii (napr. metylacia cytozinu).

Rovnako ako technoldgie sekvenovania syntézou, aj nanopoéroveé platformy (napr.
MinlON, GridION, PromethlON) umoznuju realizaciu pristupov WGS a tNGS. Ich vyhodou
je vysoka flexibilita, nizSie naroky na laboratérnu infrastrukturu a moznost pouzitia v
terénnych podmienkach, ¢o ich robi mimoriadne vhodnymi pre epidemiologické Studie,
sledovanie prenosu infekcii a detekciu rezistencie v redlnom Case (tab. 9). Vdaka tomu
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nasli uplatnenie pri rychlej diagnostike pocas epidémii, ako napr. pri COVID-19 alebo

pocas vyskytu Eboly, ale aj pri monitorovani nozokomialnych nakaz.

Tab. 9 Porovnanie sekvenovania syntézou a nanopdrového sekvenovania v

klinickej mikrobiologii

Parameter

Sekvenovanie syntézou

Nanopdrové sekvenovanie

Princip

Sekvenovanie pomocou
inkorporacie fluorescenéne
znacenych nukleotidov.

Priamy priechod molekuly
DNA alebo RNA nanopérom a
detekcia zmien idnového
prudu.

Dizka &itania

Kratke Citania (zvyéajne 50—
300 bp)

Dlhé ¢itania (az desiatky kb, v
niektorych pripadoch >100 kb)

Presnost ¢itania

Vysoka (chybovost <1 %)

NizSia (p6vodne >5 %, no
zlepSuje sa pri konsenzualnom
¢itani)

Casova naroénost

1-2 dni (vratane pripravy
kniZnice a sekvenovania)

Moznost vysledku do
niekolkych hodin

Narocénost pripravy vzorky

Vyzaduje fragmentaciu DNA,
ligaciu adaptérov a
amplifikaciu

Jednoducha priprava kniznice
bez PCR (tzv. PCR-free
workflow)

Typy sekvenovanych molekul

Primarne DNA, po reverznej
transkripcii aj RNA

DNA aj RNA (mozné aj priame
RNA sekvenovanie)

génov alebo plazmidov

Vyhody Vysoka presnost, vhodné pre Rychlost, dlhé &itania,
detekciu mutéacii, dobre moznost priameho &itania
Standardizované platformy RNA, prenosnost (napr.
MinlON)
Nevyhody Obmedzenia pri analyze VysSia chybovost jednotlivych
repetitivnych oblasti, fiznych Citani

Klinické vyuzitie

Detekcia mutacii,
genotypizacia, metagenomika,
epidemiologické Studie

Detekcia mutacii,
genotypizacia, priame
sekvenovanie z klinického
materialu

Okrem WGS a tNGS sa v sucasnosti pozornost zameriava na metagenomické

analyzy.

4.3.2.3.

Metagenomika

Metagenomika (mMNGS) predstavuje moderny molekularno-geneticky pristup,
ktory umoznuje analyzu kompletného genetického materialu (DNA alebo RNA)
pritomného v klinickej vzorke, a to bez potreby predchadzajucej kultivacie alebo cielenej
amplifikacie vybranych genetickych oblasti.
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Klinické aplikacie zahffiaju najma:

. identifikaciu patogénov neznameho pbévodu - napr. pri meningitidach,
encefalitidach alebo sepsach s negativnou kultivaciou,

. detekciu polymikrobialnych infekcii,

. identifikaciu tazko kultivovatelnych alebo nekultivovatelnych mikroorganizmmov

(napr. Treponema pallidum, niektoré virusy, intracelularne baktérie),

. analyzu mikrobidému — najma pri podozreni na dysbidézu v GIT, dychacom trakte
alebo urogenitalnom systéme,

. detekciu génov antimikrobialnej rezistencie - teda tzv. rezistomu, vratane
plazmidovo prenasanych génov (napr. blaKPC, blaNDM, mecA) alebo mutacii
(napr. rpoB u Mycobacterium tuberculosis).

Napriek vysokému diagnostickému potencialu prinaSa metagenomické
sekvenovanie (MNGS) aj viaceré limitacie, ktoré je nevyhnutné zohladnit pri jeho klinickej
interpretacii. Jednym z hlavnych obmedzeni je skutoCnost, Ze metdda nedokaze
spolahlivo rozliSit, ¢i detegovany mikroorganizmmus predstavuje aktivneho povodcu
infekcie alebo ide iba o pritomnostrezidualnej DNA/RNA po prekonanej infekcii, pripadne
o nepatogénnu kolonizaciu. Tento fakt méze viest k nespravnej interpretacii nalezu,
najma pri polymikrobialnych vysledkoch alebo u kolonizovanych pacientov.

Dal$ou vyzvou je spracovanie rozsiahleho mnozstva sekvenaénych dat, ktoré si
vyZzaduje pokrocilé bioinformatické nastroje a odborné znalosti pri interpretacii. Bez
primeranej analyzy m6ze dojst k nespravnemu urceniu patogénu alebo jeho rezistencie,
€o znizuje klinicku vyuzitelnost vysledku.

Technologické a ekonomické faktory predstavuju dalSie vyznamné prekazky SirSej
implementacie mMNGS do rutinného diagnostického procesu. Napriek postupnému
poklesu cien sekvenacnych technolégii zostavaju metagenomické analyzy finanCne
narocnejSie v porovnani s cielenymi PCR testami alebo klasickymi kultivacnymi
metddami. Okrem toho mdze byt vysledok mNGS faloSne negativny aj pri pritomnosti
patogénu, ak je jeho geneticky material vo vzorke zastupeny len v nizkej koncentracii, o
limituje citlivost vySetrenia.

Riziko kontaminacie, ¢i uz z prostredia, koZe pacienta alebo pouzitych reagencii,
predstavuje dalSi vyznamny zdroj skreslenia vysledkov a méze viest k faloSne pozitivnym
nalezom. Napriek dostupnosti komeré¢nych metagenomickych testov je preto uloha
MNGS v sucCasnosti prevazne doplnkova, kedze zatial neexistuju jednotné diagnostické
algoritmy ani Standardizované postupy pre jej rutinné vyuzitie v klinickej praxi (tab. 10).
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Tab. 10: Priklady komercne dostupnych metagenomickych testov vyuZivanych

v klinickej mikrobioldgii

Nazov testu

Typ vzorky

Detegované patogény

Karius Test®

Plazma (sérum)

>1000 (baktérie, virusy,
huby, parazity)

UCSF CSF mNGS Likvor Baktérie, virusy, huby,
parazity

Galileo Pathogen Plazma, BAL, likvor, Baktérie, virusy, huby,
Solution mo¢ a dalSie parazity

IDbyDNA Explify Respira¢né vzorky, Respiracné patogény,

Platform likvor, stolica enteropatégeny, CNS

patogény

4.4. Vyuzitie molekularnych metod v POCT

POCT (Point-of-Care Testing) predstavuje pristup, pri ktorom sa biologicky
material vySetruje v mieste starostlivosti o pacienta, teda priamo v ambulancii, na l6zku
¢i v teréne. Vysledok je dostupny okamzite alebo v priebehu niekolkych desiatok mindt,
¢o umoznuje iniciaciu cielenej lie¢by a pripadne vylucenie infekénej etioldgie v kratkom
Case. Vdaka plne automatizovanym, kompaktnym a prenosnym systémom vyuzivajucim
jednorazové kazety, mikroCipy alebo mikrofluidické rieSenia je cely diagnosticky cyklus
(extrakcia, amplifikacia, detekcia) uzavrety a bezpe€ny, s minimalnym rizikom
kontaminacie. Tieto vlastnosti tiez umoziuju vyuZitie tychto technolégii priamo v teréne,
¢o je dblezité najma v rozvojovych krajinach. V kontexte infekénych ochoreni ma takyto
pristup zasadny vyznam nielen v prevencii empirického podavania antibiotik v pripadoch,
kde nie je indikovana antibioticka lieCba, ¢im sa znizuje riziko rozvoja antimikrobialnej
rezistencie, ale aj v obmedzeni prenosu infekcii prostrednictvom rychlej izolacie
pacientov.

Priklady POCT platforiem:

A) GeneXpert® System (Cepheid) - Tento systém patri medzi najrozSirenejSie
molekularne POCT platformy. Vyuziva technoldgiu qPCR, ktora je integrovana do
jednorazovej kazety obsahujucej vSetky potrebné reagencie.

V klinickej mikrobioldgii sa platforma Xpert vyuziva na detekciu viacerych
patogénov priamo z klinického materialu. Medzi najznamejSie aplikacie patri Xpert
MTB/RIF Ultra, ktory sluzi na priamy dékaz Mycobacterium tuberculosis a zaroven
deteguje mutécie asociované s rezistenciou vogi rifampicinu. Dalej si dostupné
kazety Xpert Xpress SARS-CoV-2 pre detekciu koronavirusu SARS-CoV-2, Xpert
Xpress FLU/RSV na sucasné vySetrenie virusov chripky A/B a respiracného
syncycidlneho virusu, ako aj Xpert CT/NG urCeny na detekciu Chlamydia
trachomatis a Neisseria gonorrhoeae.
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B)

C)

D)

E)

Abbott ID NOW™ - Tato platforma predstavuje prenosné molekularne zariadenie
na principe izotermalnej amplifikacie (kapitola 4.2). Na rozdiel od gPCR vSak
mbéze mat mierne nizSiu citlivost, ¢o je potrebné zohladnit pri interpretacii
negativnych vysledkov v pripade vysokej klinickej pravdepodobnosti ochorenia.

Medzi schvalené testy pre tuto platformu patria: SARS-CoV-2, virus chripky
A/B, respiracny syncycialny virus a Streptococcus pyogenes skupiny A.

BioFire® FilmArray® System - plne automatizovand molekularna platforma na
principe multiplexovej PCR (kapitola 4.1.2) urCena na syndromovo orientovanu
diagnostiku infekénych ochoreni priamo na mieste starostlivosti alebo v
laboratériu s minimalnymi poziadavkami na obsluhu. Vdaka schopnosti poskytnut
komplexné vysledky je mimoriadne cennym nastrojom pri diferencialnej
diagnostike nejasnych febrilnych stavov, v urgentnej medicine, intenzivne;j
starostlivosti a v pediatrii. K jeho vyhodam patri aj vysoka citlivost a Specifickost,
avSak limitaciou zostava vySSia cena na test a komplikovana interpretacia
vysledkov v pripade pozitivheho nélezu viacerych patogénov.

V sucéasnosti s schvalené nasledujuce panelové testy:

Respiraény panel: virus chripky A/B, SARS-CoV-2, respiraény syncycialny virus,

rinovirusy, adenovirusy, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae.
Gastrointestinalny panel: identifikacia baktérii (napr. Salmonella spp.,

Campylobacter spp.), virusov (napr. norovirus) a parazitov.
Panel pre infekcie CNS: zahffia baktérie (Neisseria meningitidis, Listeria

monocytogenes), virusy (napr. HSV, enterovirusy) a huby (Cryptococcus
neoformans).
Panel na infekcie krvného obehu: umoznuje detekciu patogénov prisepsach spolu

s génmi rezistencie (napr. blaKPC, mecA).

Cue Health System - pozostava z malého prenosného analyzatora,
jednorazovych kaziet obsahujlucich reagencie a softvéru pre zobrazovanie
vysledkov. VySetrenie prebieha bez potreby laboratérneho spracovania vzorky,
¢im sa vyrazne skracuje ¢as od odberu po vysledok (zvyCajne do 20 minut).
Doposial bola tato platforma vyuzita iba na diagnostiku SARS-CoV-2.

Nanopodrové sekvenovanie (primarne technolégie spolocnosti Oxford
Nanopore Technologies) - jednou z najnovsSich technolégii vyuzitelnych aj v
oblasti POCT je nanopdrové sekvenovanie (kapitola 4.3.2.2.). Hlavnou vyhodou v
kontexte POCT je kompaktnost a vysoka mobilita zariadeni, pricom napriklad
sekvenator MinlON vazi menej ako 100 gramov a je mozné ho priamo pripojit k
notebooku alebo tabletu prostrednictvom USB rozhrania. Tato technoldgia
umoziuje rychlu a presnu identifikaciu patogénov, pricom zaroven poskytuje
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informacie o pritomnosti génov asociovanych s antimikrobialnou rezistenciou,
virulen¢nych faktoroch a genetickych variantoch vyznamnych z hladiska
patogenity a epidemiologickych suvislosti.

V klinickej praxi bolo nanopdérové sekvenovanie UspesSne vyuzité napriklad
pri sledovani Sirenia virusovych epidémii, v diagnostike tuberkuldzy, pri rychlej
detekcii pévodcov mykotickych infekcii, ako aj v diagnostike sepsy priamo z krvi
pacienta.

Hoci tato technoldgia zatial nie je rutinnou sucastou v mikrobiologickych
laboratériach, oCakava sa, Ze vdaka znizujucim sa technickym narokom
spracovania sekvenacnych dat bude hrat v najblizSich rokoch vyznamnu ulohu v
rozvoji decentralizovanej diagnostiky.

Zhrnutie kapitoly

Molekuldrne diagnostické metddy predstavuju zakladny pilier si¢asnej klinickej
mikrobioldgie, nakolko umozniuju rychlu, vysoko Specificku a citliva detekciu nukleovych
kyselin patogénov, vratane tazko kultivovatelnych alebo pomaly rastucich
mikroorganizmov. PCR a jej modifikacie vytvorili platformu pre rutinnd diagnostiku
virusovych, bakteridlnych a mykotickych infekcii, vratane detekcie génov
antimikrobialnej rezistencie. lzotermalne amplifikaéné techniky rozSiruju moznosti
rychlej diagnostiky aj mimo laboratérnych podmienok, napriklad v ambulanciach alebo
teréne. Sekvenacné technoldgie umoznuju detailnd analyzu gendmov patogénov, pricom
vysledky moézu byt vyuzité za ic¢elom predikcie rezistencie, charakterizacie ohnisk nakazy
a virulen¢nych faktorov. Metagenomické pristupy predstavuju perspektivny nastroj pre
diagnostiku infekcii nejasnej etioldgie. Naprie¢ tymito platformami je spoloc¢nym
trendom miniaturizacia a automatizacia pracovnych krokov, ¢o zasadne skracuje ¢asovu
naro¢nost a minimalizuje rizika spojené s manipulaciou s klinickym materialom.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

1. Aky je zakladny diagnosticky prinos PCR v porovnani s kultivaciou?
A. Poskytuje rychly a vysoko Specificky ddkaz pritomnosti patogénu.

B. UmozZnuje testovat len zivé mikroorganizmy.

C. Umoznuje priamu fenotypovu analyzu rezistencie.

D. Je pouzitelna len na virusy.

2.V ktorom pripade je nevyhnutné zaradit pred PCR krok reverznej transkripcie?
A. pri detekcii DNA virusov

B. pri detekcii RNA patogénov

C. pri detekcii bakterialnych toxinov

D. pri analyze mutacii v gendémovej DNA
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3. Ktoré obmedzenie najvyznamnejsie limituje interpretaciu vysledkov
metagenomického sekvenovania v rutinnej klinickej diagnostike?

A. neschopnost metédy detegovat virusové gendmy

B. neschopnost zachytit polymikrobialne spektrum patogénov

C. uplna neschopnost identifikovat gény antibiotickej rezistencie

D. nemoznost jednoznacne odliSit kolonizaciu od aktivnej infekcie

4. Aky metodicky princip je charakteristicky pre digitalnu dropletovi PCR?

A. nasledna analyza amplifikovanych fragmentov pomocou sekvenovania

B. amplifikacia nukleovych kyselin pri konStantnej teplote bez termocyklacie
C.rozdelenie PCR reakcnej zmesi na velké mnoZstvo jednotlivych mikroreakcii v
emulznych kvapkach

D. detekcia amplifikovanych produktov pomocou agardzovej gélovej elektroforézy

5. Preco ma qPCR oproti klasickej PCR vysSiu diagnosticku vypovednu hodnotu?
A. Je menej nachylna na inhibiciu.

B. Umoznuje simultannu detekciu aj kvantifikaciu.

C. NevyZaduje kontroly.

D. Eliminuje kontaminaciu.

6. Aky je hlavny klinicky prinos celogenémového sekvenovania?

A. sucasna identifikacia patogénu, rezistencie a prenosovych retazcov
B. len identifikacia druhu

C. rychlejSie vysledky nez gPCR

D. nahradenie vSetkych fenotypovych metod

7.V ktorom pripade je nevyhnutné zaradit pred PCR krok reverznej transkripcie?
A. pri detekcii kvasiniek

B. pri detekcii RNA virusov

C. pri detekcii bakterialnych toxinov

D. pri analyze mutacii v genémovej DNA

8. U pacienta s klinickym obrazom akitnej bakterialnej meningitidy je z likvoru
pomocou PCR metédy detegovana Neisseria meningitidis, avSak kultivacné
vySetrenie ostava negativne aj po 48 hodinach inkubacie. Ktoré z nasledujtcich
vysvetleni je najpravdepodobnejsie?

A. Pouzité primery v PCR reakcii boli nespravne navrhnuté.

B. DoSlo ku kontaminacii reagenénych suprav bakterialnou DNA.

C. PCR metéda ma nizku analyticku senzitivitu.

D. Pacient bol pred odberom likvoru lie¢eny antibiotikami.
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9. Ktoré tvrdenie spravne charakterizuje izotermalne amplifikaéné metody?
A. VyZaduju presnu termocyklaciu.

B. Su pouzitelné len na DNA virusy.

C. Prebiehaju pri konStantnej teplote.

D. Su pomalSie ako klasicka PCR.

10. Ktora vlastnost najlepsSie charakterizuje molekularne platformy uréené pre
testovanie point-of-care?

A. VyZaduju si rozsiahlu laboratérnu infrastrukturu.

B. Su uréené vylu¢ne na vyskumné ucely.

C. Poskytuju rychly vysledok priamo v mieste starostlivosti o pacienta.
D. Neumoznuju detekciu rezistencie.

Spravne odpovede na strane 84.

54



5.IMUNOLOGICKE METODY

Imunologické metddy su zalozené na vysoko Specifickej vazbe medzi antigénom a
protilatkou, ktora umozinuje detekciu samotného mikroorganizmu alebo hodnotenie
imunitnej odpovede hostitela na infekciu. Tato interakcia tvori zaklad Sirokého spektra
diagnostickych testov vyuzivanych v klinickej mikrobioldgii. V klinickej mikrobioldgii sa
tieto testy pouzivaju najma na:

o priamu detekciu antigénov patogénov vo vzorke pacienta, napriklad
povrchovych proteinov virusov, kapsularnych polysacharidov, bakterialnych
toxinov alebo inych Specifickych Struktur mikroorganizmov,

. nepriamu detekciu pritomnosti patogénu prostrednictvom dokazu
Specifickych protilatok (najcastejSie tried IgM, 1gG, pripadne IgA), ktoré su
produkované imunitnym systémom pacienta v odpovedi na infekciu.

5.1. Aglutinacné testy

Aglutinacia je imunologicka reakcia medzi antigénom a protilatkou, pri ktorej
dochadza k tvorbe viditelnych zhlukov, tzv. aglutinatov. Tato reakcia prebieha medzi
viacmolekulovymi antigénmi (napr. baktériami, erytrocytmi, latexovymi Casticami) a
Specifickymi imunoglobulinmi, naj¢astejSie triedy IgM, ktoré vdaka svojej pentamérnej
Strukture dokazu viazat viacero antigénov sucasne. Tato Struktira umoznuje protilatke
krizovo prepojit viaceré antigénové Struktury, €o nasledne vedie k tvorbe aglutinatov.

Z imunologického hladiska ma aglutindcia vyznam aj in vivo, kde prispieva k
obmedzeniu mobility a infekénosti mikroorganizmov. Vazba protilatok, ktoré su ¢asto
rozmerovo vacsie nez bakterialny bicik alebo virusova Castica, méze mechanicky narusit
pohyb patogénu a jeho schopnost adherovat k cielovym bunkam alebo do nich prenikat.
Zhluky mikroorganizmov vzniknuté posobenim protilatok su zaroven efektivnejSie
rozpoznavané a rychlejSie fagocytované bunkami imunitného systému. Napriek tomuto
fyziologickému vyznamu sa v klinickej mikrobiolégii vyuziva predovSetkym aglutinacia in
vitro ako jednoduchy, rychly a prakticky nastroj laboratérnej diagnostiky.

Typy aglutinaénych testov:
A) Priama aglutinacia - je diagnostickda metdda, pri ktorej protilatky reaguju s
prirodzene sa vyskytujucimi antigénmi na povrchu nerozpustnych ¢astic, ako su

napriklad baktérie alebo erytrocyty. Antigén je teda inherentnou suc¢astou pevnej
fazy a nevyZzaduje Ziadne dalSie vazby na nosice.

Typickym prikladom je bakteridalna aglutinacia vyuzivana pri Wrightovom
teste nadiagnostiku brucelézy a Widalovom teste na diagnostiku brusného tyfusu.

55



V tychto testoch sa ako antigény pouzivaju usmrtené alebo inaktivované baktérie.
Sérum ziskané od pacienta sa zriedi a nasledne sa k nemu prida definované
mnozstvo antigénovej suspenzie. Pritomnost aglutinujucich protilatok sa prejavi
tvorbou viditelnych zhlukov, €o signalizuje pozitivhu reakciu.

K dalsim prikladom priamej aglutinacie patri hemaglutinacia, pri ktorej sa
vyuziva schopnost niektorych virusovych a bakterialnych antigénov viazat sa na
povrch erytrocytov a spésobit ich aglutinaciu, resp. schopnost protilatok tuto
reakciu sprostredkovat alebo inhibovat (obr. 9). V praxi sa pouzivaju testy na
principe nepriamej (pasivnej) hemaglutinacie ainhibicie hemaglutinacie. Pri
nepriamej hemaglutinacii su erytrocyty chemicky upravené a pokryté
purifikovanymi antigénmi mikroorganizmov. Ak su v sére pacienta pritomné
Specifické protilatky, viazu sa na tieto antigény a spOsobuju aglutinaciu
erytrocytov. Prikladom su testy na pritomnost Francisella tularensis, Mycoplasma
pneumoniae alebo Treponema pallidum. Inhibicia hemaglutinacie sa vyuziva pri
viruse chripky A/B, osypok, rubeoly alebo priusnic. Tieto virusy prirodzene
spb6sobuju hemaglutinaciu, ale pritomnost Specifickych protilatok v sére pacienta
tuto schopnost zablokuje. Miera inhibicie tak indikuje hladinu protilatok a méze
byt pouzita na posudenie imunity alebo diagndzu prebiehajlcej ¢i prekonanej
infekcie.

Komponent Reakcia Vysledok testu
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A . 9 @ Ziadna reakcia AL ) (
Erytrocyt ® - 2\
3 t\ y N
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Y% ® \ o
# il %, * <) 1 2

Virus  Protilatka ® o Inhibicia
C 1k @ =X in&ni Al @
7,0 e hemaglutinacie \ T/ \
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@ _ \\\}‘ _ 7 \\“ 7
Erytrocyt y ® B

Obr. 9: Zakladné typy reakcii pri hemaglutinacnom teste
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Nepriama (pasivna) aglutinacia - je modifikdciou priamej aglutinacie, pri ktorej
antigén nie je prirodzenou sucastou Castice, ale je na nu umelo naviazany.
NajCastejSie sa ako nosice pouzivaju erytrocyty (tzv. senzibilizované erytrocyty)
alebo latexové Castice, ktoré su pokryté purifikovanym antigénom alebo
Specifickou protilatkou.

V klinickej mikrobiolégii sa nepriama aglutinacia, obzvlast vo forme
latexovej aglutinacie, ¢asto vyuziva na rychlu detekciu mikrobialnych antigénov
priamo v klinickom materiali. Typickym prikladom je diagnostika bakterialnych
meningitid, pri ktorej sa testuje mozgovomiechovy mok na pritomnost
polysacharidovych kapsularnych antigénov vyznamnych patogénov, ako su
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Escherichia coli (séroskupina K1) a Streptococcus agalactiae. Pozitivny vysledok
testu je charakterizovany viditelnou aglutinaciou latexovych Castic pokrytych
protilatkami, ktora nastava v pritomnosti Specifického antigénu.

Okrem likvoru sa tato metdda vyuZiva aj pri detekcii rotavirusov v stolici, pri
sérologickej typizacii kmeniov Neisseria gonorrhoeae, ako aj na dbkaz
Staphylococcus aureus prostrednictvom identifikacie proteinu A alebo klonalne
Specifickych antigénov. Vdaka svojej rychlosti, jednoduchej realizacii a vysokej
Specificite predstavuje latexova aglutinacia cenny nastroj urgentnej diagnostiky,
najma pri zivot ohrozujucich infekciach, kde je nevyhnutné rychle terapeutické
rozhodnutie.

5.2. Imunofluorescencia

Imunofluorescenéné metddy patria medzi dblezité nastroje laboratdrnej

diagnostiky infek&nych ochoreni, pricom ich vyuzitie presahuje ramec mikroskopie aj

sérolégie. V ramci tychto u¢ebnych textov boli uz stru¢ne spomenuté v podkapitole 3.1

medzi mikroskopickymi metédami.

A)

B)

V praxi rozliSujeme dva zakladné typy imunofluorescen¢nych metéd:

Priama imunofluorescencia - fluorescen¢ne znac¢ena primarna protilatka sa
viaze priamo na antigén mikroorganizmu pritomny v klinickej vzorke (obr. 10A).
Tento format sa vyznacCuje jednoduchostou a rychlostou, pretoze vyzaduje len
jeden vazbovy krok. Vzorka sa nasledne pozoruje pomocou fluorescencéného
mikroskopu.

Nepriamaimunofluorescencia - v prvom kroku sa neznac¢ena primarna protilatka

naviaze na cielovy antigén. Nasledne sa aplikuje fluorescentne znacCena sekundarna

protilatka, ktora sa Specificky viaze na konstantnu cast primarnej protilatky (obr. 10B).
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Tento pristup zvySuje citlivost testu, pretoze na jednu primarnu protilatku sa méze
naviazat viacero sekundarnych protilatok, ¢im dochéadza k zosilneniu signalu.

Fluorofor

Primarna protilatka 4—a\\

Antigén «

~

Fluorofor

, b Sekundarna protilatka

) Primarna protilatka

> Antigén

Bunka

A) Priama imunofluorescencia

Bunka

B) Nepriama imunofluorescencia

Obr. 10: Priama versus nepriama imunofluorescencia

Priama imunofluorescencia sa v mikrobiologickej diagnostike vyuziva najma na

priamu detekciu mikrobialnych antigénov v klinickych vzorkach, ako su stery z hrdla,

nazofaryngealne vytery, mo¢ alebo tkanivové rezy, a to predovSetkym pri diagnostike

virusovych infekcii a infekcii spdsobenych intracelularnymi baktériami. Nepriama

imunofluorescencia sa pouziva najma na dékaz Specifickych protilatok v sére pacienta,

napriklad pri diagnostike syfilisu, leptospirézy alebo toxoplazmadzy (tab. 11).

Tab. 11 Porovnanie imunofluorescenc¢nych metod

Parameter Priama imunofluorescencia Nepriama

imunofluorescencia

Citlivost

VysSia

Riziko skrizenej reaktivity

VysSie — mbZe nastat
nesSpecificka vazba
sekundarnej protilatky

Casova naroénost Rychlejsia Pomalsia
Finan¢éné naroky VysSie NizSie
Pouzitie v mikrobiologii Detekcia antigénu priamo vo Sérologicka diagnostika —
vzorke (napr. virusy, baktérie) detekcia protilatok v sére

Technicka naroénost

VysSia
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5.3. Enzyme-linked immuno sorbent assay

Metdda enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) patri medzi najrozSirenejSie
imunologické techniky vyuzivané v klinickej mikrobiolégii. Pouziva sa na dbkaz
Specifickych protilatok (sérologicka diagnostika) alebo antigénov (napr. virusovych
proteinov) vréznych typoch klinickych vzoriek, ako su sérum, plazma, likvor, stolica alebo
mo¢. ELISA je zalozena na vysokej Specificite vazby medzi antigénom a protilatkou a jej
naslednej detekcii pomocou enzymu naviazaného na jednu zo zloziek reakcie.

Zakladny princip metédy ELISA spodiva v imobilizacii jednej zo zloziek imunitnej
reakcie (najCastejSie antigénu alebo protilatky) na pevny povrch, spravidla na dno jamiek
mikrotitracnej platni¢ky. Po inkubacii s vySetrovanou vzorkou, ktorda méze obsahovat
komplementarnu molekulu (antigén alebo protilatku), sa pridava detek&na protilatka
konjugovana s enzymom. Po pridani substratu dochéadza k enzymatickej premene
substratu na farebny reakény produkt, pripadne k vzniku chemiluminiscenéného alebo
fluorescencného signalu, ktorého intenzita je priamo Umerna mnozstvu viazaného
antigénu alebo protilatky. Vysledok sa vyhodnocuje spektrofotometricky, pripadne na
zaklade fluorescencie alebo luminiscencie.

Typy ELISA metod:

A) Priama ELISA - znaCena primarna protilatka priamo rozpoznava a Specificky sa
viaze na cielovy antigén imobilizovany na pevnom povrchu mikrotitracnej
platni¢ky. Po inkubacii sa neviazané protilatky odstrania premytim. Do jamky sa
nasledne prida substrat, ktory reaguje s enzymom naviazanym na protilatku.
NajCastejSie ide o alkalicku fosfatazu (alkalic phosphatase, AP) alebo chrenovu
peroxidazu (horseradish peroxidase, HRP). Pri AP dochadza k hydrolyze
fosfatovych skupin substratu, zatial ¢o pri HRP k jeho oxidacii, ¢o vedie k vzniku
farebného reakéného produktu, ktorého intenzita je Umernd mnozstvu
pritomného antigénu (obr. 11).

Medzi hlavné vyhody priamej ELISA patri jednoduchost protokolu, nizSie
riziko neSpecifickej vazby v dbésledku absencie sekundarnej protilatky, ako aj
¢asova nenaro¢nost. Nevyhodou je nizsia citlivost v porovnani s inymi typmi ELISA
(napr. nepriamou alebo sendviCovou), pretoze kazda primarna protilatka je
konjugovana len s jednou molekulou enzymu, ¢o vedie k obmedzenej detekénej
amplifikacii signalu. V rutinnej klinickej mikrobiolégii sa tento typ ELISA pouziva
zriedkavo, napriklad v diagnostike Mycoplasma bovis.

B) Nepriama ELISA - metdda uréena na dékaz Specifickych protilatok v biologickej
vzorke, najCastejSie v sére pacienta. Zakladom metddy je imobilizacia znameho
antigénu, charakteristického pre konkrétny patogén (napr. virus, baktériu alebo
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C)

D)

parazita), na pevny povrch mikrotitracnej platniCky. Takto naviazany antigén
nasledne sluzi ako vazbové miesto pre protilatky pritomné v testovanej vzorke. Ak
sa v sére pacienta nachadzaju Specifické protilatky (napr. triedy IgM alebo 1gG),
dochéadza k ich naviazaniu na antigén. V dalSom kroku sa pridava sekundarna
protilatka konjugovanad s enzymom, ktord sa Specificky viaze na primarne
protilatky naviazané na antigén (obr. 11). Po pridani vhodného substratu vznika
farebna reakcia, ktorej intenzita je umerna mnozstvu pritomnych Specifickych
protilatok v povodnej vzorke. Tato metdda je Siroko vyuZzivana pri sérologickej
diagnostike infek&nych ochoreni (napr. HIV alebo hepatitidy), ato najmav pripade,
Ze priamy dbkaz patogénu nie je mozny alebo je menej spolahlivy. Nepriama ELISA
je vhodna aj na stanovenie dynamiky protilatkovej odpovede, napriklad pri
rozliSeni akutnej a prekonanej infekcie.

Sendvicova ELISA - od priamej a nepriamej ELISA sa liSi tym, Ze na pevny povrch
mikrotitracnej platni¢ky sa ako prva viaze tzv. zachytavajlca protilatka Specificka
voCi cielovému antigénu. Nasledne sa do jamky prida testovana vzorka (napr.
sérum, plazma alebo iny biologicky material), ktorda mbze obsahovat cielovy
antigén. Ak je antigén v testovanej vzorke pritomny, naviaze sa na zachytavajucu
protilatku. Po tomto kroku sa pridava detekéna protilatka, ktora sa viaze na iny
epitop toho istého antigénu, ¢im vznika ,sendvi¢ova“ Struktura - protilatka-
antigén-protilatka (obr. 11).

Sendvi¢ova ELISA patri medzi najcitlivejSie formaty tejto metddy. Vyuziva
sa predovSetkym na kvantitativhu detekciu antigénov, napriklad pri dokaze
bakteridlnych toxinov, virusovych proteinov alebo antigénov parazitov. Medzi
typické klinické aplikacie patri detekcia rotavirusového antigénu, toxinov A a B
produkovanych Clostridioides difficile v stolici alebo enterotoxinov
produkovanych Escherichia coli.

Kompetitivha ELISA - pri tomto type testu sa v jamkach mikrotitracnej platnicky
nachadza imobilizovany antigén. Do kazdej jamky sa nasledne pridava testované
sérum, ktoré moze obsahovat Specifické protilatky, a zaroven enzymom
konjugované protilatky so znamou afinitou k tomuto antigénu. Obe frakcie
protilatok navzajom sutazia o vazbu na antigén. Ak testované sérum obsahuje
Specifické protilatky, tieto sa viazu na antigén a inhibuju vazbu enzymom
znacenych protilatok (obr. 11). Po premyti sa do jamky prida substrat a intenzita
vzniknutého farebného reakéného produktu je nepriamo Umerna koncentracii
protilatok (alebo antigénu) v testovanej vzorke. To znamena, ze ¢im vySSia je
koncentracia Specifickych protilatok v sére, tym mensSie mnozstvo enzymom
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znacenych protilatok sa naviaze a tym slabsi je vysledny farebny signal.
Kompetitivna ELISA sa vyuZziva najma pri diagnostike HIV.

Substrat

Substrat <‘
<‘Substrét 6’ / k\
: VA

‘/)\ \Y/./ »

\N

Substrat

Priama ELISA Nepriama ELISA Sendicova ELISA Kompetetivna ELISA

Substrat

L — L&

Farebny produkt

Obr. 11: Schematické znazornenie principov jednotlivych typov ELISA metdd

5.4. Enzyme-linked immunosorbent spot

Metdda enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT) je vysoko citliva
imunologickd metéda urena na detekciu a kvantifikaciu jednotlivych buniek
produkujucich cytokiny, chemokiny alebo protilatky na zaklade ich sekre¢nej aktivity.

Bunky sa aplikuju na dno mikrotitracnych jamiek, ktorych povrch je vopred pokryty
zachytavajucimi protilatkami namierenymi proti analyzovanej molekule. Ak bunky tuto
molekulu pocCas inkubacie vylucia, zachyti sa priamo na imobilizované protilatky na dne
jamky. Nasledne su bunky odstranené a do jamiek sa pridava detek&na protilatka, ktora
sa naviaze na zachytenu cielovua molekulu. Tato protilatka je konjugovana s enzymom,
ktory po pridani substratu katalyzuje tvorbu farebného produktu vo forme viditelného
bodu (spotu) zodpovedajiucemu jednej aktivhej bunke, ¢o nasledne umoznuje
kvantitativhe hodnotenie bunkovej imunitnej odpovede (obr. 12).

Metdda ELISPOT sa uplatfiuje predovSetkym pri analyze Specifickej bunkovej
imunitnej odpovede, napriklad po expozicii infekEnému agens, po ockovani alebo pocas
imunoterapie. V klinickej mikrobioldgii ma osobitny vyznam najma v diagnostike latentnej
tuberkulézy, kde sa vyuziva napriklad vo forme testu T-SPOT.TB, ktory je zalozeny na
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detekcii interferénu gama produkovaného T-lymfocytmi po expozicii antigénom
Mycobacterium tuberculosis.

Inkubécia buniek produkujticich @ Vizba molekuly na @ Inkubécia s detekénou protilatkou
$pecifickii molekulu v pritomnosti zachytavaciu protilatky
zachytavajlcich protilatok
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Obr. 12: Princip ELISPOT

5.5. Multiplexové metody

Multiplexové imunologické metdédy umozniuju simultannu detekciu viacerych
cielovych molekul (napr. antigénov, protilatok alebo cytokinov) v jednej biologickej
vzorke, ¢im sa vyrazne Setri objem biologického materialu, ¢as aj celkové naklady na
vySetrenie. Z tohto dévodu su mimoriadne vhodné najma v situaciach, ked je dostupné
len obmedzené mnozstvo vzorky, napriklad u pediatrickych pacientov alebo pri
vySetreniach mozgovomiechového moku. Ich princip je zalozeny na pouziti mikrocastic,
ktoré su rozliSitelné na zaklade unikatneho fluorescenéného signalu. Kazda skupina
mikrocastic je pokryta Specifickymi zachytavajucimi protilatkami, ktoré viazu konkrétnu
molekulu z testovanej vzorky. Po naviazani analytu sa do reakénej zmesi pridava
detekéna protilatka konjugovana s fluorescenénym farbivom, ktora sa viaze na iné
vazbové miesto cielovej molekuly, ¢im vznika tzv. sendvic¢ovy komplex (princip rovnaky
ako pri sendi¢ovej ELISA, kap. 5.3). Kazdy vytvoreny komplex je nasledne identifikovany
podla Specifického fluorescencného kddu mikrocastice a kvantifikovany na zaklade
intenzity fluorescencie detekénej protilatky. Meranie prebieha naj¢astejSie na pristrojoch
fungujucich na principe prietokovej cytometrie.
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ZvyCajne sa vyuzivaju syndrémovo-orientované panely, napriklad na diferencialnu
diagnostiku respiracnych infekcii, kde mozno v jednej reakcii detegovat antigény alebo
protilatky proti virusom ako su virus chripky A/B, RSV, adenovirus, virus parachripky Ci
koronavirusy. Dal$ou oblastou vyuZitia je sérologicky skrining infekcii prena$anych krvou.
Multiplexové testy sa tiez vyuzivaju pri sledovani hladin viacerych cytokinov v krvi
pacientov, €¢o mbéze poméct v hodnoteni imunitnej odpovede pri tazkych infekciach. Z
vyskumného hladiska umoznuju tieto metddy aj sledovanie dynamiky protilatkovej
odpovede pocas infekcie alebo po ockovani.

5.6. Imunochromatografickeé testy

Imunochromatografické testy predstavuju rychlu a jednoduchid metdédu zaloZzenu
na principe antigén—protilatkovej reakcie kombinovanej s chromatografickou separaciou
na kapilarnom principe. V klinickej praxi sa vyuzivaju predovSetkym vramci POCT,
pretoze umoznuju rychlu detekciu infek&nych agensov alebo Specifickych protilatok bez
potreby laboratérneho vybavenia. Typickym prikladom su antigénové testy na SARS-CoV-
2.

Testovacia kazeta obsahuje pruzok z kapilarneho materidlu (napr. celulézovy
alebo polymérny nosic), cez ktory sa tekuta vzorka pohybuje kapilarnym tahom. V
Uvodnej ¢asti testovacieho pruzku sa nachadza konjugatova zéna, obsahujuca protilatky
znacené detekénym markerom, ako je koloidné zlato, latexové c¢astice alebo
fluorescencné farbivo. Po kontakte so vzorkou sa znacené protilatky rozpustia a viazu sa
na pritomny cielovy antigén, ¢im vznika stabilny imunokomplex. Tento komplex nasledne
migruje do testovacej zény, kde su imobilizované Specifické zachytavajuce protilatky. Tie
zachytia prechadzajuci komplex a vytvoria viditelny farebny pruzok, ktory signalizuje
pozitivny vysledok vySetrenia.

Okrem detekcie SARS-CoV-2 sa imunochromatografické testy v klinickej praxi
bezne vyuzivaju aj pri diagnostike dalSich virusovych ochoreni, napriklad chripky typu A a
B, respiracného syncycialneho virusu, ako aj rotavirusovej a adenovirusovej
gastroenteritidy. Uplatnenie nachadzaju aj pri bakterialnych infekciach, napriklad pri
dbkaze Streptococcus pyogenes, Legionella pneumophila, Streptococcus pneumoniae
alebo Clostridioides difficile, kde sa pouzivaju kombinované testy na detekciu toxinov A
a B v stolici. V diagnostike meningitid sa tieto testy vyuzivaju priamo z
mozgovomiechového moku, pricom najcastejSie detegovanymi patogénmi su Neisseria
meningitidis, Streptococcus pneumoniae a Cryptococcus neoformans. V oblasti
sexualne prenosnych infekcii su dostupné rychle testy na syfilis (Treponema pallidum) a
HIV, ktoré je mozné vykonat aj z kvapky krvi alebo zo slin, ¢o ich predurcuje na vyuzitie
v komunitnom a terénnom prostredi. Na druhej strane, nizSia citlivost a Specificita oproti
inym laboratérnym metédam (ako je PCR alebo ELISA) limituju ich spolahlivost, najma pri
nizkej koncentracii patogéna.
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5.7. Western blot

Western blot je imunoanalytickd metdda, ktora umoznuje nielen detekciu
Specifickych protilatok, ale aj identifikaciu konkrétnych antigénov na zaklade ich
molekulovej hmotnosti. Na rozdiel od ELISA, ktord poskytuje informaciu najma o
pritomnosti a koncentracii protilatok alebo antigénov, Western blot umoziuje posudit
Specificitu imunitnej reakcie voci jednotlivym antigénom patogénu.

Postup Western blot analyzy sa zaCina separaciou zmesi antigénov pomocou
elektroforézy v polyakrylamidovom géle (SDS-PAGE), ktora umoznuje ich rozdelenie
podla molekulovej hmotnosti. Nasledne sa separované antigény prenasaju (,,blotuju“) na
pevnu membranu, najcastejSie nitrocelulézovu alebo PVDF. Takto pripravena membrana
sa inkubuje so sérom pacienta. Ak su v sére pritomné Specifické protilatky, viazu sa na
prislusné antigény imobilizované na membrane. Neviazané protilatky sa po inkubacii
odstrania premyvanim a naviazané primarne protilatky sa nasledne deteguju pomocou
enzymovo konjugovanych sekundarnych protilatok, analogicky ako pri metéde ELISA. Po
pridani substratu dochadza k vzniku detegovatelného signalu a k zviditelneniu pasov v
miestach Specifickej vazby antigén—protilatka (obr. 13).
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Obr. 13: Princip Western blot metddy
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Vyhodou Western blotu je, ze umozfiuje presnu identifikaciu konkrétnych
antigénov, ktoré su rozpoznavané protilatkami v sére pacienta, a tym dokaze rozlisit
Specifickld imunitnd odpoved od moznej krizovej reaktivity. Reaktivita iba s jednym
antigénom moze predstavovat neSpecificku alebo krizovu reakciu, pripadne velmi skoru
fazu infekcie, zatial ¢o reaktivita s viacerymi diagnosticky vyznamnymi antigénmi svedci
pre Specifickd polyklonalnu imunitni odpoved. Tato vlastnost je klu¢ova najma v
diagnostike infekcie virusom HIV, kde sa za pozitivny nalez povazuje pritomnost
protilatok proti viacerym definovanym antigénnym proteinom virusu podla platnych
interpretacnych kritérii.

Western blot sa ako konfirmacna metdda vyuzival aj v diagnostike lymskej
borelidzy a hepatitidy typu C, kde umoznoval posudit Specificitu protilatkovej odpovede
voci jednotlivym antigénom patogénu.

5.8. Perspektivne imunologické metady

Neustaly pokrok v imunolégii a nanotechnolégiach vedie k vyvoju novych
imunodiagnostickych pristupov, ktoré svojimi vlastnostami vykazuju potencial doplnit
alebo v buducnosti CiastoCne nahradit konvencne vyuzivané metddy. Tieto technolégie
sa v sUcCasnosti uplatfiuju predovSetkym vo vyskume, avSak viaceré z nich maju
perspektivu SirSieho zavedenia do rutinnej klinickej diagnostiky infek&nych ochoreni.

5.8.1.Digitalna ELISA

Digitalna ELISA predstavuje technologicky pokrocilu modifikaciu klasickej metody
ELISA, ktora umoznuje kvantifikaciu analytov na drovni jednotlivych molekul.
NajznamejsSim predstavitelom tejto technoldgie je platforma SiMoA (Single Molecule
Array), ktora vyuziva mikroskopické magnetické Castice s naviazanymi zachytavajucimi
protilatkami. Po naviazani cielovej molekuly a znaceni detekénou protilatkou sa Castice
distribuuju do tisicov mikrojamiek s femtolitrovym objemom, pricom kazda obsahuje bud
Ziadnu, alebo jednu Casticu. Reakcia prebieha izolovane v jednotlivych mikrojamkach a
vysledny fluorescencny signal je detegovany ako pozitivha alebo negativha reakcia.
Vdaka tomuto pristupu je mozné detegovat ultranizke koncentracie cielovych molekul.
Preto je tato metdda 100- az 1000-nasobne citlivejSie nez tradi¢na ELISA.

V oblasti diagnostiky infekénych ochoreni nachadza digitalna ELISA uplatnenie
napriklad pri ultrasenzitivnej detekcii antigénu p24 virusu HIV-1, ¢o umoznuje zachytit
infekciu eSte pred sérokonverziou. Rovnako bola vyuzita pri detekcii Specifickych
proteinov virusu SARS-CoV-2 s dosiahnutym limitom detekcie v rozsahu desiatok
femtogramov na mililiter. Medzi hlavné nevyhody digitalnej ELISA v sucasnosti patri
najma jej vyssSia technologicka a finan¢na naroc¢nost.
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5.8.2.Imunosenzory

Imunosenzory predstavuju modernu kategdriu analytickych nastrojov, ktoré
spajaju Specificitu imunologickych interakcii (napriklad vazba antigénu a protilatky) s
citlivymi fyzikalnymi detek&nymi technolégiami. Zakladom tychto zariadeni je biologicka
rozpoznavacia zlozka (najCastejSie protilatka) naviazana na povrch senzora, ktora po
zachyteni cielovej molekuly (napr. antigénu mikroorganizmu) vyvola fyzikalnu zmenu.
Tato zmena je nasledne prevedena na kvantifikovatelny signal (napriklad opticky,
elektrochemicky alebo termalny). V oblasti klinickej mikrobioldgie sa tieto zariadenia
uplatiuju najma pri rychlej identifikacii patogénov ako Escherichia coli, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, ako aj pri detekcii bakterialnych alebo virusovych toxinov, Ci
Specifickych protilatok.

Vyznamnou vyhodou biosenzorov oproti klasickym metédam je ich Casova
nenaroc¢nost (asto nevyzaduju zlozité preplachovacie kroky, ¢im sa ¢as do ziskania
vysledkov skracuje na desiatky minut) a potencidlna moznost miniaturizacie, ¢o ich
preduréuje na vyuzitie vramci POCT. Nevyhodou je vSak obmedzena stabilita niektorych
biosenzorov, potreba optimalizacie pre konkrétny ciel a vySSie néaklady spojené s
vyvojom, validaciou a zavedenim do klinickej praxe. Napriek tymto limitaciam maju
imunodiagnostické biosenzory znacény potencial ako nastroje budlcnosti v oblasti
presnej a rychlej diagnostiky infekénych ochoreni.

5.8.3.Lab-on-a-Chip

Mikrofluidické technoldgie, zname aj ako lab-on-a-chip (LoC), predstavuju
pokrocCilé diagnostické platformy, ktoré integruju viacero laboratérnych krokov (napr.
pripravu vzorky, mieSanie, inkubaciu, detekciu a analyzu vysledkov) do jedného
miniaturneho zariadenia, ¢asto velkosti mikroskopického sklicka. Vyuzivaju systém
mikrokanalikov, mikroventilov a mikropump na manipuldciu s velmi malymi objemami
kvapalin (v rozsahu nano- az mikrolitrov), ¢im umoznuju rychle, automatizované a vysoko
efektivne vykonanie komplexnych diagnostickych reakcii, vratane imunochemickych
analyz.

Zatial Co biosenzory predstavuju technolégie primarne zamerané na samotnu
detekciu biologickej interakcie (napr. vazby antigén—protilatka) a jej konverziu na
meratelny signal (opticky, elektrochemicky, piezoelektricky a pod.), mikrofluidické
systémy predstavuju komplexné diagnostické platformy, ktoré zahffiaju cely analyticky
proces od spracovania vzorky az po vyhodnotenie vysledku.

Hlavnymi vyhodami LoC technolégii su vysoka rychlost analyzy, automatizacia,
nizka spotreba vzorky a reagencii, ako aj moznost integracie do prenosnych
diagnostickych zariadeni, ¢o ich predurcuje na vyuzitie v POCT diagnostike. Prikladom je
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ich vyuzitie v rychlej diagnostike infekénych ochoreni, napriklad meningitid, respiraénych
virusov alebo sexualne prenosnych infekcii.

Zhrnutie kapitoly

Imunologické metddy tvoria neoddelitelnud sucast diagnostiky infekénych
ochoreni, pretoze umoznuju rychlu a Specifickl detekciu antigénov patogénov alebo
protilatkovej odpovede hostitela. Ich hlavnhou prednostou je vysokd Specificita vazby
antigén—protilatka, ktora umoznuje spolahlivu identifikaciu patogénov. Vyznamnou
vyhodou je tiez ¢asova nenarocnost, kedZze mnohé z tychto metéd poskytuju vysledok v
priebehu niekolkych minut az hodin a su vhodné pre urgentné klinické situacie ¢i POCT.

Limitujucim faktorom imunologickych metéd je ich Ciastoc¢na zavislost od
dynamiky imunitnej odpovede, o mdZe viest k faloSne negativnym vysledkom pri skorych
Stadiach infekcie alebo u imunokompromitovanych pacientov. Pri testoch zameranych
na detekciu protilatok je potrebné pocitat s €asovym oneskorenim sérokonverzie, zatial
¢o pri detekcii antigénov moéze citlivost klesat pri nizkej koncentracii patogéna. Niektoré
metody su nachylné na skrizenu reaktivitu, najma pri pouziti sekundarnych protilatok, a
vyzaduju preto opatrnu interpretaciu vysledkov.

Celkovo imunologické metédy predstavuju flexibilnu skupinu diagnostickych
nastrojov s mimoriadnym vyznamom v situaciach, kde je potrebna rychlost, vysoka
Specificita a schopnost detegovat patogény nezavisle od kultivacie. Ich spravne vyuZitie
vSak vyZaduje znalost ich limitacii, pochopenie imunologickej kinetiky a vhodné
kombinovanie s molekularnymi ¢i spominanymi kultivacnymi metédami.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

. Preco su IgM protilatky obzvlast vhodné na aglutinacné reakcie?
. maju najmensiu molekulovd hmotnost

. su monomeérne

. sU pentamérne a viazu viac antigénov naraz

OO0 ®m > =

. neaktivuju komplement

2. Preco je latexova aglutinacia vhodna najma pre urgentnu diagnostiku meningitid?
A. Umoznuje stanovit antibioticku citlivost.

B. Je citlivejSia nez PCR.

C. Umoznuje stanovit titre protilatok.

D. Je rychla, jednoducha a vysoko Specificka.

67



3. Aké je hlavné vyuzitie nepriamej imunofluorescencie v klinickej mikrobiologickej
diagnostike?

A. sérologicky dbkaz Specifickych protilatok proti vybranym patogénom

B. priama identifikacia bakterialnych exotoxinov v klinickom materiali

C. stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie antimikrobialnych latok

D. molekularna genotypizacia virusovych kmenov

4. Pacient prichadza so suspektnou, ale nejasnou prekonanou infekciou. Lekar
pozaduje metédu, ktora by pomohla stanovit dynamiku protilatkovej odpovede a
rozlisSit medzi akutnou a prekonanou fazou. Ktora z uvedenych ELISA metéd je na
tento ucel primarne urcena?

A. priama ELISA

B. nepriama ELISA

C. sendvic¢ova ELISA

D. kompetitivna ELISA

5. Pacient ma pozitivny vysledok skriningového ELISA testu na HIV. Lekar potrebuje
vykonat potvrdzujtci test, ktory dokaze s vysokou Specifitou uréit, ¢i ide skutoéne o
infekciu HIV s polyklonalnou imunitnou odpovedou, alebo ¢i ide len o nahodnu
skrizenu reaktivitu s inymi antigénmi.

Ktoru z nasledujiicich metdd by ste pouzili?

A. Western blot

B. priama imunofluorescencia

C. nepriama ELISA

D. latexova aglutinacia

6. U 55-ro¢ného pacienta, ktory nedavno emigroval z oblasti s vysokou prevalenciou,
je podozrenie na latentnu tuberkulézu. Pre potvrdenie diagnézy je potrebné
analyzovat bunkovu imunitnd odpoved, konkrétne kvantifikovat aktivitu T-
lymfocytov (prostrednictvom produkcie interferénu gama) po expozicii antigénom
Mycobacterium tuberculosis. Ktora metéda by bola najvhodnejsia?

A. sendvicova ELISA

B. ELISPOT

C. imunochromatograficky test

D. kompetitivna ELISA
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7. Imunochromatografické testy (napr. rychlotesty na SARS-CoV-2) su ¢asto
vyuzivané v POCT (Point-of-Care Testing). Ktoré z nasledujucich obmedzeni tychto
testov by mal lekar zohladnit pri interpretacii negativneho vysledku?

A. VyZaduju dlhu inkuba¢nu dobu a zlozité laboratdrne vybavenie.

B. Poskytuju presnu kvantifikaciu koncentracie antigénu.

C. Maju nizsiu citlivost a Specificitu oproti inym laboratérnym metédam.

D. Sluzia vyhradne na detekciu protilatok IgG, nie antigénov.

8. Pacient prichadza s typickym klinickym obrazom chripky 24 hodin od zaciatku
priznakov. Sérologické vysSetrenie protilatok je negativne. Ktoré tvrdenie najlepsie
vystihuje negativny sérologicky nalez?

A. Protilatky triedy IgG sa eSte nestihli vytvorit.

B. Protilatky triedy IgM sa tvoria az po 2-3 mesiacoch.

C. Imunologické metédy nie su pouzitelné pri virusoch.

D. Protilatky sa nikdy netvoria pri akutnych infekciach.

9. Ktora z uvedenych metéd, aj napriek svojej vysokej technologickej a finanénej
naroc¢nosti, poskytuje najvyssiu citlivost (kvantifikdciu na udrovni jednotlivych
molekul)?

A. nepriama imunofluorescencia

B. sendvic¢ova ELISA

C. digitalna ELISA

D. imunochromatograficky test

10. Ktory faktor najviac ovplyviuje Specificitu imunologickych testov?
A. koncentracia elektrolytov vo vzorke

B. typ pouzitého detekéného substratu

C. rychlost enzymatickej reakcie

D. afinitna vazba medzi antigénom a protilatkou

Spravne odpovede na strane 84.
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6.ANALYTICKE METODY

Diagnostika infekénych ochoreni sa v poslednych desatroCiach vyrazne rozsirila o
nové technologické pristupy, ktoré dopifaju klasické mikrobiologické, molekularno-
biologické a imunologické metddy. Vyznamny pokrok zaznamenali najma analytické
metddy zaloZzené na principoch hmotnostnej spektrometrie (mass spectrometry, MS),
chromatografie, spektroskopie a chemometrie. Tieto analytické pristupy umoznuju
rychlu, vysoko citlivd a presnu identifikaciu mikroorganizmov, ¢asto v kratkom Case a s
minimalnou alebo Ziadnou potrebou predchadzajucej kultivacie. V niektorych pripadoch
je vysledok dostupny takmer v redlnom case, ¢o vyznamne urychluje rozhodovanie o
optimalnom terapeutickom postupe. V klinickej mikrobioldgii sa tieto metddy vyuzivaju
najma na identifikdciu mikroorganizmov na zaklade ich hmotnostnych profilov, ako aj na
detekciu metabolitov mikrobialneho p6vodu.

6.1. MALDI-TOF MS

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time Of Flight) MS
predstavuje analytickl technoldgiu, ktorda umoZznuje rychlu a presnu identifikaciu
mikroorganizmov na zaklade ich proteinového profilu. Metdda vyuziva princip ionizacie
chemickych funk&nych skupin proteinov pomocou laserového lica, pricom sa nasledne
analyzuje ich hmotnostné spektrum. VySetrovana vzorka, zvyCajne vo forme Cistej
bakterialnej kolénie alebo predpripraveného proteinového extraktu, sa zmieSa so
Specialnou chemickou matricou, ktorej ulohou je absorbovat energiu z laserového luca.
Vytvorené nabité molekuly (idny) sa nasledne urychluju v elektrickom poli do tzv. letovej
trubice. V nej sa pohybuju r6znou rychlostou v zavislosti od svojej hmotnosti a naboja, ¢o
znamena, ze ¢im je ion [ahSi, tym skor dorazi k detektoru. Takymto spé6sobom sa vytvori
charakteristicky hmotnostny profil (spektrogram), ktory predstavuje ,,odtlacok prsta“
daného mikroorganizmu. Tento profil sa potom porovnava s referencnymi udajmi v
databazach, ¢o umozniidentifikovat konkrétny druh mikroorganizmu (obr. 14).

Metéda MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie sa v klinickej praxi vyuziva
predovsetkym narychlu a presnu identifikaciu baktérii a kvasiniek na drovnirodu a druhu,
pricom jej vyuzitie sa v poslednych rokoch rozsirilo aj na identifikaciu vlaknitych hub. V
experimentalnych a vyskumnych podmienkach sa skima aj jej potencialne vyuzitie pri
identifikacii virusov, ktoré v§ak zatial nepredstavuje rutinnu sucast klinickej diagnostiky.

Medzi hlavné vyhody tejto technoldgie patri velmi kratky ¢as spracovania vzorky,

kedze vysledok je casto dostupny uz do 30 minut. Po pociato¢nejinvesticii do pristroja su
prevadzkové naklady nizke, najma vdaka minimalnej spotrebe reagencii.
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Obr. 14: Princip MALDI-TOF MS

Nevyhodou zostava nevyhnutnost predchadzajucej kultivacie, preto nie je vhodna
na priamu diagnostiku z klinickej vzorky pacienta. Okrem toho je Uspes$nost identifikacie
limitovana kvalitou a rozsahom referenc¢nej databazy, preto zriedkavé alebo menej
Studované patogény nemusia byt spravne identifikované. Napriek tymto obmedzeniam je
MALDI-TOF MS dnes povazovana za jeden z najefektivnejSich nastrojov rutinnej
mikrobidlnej identifikacie.

Technolégia MALDI-TOF MS sav poslednych rokoch ukazuje aj ako nadejny nastroj
na rychlu detekciu niektorych mechanizmov rezistencie priamo z izolovanych kultur
mikroorganizmov.

Spbsoby vyuzitia v stanoveni rezistencie:

° Detekcia enzymovej aktivity - pri tomto pristupe sa testovany kmen inkubuje s
konkrétnym antibiotikom (napr. zo skupiny karbapenémov). Po inkubacii sa
pomocou MALDI-TOF MS analyzuje pritomnost produktov hydrolyzy, ktoré vznikli
rozkladom antibiotika prostrednictvom Specifickych enzymov (napr. B-laktamaz).
Zmeny v hmotnostnom spektre (vymiznutie signalu pre antibiotikum a vznik
novych pikov), umoznuju potvrdit enzymatickl degradaciu lieCiva atym
pritomnost rezistentného kmena vybraného mikroorganizmu.

° Identifikacia biomarkerov asociovanych s rezistenciou - vsucasnosti sa
vyuzitie MALDI-TOF MS zameriava aj na detekciu Specifickych proteinovych a
lipidovych biomarkerov, ktoré su typické pre rezistentné kmene mikroorganizmov.
Na rozdiel od priamych funkénych testov ide v tomto pripade o nepriame dbkazy,
ktoré vyuzivaju porovnanie hmotnostnych spektier medzi citlivymi a rezistentnymi
izolatmi. V suvislosti s proteinovymi biomarkermi bol napriklad u Klebsiella
pneumoniae produkujucej enzym karbapenemazu (KPC) identifikovany Specificky
pik s hmotnostou 11 109 Da, ktory sa vyskytoval vo vacsine KPC-pozitivhych
kmenov a chybal u negativnych izolatov. Niektoré mechanizmy rezistencie, ako
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napr. expresia génu mecr-1 (rezistencia na kolistin), vedu k Specifickym
modifikaciam lipidu A (Cast lipopolysacharidu v membrane gram-negativnych
baktérii). U Pseudomonas aeruginosa nesucej gén mcr-1 bol detegovany pik 1 569
Da, ktory chybal u citlivych izolatov. Podobné posuny boli popisané aj u Klebsiella
pneumoniae a Morganella morganii.

MALDI-TOF MS sa vyuziva aj na rozpoznavanie epidemiologicky
vyznamnych klonov. Prikladom je ST175 klon Pseudomonas aeruginosa, ktory je
asociovany s multirezistenciou a je prevalentny v Eurépe. Tento klon ma stabilne
pritomné dva biomarkery s hodnotami 6 911 a 7 359 Da, ktoré ho odliSuju od
ostatnych klonov.

Vyhodou takéhoto pristupu je moznost integracie do rutinnej klinickej praxe
bez potreby inkubacie svybranym antibiotikom. Nevyhodou vSak zostava, ze
vacsSina biomarkerov je Specificka len pre urcité typy rezistencie alebo konkrétne
klony, a preto ich nepritomnost nevylucuje rezistenciu.

° Hodnotenie rastu mikroorganizmov v pritomnosti antibiotika - existuje viacero
experimentalnych metdd zaloZzenych na analyze rastu baktérii za pritomnosti
alebo nepritomnosti antibiotika. Napriklad:

MALDI Biotyper-Antibiotic Susceptibility Test Rapid Assay (MBT-ASTRA)
- porovnava zmeny v spektre pred a po inkubacii s antibiotikom. Metdéda sa
preukazala byt Ucinna pri stanoveni rezistencie Mycobacterium tuberculosis na
rifampicin, izoniazid, etambutol a linezolid, ataktiez pri stanoveni rezistencie
netuberkuléznych mykobaktérii na rifabutin a klaritromycin.

Direct-On-Target Microdroplet Growth Assay (DOT-MGA) - ide o rychlu
metddu testovania antibiotickej citlivosti, pri ktorej sa mikroskopické kvapky o
objeme priblizne 6 pl, obsahujuce suspenziu testovaného mikroorganizmu,
inkubuju priamo na cielovej platni¢ke pristroja MALDI-TOF MS, a to v pritomnosti
vybraného antibiotika a paralelne aj bez jeho pritomnostis (kontrola rastu). Po 4-5
hodinach inkubacie (v zavislosti od druhu mikroorganizmu) sa analyzuje
pritomnost alebo nepritomnost bakteridlneho rastu na zaklade zmien v
proteinovom spektre. Metdéda bola UspesSne validovana napriklad pre detekciu
rezistencie Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa na meropeném.

6.2. Kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou
Kvapalinova chromatografia s hmotnostnou spektrometriou (LC-MS) predstavuje

analyticki metédu, ktora umoznuje separaciu a naslednu identifikaciu Sirokého spektra
biologicky aktivnych latok vratane metabolitov, lipidov, proteinov ¢&i lie€iv. V prvom kroku
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sa jednotlivé zloZzky vzorky separuju na zaklade ich chemickych vlastnosti (napr. polarita,
velkost, naboj) pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Nasledne
su jednotlivé zlozky ionizované a zavadzané do hmotnostného spektrometra, kde sa
analyzuju podla pomeru hmotnosti k naboju (m/z). Tento pristup umoznuje vysoko
selektivhu a mimoriadne citlivi detekciu aj velmi nizkych koncentracii cielovych molekul
v komplexnych biologickych vzorkach.

Jednym z klasickych prikladov vyuzitia je identifikdcia bakterialnych druhov rodu
Mycobacterium, nakolko umoZznuje spolahlivé rozliSenie medzi Mycobacterium
tuberculosis a netuberkuléznymi mykobaktériami. LC-MS sa vyuziva aj pri analyze
metabolitov a lipidov inych klinicky vyznamnych baktérii, napriklad na detekciu mastnych
kyselin afosfolipidov u Clostridium difficile, membranovych lipidov Pseudomonas
aeruginosa, Ci toxinov produkovanych Bacillus cereus a Staphylococcus aureus. Tieto
molekularne markery pomahaju pri identifikacii druhu aj pri hodnoteni virulenéného
potencialu vybraného kmena. V neposlednom rade ma LC-MS vyznam aj v analyze
virusovych a kvasinkovych antigénov (napr. v diagnostike SARS-CoV-2 alebo Candida
albicans).

V ramci personalizovanej mediciny sa LC-MS uplatiuje pri stanoveni koncentracii
antimikrobialnych  latok vplazme (napr. vankomycin, linezolid, tigecyklin,
antituberkulotika), ¢o umoznuje terapeutické monitorovanie lie¢iv nevyhnutné najma
u kriticky chorych pacientov, u ktorych su Casto vyrazne ovplyvnené farmakokinetické
parametre.

6.3. Plynova chromatografia

Plynova chromatografia (GC) je analytickd metdéda vyuzivajiuca separaciu
prchavych latok na zaklade ich fyzikalno-chemickych vlastnosti, najma rozdielnej
prchavosti a afinity k stacionarnej faze vchromatografickej koléne. V mikrobiolégii sa GC
vyuziva na detekciu a identifikaciu Specifickych metabolickych produktov
mikroorganizmov, ¢asto vo forme prchavych organickych latok (VOCs) alebo mastnych
kyselin, ktoré su charakteristickeé pre jednotlivé druhy mikroorganizmov.

Klinické vyuzitie:

° Identifikacia anaerébnych baktérii - ¢asto vyzaduje kombinaciu viacerych
diagnostickych pristupov. GC sa v tomto pripade pouziva na analyzu produktov
fermentacie glukézy alebo na detekciu metabolitov mastnych kyselin, najma ich
metylesterov, ktoré vznikaju transesterifikaciou bunkovych lipidov. Vysledkom je
charakteristicky profil mastnych kyselin, ktory je druhovo Specificky a mbéze byt
diagnosticky vyznamny pri rozliSovani jednotlivych druhov anaerébnych
mikroorganizmov.
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° Diagnostika tuberkuldéznej meningitidy - GC alebo GC-MS mozno vyuzit na
detekciu tuberkulostearove] kyseliny, ktora je Specificka pre bunkovld stenu
mykobaktérii. Tato zluCenina sa mbze uvolhovat do likvoru pacientov s
tuberkuléznou meningitidou, a kedze Mycobacterium tuberculosis je prakticky
jediny patogén spbsobujuci meningitidu, ktory uvolhuje tuto zluceninu, jej
pritomnost v likvore ma klinicky vyznam pre diagnézu tohoto ochorenia.

. Diagnostika infekcie priamo z vydychovaného vzduchu (breathomics)-dalSou
vyhodou GC-MS je moznost detekcie VOC vo vydychovanom vzduchu. Tento
pristup, tzv. ,metabolicky odtlacok® z dychu sa oznacCuje ako breathomics.

Vydychovany vzduch pacienta sa zachytava do Specialnych kontajnerov a
nasledne sa analyzuje pomocou GC-MS, pricom dochadza k separacii
jednotlivych zli¢enin podla ich prchavosti a chemickych vlastnosti. V druhom
kroku su tieto zluceniny identifikované a kvantifikované na zaklade ich
hmotnostného spektra.

V ramci vyskumu sa identifikovali VOC profily asociované s respiracnymi
infekciami, ako su pneumonie, infekcie dychacich ciest a tuberkuléza, ¢im sa
vytvara potencial pre rychlu diagnostiku bez potreby invazivheho odberu
biologického materialu. S postupnou miniaturizaciou analytickych zariadeni a
rozvojom umelej inteligencie (Al) na spracovanie a interpretaciu komplexnych
VOC profilov sa predpokladd, Ze analyza vydychovaného vzduchu sa stane
vyznamnou sucastou personalizovane] diagnostiky infekénych ochoreni. Jej
najvacsi prinos sa o¢akava najma v ramci POCT, vratane monitorovania odpovede
na antibioticku lieCbu.

GC a GC-MS predstavuju vysoko citlivé a Specifické analytické nastroje, ktoré vSak
v klinickej praxi ¢elia viacerym praktickym obmedzeniam. Jednou z hlavnych nevyhod je
technicka a finan¢na narocnost. Priprava biologickych vzoriek byva ¢asto komplikovana
a Casovo naroCna, kedze zahffia viaceré kroky ako extrakciu alebo chemicku
derivatizaciu, ¢o mbéze viest k strate analytu alebo kontaminacii. NavySe, koncentracie
metabolitov vo vydychovanom vzduchu ¢i inych telesnych tekutinach moézu byt
ovplyvnené diétou, liekmi alebo podmienkami odberu andaslednym uchovanim
klinickych vzoriek, ¢o znizuje spolahlivost vysledkov a komplikuje Standardizaciu.

6.4. Vibracéna spektroskopia
Vibraéna spektroskopia zahffia skupinu analytickych metdd, ktoré analyzuju
vibracné mody chemickych vazieb v molekulach, a tym umoziuju charakterizaciu

chemického zloZenia buniek a identifikdciu mikroorganizmmov. Medzi najvyznamnejSie
techniky patria povrchom zosilnend Ramanova spektroskopia (SERS) a Fourierova
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transformovana infracervend spektroskopia (FT-IR). Obe metddy umoznuju rychlu a
neinvazivnu identifikaciu mikroorganizmov priamo z klinického materialu, ¢asto bez
potreby predchadzajucej kultivacie, znacenia alebo amplifikacie nukleovych kyselin.
Vysledkom analyzy su charakteristické vibracné spektra, ktoré odrazaju celkové
biochemické zlozenie mikrobialnej bunky a mézu byt vyhodnocované porovnanim s
referenénymi spektralnymi databazami.

Pri FT-IR je vzorka oziarena infraCervenym svetlom a analyzuje sa absorpcia
jednotlivych vinovych dizok, ktora zodpoveda vibraénym médom véazieb v molekulach
(napr. C-H, N-H, C=0).

SERS vyuziva Ramanov jav, tzv. rozptyl svetla na molekulach, pricom signal je
zosilneny vdaka interakcii s kovovym povrchom. Tymto sp6sobom mozno detegovat aj
extrémne nizke koncentracie analytov, dokonca na urovni jednej bunky.

Na zaklade vibracnych spektier je v klinickej mikrobiolégii mozné identifikovat
Siroké spektrum mikroorganizmov, vratane baktérii (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa), virusov (napr. SARS-CoV-2) a kvasiniek (Candida spp.),
ako aj vlaknitych hub (Aspergillus spp.). Okrem druhovej identifikdcie umoznuju tieto
metody v niektorych pripadoch rozlisit aj jednotlivé kmene v ramci druhu, €¢o ma vyznam
pri epidemiologickom sledovani prenosu a Sirenia infekénych ochoreni.

Potencial vibracnej spektroskopie sa preukazal aj pri detekcii antimikrobialnej
rezistencie, a to prostrednictvom identifikacie charakteristickych zmien v lipidovom a
proteinovom spektre bunky. Tieto zmeny je mozné detegovat uz v priebehu priblizne 2
hodin od expozicie antibiotiku, o méze vyznamne prispiet k rychlej diferenciécii citlivych
a rezistentnych kmenov, napriklad pri rozliSeni meticilin-citlivych a meticilin-
rezistentnych kmenov Staphylococcus aureus.

Zhrnutie kapitoly

Analytické metddy predstavuju rychlo sa rozvijajucu skupinu technoldgii, ktoré
vyznamne rozSiruju diagnostické moznosti klinickej mikrobioldgie, aj s ohladom na
detekciu rezistencie na antiinfektiva. Techniky zalozené na hmotnostnej spektrometrii,
chromatografii a vibracnej spektroskopii umoznuju rychlu, presnd a vysoko
reprodukovatelnu identifikdciu mikroorganizmov na zaklade ich proteinovych, lipidovych
alebo metabolickych profilov, ¢asto s minimalnou potrebou kultivacie. Ich hlavnymi
prednostami sU Casova nenarocnost, vysoka mierna automatizacie, relativne nizke
prevadzkové naklady pri rutinnom pouziti a schopnost poskytovat komplexné
biochemické informacie, ktoré presahuju ramec tradi¢nych fenotypovych metod.

Klinicky vyznam analytickych metdd zdéraziiuje aj moznost detekcie
mechanizmov antimikrobialnej rezistencie, analyza Specifickych biomarkerov sluziaca na
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odliSenie epidemiologicky vyznamnych klonov a monitorovanie antibiotickej terapie. V
oblasti rychlej diagnostiky predstavuju perspektivny smer nahrady alebo doplnenia
molekularnych technik, najma v situaciach, kde je potrebna expresna identifikacia
patogéna a v€asné terapeutické rozhodovanie.

Tab. 12 Porovnanie principu vybranych analytickych metdd aich vyuZitie v klinickej
mikrobioldgii

Metéda Princip Vyhody a klinické vyuzitie
lonizacia funk&nych skupin proteinov
laserom a generovanie hmotnostného
MALDI-TOF MS spektra; vzniknuté spektrum sa
porovnava s databazou referenénych
proteinovych profilov
mikroorganizmov.

Rychla a presna identifikacia baktérii
a hub primarne z kultivacného
materialu (v priebehu minut). Vhodna
na rutinnu diagnostiku beznych
klinickych izolatov.

Vhodna pre identifikaciu anaeréboy,

Separacia a identifikacia prchavych lipidovych markerov (napr.

GC-MS metabolitov a mastnych kyselin podla 3 . .
Y w ) tuberkulostearova kyselina) a analyzu
retenc¢ného ¢asu a hmotnostného .
biomarkerov vo vydychovanom
spektra.

vzduchu.

Umoznuje presnu analyzu
metabolitov a proteinov
mikroorganizmov. Vhodna tiez pre
farmakokinetické a toxikologické
Studie a detekciu biomarkerov

Separacia zloziek v kvapalnej faze
podla polarity a molekulovej
hmotnosti a ich nasledna detekcia.

LC-MS /HPLC-MS

infekcie.
Vyhodnotenie schopnosti molekul
absorbovat alebo rozptylovat svetlo: Poskytuje charakteristicky
Vibraéna FT-IR meria absorpciu infracerveného »molekularny odtlacok*
spektroskopia Ziarenia; SERS zosilfiuje Ramanov mikroorganizmov. Vhodna pre
rozptyl interakciou so striebornym identifikaciu bakterialnych druhov a
alebo zlatym povrchom. pritomnosti rezistencie.

Kontrolné otazky (iba jedna spravna odpoved)

1. Pre€o analytické metédy dokazu zachytit uc¢inok antibiotika skér nez kultivacné
testy citlivosti?

A. Sleduju genetické mutacie baktérii.

B. Sleduju bezprostredné metabolické a proteinové zmeny bunky.

C. Sleduju tvorbu kolénii.

D. Sleduju tvorbu protilatok.

2. Na urgentny prijem je privezeny pacient v septickom Soku. Lekar odberie
hemokulturu a pozaduje ¢o najrychlejsiu identifikaciu patogénu, aby mohol nasadit
cielenu antibioticku lieébu. Laboratérium pouzije MALDI-TOF MS, ktoré dokaze
poskytnit vysledok do 30 minut. Aka je vtomto pripade hlavna nevyhod tejto
metody?

A. Metdda je primarne zamerana na detekciu mastnych kyselin a nie proteinov.
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B. Vysoka koncentracia soli a inych proteinov v krvi rusi signal.
C. Predchadzajuca kultivacia mikroorganizmu.
D. Nevyhnutnost izolacie nukleovej kyseliny.

3. Co je zakladnym principom tzv. ,,breathomics“?

A. analyza protilatok vo vydychovanom vzduchu

B. detekcia aerosélovych baktérii mikroskopicky

C. sekvenovanie RNA zo vzduchu

D. detekcia prchavych metabolitov zo vzduchu pomocou GC-MS

4. Aky je hlavny limitujuci faktor spravnej identifikacie mikroorganizmu pomocou
MALDI-TOF MS?

A. kvalita referencnej databazy

B. dizka laserového li¢a

C. teplota inkubacie

D. pH kultivacného média

5. Ktoré tvrdenie o vibracnej spektroskopii je spravne?
A. Neumoznuje rozliSenie kmenov.

B. Je invazivna a vyzaduje biopsiu.

C. Deteguje zmeny v lipidovom a proteinovom spektre.

D. Sluzi len na detekciu virusov.

6. U pacienta s intraabdominalnym abscesom sa predpoklada infekcia obligatnymi
anaerébnymi baktériami. Identifikacia prebieha na zaklade detekcie metabolitov
mastnych kyselin. Ktora metéda je najvhodnejsia?

A. MALDI-TOF MS

.LC-MS

.FT-IR

.GC-MS

O 0w

. Nevyhodou detekcie biomarkerov rezistencie pomocou MALDI-TOF MS je:
. Casova narocnost

. biomarkery su ¢asto Specifické len pre konkrétne mechanizmy

. nevyhnutnost predchadzajicej PCR amplifikacie

O 0O W >» N

. vysoka spotreba reagencii

Spravne odpovede na strane 84.
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7.VYUZITIE UMELEJ INTELIGENCIE V DIAGNOSTIKE
INFEKCNYCH OCHORENI A PERSONALIZOVANE)J
MEDICINE

Umela inteligencia (artificial intelligence, Al) sa stala neoddelitelnou sucastou
modernej diagnostiky infekénych ochoreni. V klinickej mikrobioldgii predstavuje prelom
v tom, ako sa identifikuju mikroorganizmy, analyzuju biologické vzorky a interpretuju
komplexné laboratdérne a klinické data. Na rozdiel od tradiénych pristupov, ktoré
vyzadovali manualnu analyzu a interpretaciu, dokaze Al spracovat obrovské mnozstva
udajov, od digitalnych mikroskopickych snimok, cez hmotnostné spektra az po data
ziskané sekvenacnymi pristupmi, a vyuzit ich na presnu, rychlu a automatizovanu
diagnostiku. Pristupy zalozené na Al zaroven znizuju riziko chyb sp6sobenych ludskym
faktorom, Standardizuju hodnotenie vysledkov a zvySuju spolahlivost diagnostickych
vystupov aj v komplexnych alebo polymikrobialnych vzorkach.

Al dnes dopifa aj klinické rozhodovanie, napr. algoritmy strojového uéenia (tzv.
machine learning) umoznuju napriklad predikovat antimikrobialnu rezistenciu na zaklade
genetickych alebo fenotypovych dat, analyzovat a rekonsStruovat prenosové retazce
infekcii, ako aj automatizovane hodnotit radiologické vySetrenia pacientov s infekénymi
ochoreniami, napriklad pri pneumonii alebo tuberkuléze. Tieto technolégie tak prepajaju
laboratérnu diagnostiku s klinickou praxou a vytvaraju novy, integrovany pristup k
diagnostike, lie¢be a monitorovaniu pacienta.

7.1. Digitalna mikroskopia a analyza mikroskopickych
preparatov

Al modely, najma konvolu¢né neurdénové siete (CNN), su schopné automatizovane
analyzovat digitalne mikroskopické snimky a s vysokou presnostou rozpoznavat
morfologické znaky mikroorganizmov, ako su tvar, farbenie, velkost €i vnutorna Struktura.
Tieto systémy sa trénuju na tisicoch az milionoch anotovanych obrazov, na zaklade
ktorych wvytvaraju robustné klasifikacné modely schopné spolahlivej identifikacie
patogénov. V praxi su uz dostupné konkrétne rieSenia, ako napriklad Findaureus, ktory
automaticky rozpoznava Staphylococcus aureus na imunofluorescentne znacenych
histologickych rezoch. Systém eliminuje potrebu manualneho nastavovania prahovych
hodnét a optimalizuje spracovanie komplexnych tkanivovych vzoriek. Dal§im prikladom
je PhenoMatrix Colorimetric Detection Module, ktory deteguje Streptococcus agalactiae
(skupina B) s citlivostou porovnatelnou s molekularnymi metédami, priCom vyrazne
zvySuje laboratérnu produktivitu a minimalizuje riziko (udskej chyby. V diagnostike
tuberkulézy a inych mykobakteriéz sa vyuziva systém Metafer Neon, ktory pomocou
automatizovaného skenovania preparétov a hibkového uéenia (deep learning) vyrazne
zrychluje azvysSuje citlivost vyhodnotenia mikroskopickych naterov farbenych na
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acidorezistentné baktérie. NavySe, kombindcia automatického skenovania a CNN
skratila ¢as analyzy jedného preparatu z niekolkych minut na priblizne 10 sekund.

7.2. Zobrazovacie metody

Zobrazovacie metody, ako je rontgen a pocitacova tomografia (computer
tommography, CT), predstavuju neoddelitelnu sucast diagnostiky mnohych infekénych
ochoreni. Napriek ich vysokej diagnostickej vypovednej hodnote mbze byt interpretacia
obrazovych nalezov do urcitej miery subjektivna a zavisla od skdsenosti radioléga. Prave
z tohto dévodu sa v poslednych rokoch do tejto oblasti Coraz intenzivnejSie integruju
algoritmy Al, ktoré umoznuju automatizovanu, presnu a reprodukovatelnd analyzu
obrazovych dat.

Al modely dokazu rozpoznat jemné obrazové vzorce, ktoré su pre ludské oko tazko
identifikovatelné. Na zaklade velkého mnozstva trénovacich dat sa tieto algoritmy ucia
rozliSovat typické znaky infekcii, napriklad distriblciu infiltratov, pritomnost kavitacii,
konsolidacii, nodulov alebo zhrubnutie pleury.

NajlepSie preskimanou oblastou vyuzitia Al v spracovani zobrazovacich dat je
vramci diagnostiky tuberkulézy a netuberkuléznych mykobakteriéz. Al algoritmus
dokazal identifikovat subtilne rozdiely v rozlozeni lézii, hrubke stien kavit a pritomnosti
satelitnych nodulov, ktoré byvaju tazko hodnotitelné aj pre skiseného radioléga. Metddy
vyuzivajuce Al dokazu tiez s vysokou presnostou rozliSit bakterialnu pneumodniu od
virusovej, ¢o je v klinickej praxi mimoriadne doélezité pre rozhodovanie o antibiotickej
liecbe. Pri COVID-19 sa modely hlbokého ucenia pouzivali na automatické rozpoznanie
rozsahu postihnutia plic na CT, kvantifikaciu zapalovych zmien a sledovanie odpovede
na lieCbu.

Napriek vyznamnym uspechom ma vyuzitie umelej inteligencie v zobrazovacej
diagnostike aj svoje limitacie. Vykonnost a spolahlivost algoritmov vyrazne zavisi od
kvality, rozsahu a diverzity tréningovych dat, kedZze model natrénovany na Specifickej
populacii alebo na datach z jedného typu zobrazovacieho zariadenia nemusi byt
univerzalne pouzitelny v inych klinickych podmienkach. Dal§ou vyznamnou vyzvou je
zabezpecenie klinickej interpretovatelnosti vysledkov, kedZe Al sice dokaze s vysokou
presnostou predikovat pravdepodobnu diagnézu, no konec¢né rozhodnutie musi vzdy
potvrdit lekar.

7.3. MALDI-TOF MS

Integracia Al v ramci spracovania dat z MALDI-TOF MS predstavuje zasadny krok
smerom k plne automatizovanej diagnostike mikroorganizmov. Tradi¢né spracovanie
spektier vyzaduje manualnu kontrolu kvality, interpretaciu vysledkov a porovnavanie s
databazou referenénych profilov. Naproti tomu modely strojového uéenia a hibkového
uCenia dokazu spracovat velké mnozstva dat simultanne a rozpoznavat detailné vzory
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v proteinovych spektrach, ktoré by boli mimo rozliSovacich schopnosti klasickych
algoritmov, atym identifikovat mikroorganizmy s vySSou presnostou az na uUroven
poddruhu. Napriklad kombinacia MALDI-TOF MS so softvérom ClinProTools umoznuje
presnu identifikaciu dvoch poddruhov Staphylococcus aureus - subsp. aureus a subsp.
anaerobius.

CNN sa vyuzivaju aj na automatické spracovanie spektier z polymikrobidlnych
kultur. Klasické systémy dokazu spolahlivo identifikovat len dominantny druh, zatial ¢o Al
modely rozpoznaju a kvantifikuju aj zastupené minoritné patogény. Modely typu CNN boli
uspesSne trénované na rozliSenie spektralnych ,,prekryvov“ medzi druhmi Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae a Enterobacter cloacae.

Al vyrazne rozSiruje aj moznosti MALDI-TOF pri predikcii antibiotickej rezistencie.
Na rozdiel od klasického pristupu, algoritmy strojového ucenia dokazu automaticky
identifikovat vzory v spektre, ktoré koreluju s pritomnostou génov rezistencie. Modely
trénované na rozsiahlych databazach spektier umoznuju predikovat pritomnost
karbapenemaz (gén blaKPC) u Klebsiella pneumoniae alebo meticilinovej rezistencie
(mecA) u Staphylococcus aureus bez potreby genotypizacie uz v priebehu 60 minut.

7.4. Molekularno-genetické metody

Al sa Coraz viac uplatiuje aj pri spracovani a interpretacii vysledkov qPCR, ktora
patri k zakladnym nastrojom molekularnej diagnostiky infekénych ochoreni. Kym
tradi¢na analyza vyZaduje manualne nastavenie prahovej hodnoty a hodnotenie Ct (cycle
threshold), algoritmy strojového ucenia dokazu vyhodnocovat priebeh amplifikacnych
kriviek komplexnejSie a presnejSie. To znizuje riziko subjektivnych chyb a umoznuje
spolahlivid analyzu aj pri nizkej koncentracii DNA. Al rieSenia sa uz pouzivaju aj pri
automatickej interpretacii multiplex PCR panelov pre respiracné infekcie, kde je mozné z
jednej vzorky detegovat virus chripky, RSV ¢i SARS-CoV-2. Podobne umoznuje Al zvySit
citlivost metagenomickych analyz, kedZze umoznuje odliSit patogén od neSpecifickej fléry
a urcit, ktory mikroorganizmus ma klinicky vyznam. Takyto pristup sa osvedcil napriklad
pri diagnostike tuberkuléznej meningitidy, kde klasické PCR testy ¢asto zlyhavaju pre
nizku koncentraciu DNA.

V diagnostike sa uplatfiuju aj Al-riadené biosenzory, ktoré analyzuju optické alebo
elektrické signaly generované biologickymi reakciami a umoZziuju sucasnu detekciu
viacerych patogénov. V niektorych testoch zalozenych na technolégii LAMP umela
inteligencia spracuva fluorescencny signal v realnom Case, sleduje priebeh amplifikacie
nukleovej kyseliny a automaticky vyhodnocuje vysledok bez potreby zasahu odborného
personalu.

Al umozhuje tiez spracovat velké mnoZstvo Udajov pochadzajicich z
molekularnych analyz a kombinovat ich s klinickymi parametrami pacienta, ako su vek,
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pohlavie, komorbidity, imunitny stav ¢i hodnoty inych laboratérnych parametrov.
Pomocou algoritmov strojového ucenia je potom mozné vytvarat prediktivne modely,
ktoré odhaduju zavaznost ochorenia, riziko komplikacii alebo uspesnost liecby. Hlavny
potencial tohto pristupu spociva v podpore personalizovanej mediciny, vcasnej
stratifikacii rizikovych pacientov a v optimalizacii terapeutickych rozhodnuti uz v skorych
fazach ochorenia.

V sucCasnosti sa Coraz CastejSie vyuzivaju sekvenacné technoldgie na rychlu
detekciu genetickych determinantov  antimikrobialnej rezistencie. Hoci je
prostrednictvom tychto pristupov mozné identifikovat zname gény rezistencie alebo
mutacie v cielovych génoch, funkény vyznam mnohych genetickych variantov zatial nie je
jednoznac¢ne objasneny. Vyuzitim algoritmov strojového ucenia je vSak mozné odhalovat
skryté vzorce v genetickejinformacii, ktoré su charakteristické pre jednotlivé mechanizmy
rezistencie. V praxi sa ukazalo, Zze Al dokaze spolahlivo predpovedat rezistenciu u
viacerych vyznamnych patogénov. Pri Escherichia coli sa podarilo vytvorit tzv. mapu
génov rezistencie, ktora na zaklade genomickych dat automaticky identifikuje zname aj
nové mechanizmy antibiotickej rezistencie. U Klebsiella pneumoniae boli pomocou
algoritmov typu XGBoost a CNN s vysokou presnostou predpovedané minimalne
inhibi¢né koncentracie pre viac ako 20 antibiotik, pricom model dokazal zaroven odliSit
vysoko virulentné kmene. Podobné pristupy sa uplatnili aj pri Mycobacterium
tuberculosis, kde systém Treesist-TB zalozeny na rozhodovacich stromoch identifikoval
mutéacie spojené s rezistenciou vodéi rifampicinu, izoniazidu ¢i fluorochinolénom
presnejSie ako konvencné bioinformatické nastroje.

Zhrnutie kapitoly

Al zasadnym spbsobom meni paradigmu diagnostiky infekEnych ochoreni tym, Ze
umoznuje rychlu, presnd a vysoko automatizovanu interpretaciu komplexnych
laboratdrnych, obrazovych a genomickych udajov. Jej najvacsim prinosom je schopnost
spracovat velké objemy dat, identifikovat subtilne diagnostické vzorce a znizovat
chybovost, ¢o vyrazne urychluje klinické rozhodovanie. Integracia Al do digitalnej
mikroskopie, zobrazovacich metéd, MALDI-TOF MS a molekularnej diagnostiky tak
vytvara nové Standardy pre rychlu identifikaciu patogénov, predikciu antibiotickej
rezistencie a personalizované terapeutické odporucania.

Sucasné limity vSak zd6éraznuju potrebu obozretnosti, nakolko vykonnost modelov
zavisi od kvality tréningovych dat, Standardizacia medzi laboratdriami je nedostatocna,
interpretovatelnost algoritmov je obmedzena a generalizovatelnost vysledkov mimo
pbévodnych datovych suborov zostava vyzvou. Al tak musi byt chapana ako podporny
nastroj, nie ako autondmny diagnosticky pristup.

Buduci rozvoj smeruje k integracii multimodalnych dat (mikroskopickych,
omickych, klinickych atd.) v jedinom prediktivnom modeli, ktory bude schopny

81



poskytovat komplexné, dynamické a individualizované diagnostické odporidcania v
realnom cCase. RozSirenie Standardizovanych databaz a robustejSie algoritmy umoznia
posun smerom k plne prepojenej, datovo riadenej diagnostike a skutoCnej
personalizovanej medicine v infekénej oblasti.
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9.SPRAVNE ODPOVEDE

KAPITOLA1.-1B, 2C, 3B, 4C, 5C, 6B, 7B, 8D, 9B, 10B
KAPITOLA 2. - 1B, 2A, 3D, 4B, 5C, 6D, 7A

KAPITOLA 3. -1D, 2C, 3B, 4B, 5A, 6D, 7C, 8B, 9A, 10B
KAPITOLA 4. - 1A, 2B, 3D, 4C, 5B, 6A, 7B, 8D, 9C, 10C
KAPITOLA5.-1C, 2D, 3A, 4B, 5A, 6B, 7C, 8A, 9C, 10D

KAPITOLA6. - 1B, 2C, 3D, 4A, 5C, 6D, 7B
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