existuji dvé mozna vysvétleni. Sekvence
puvodem z N, tomentosiformis mohou byt
pfirozené nachylné€jsi ke zménam. Obecné
Castéji dochazi ke zménam evolu¢né mla-
dych sekvenci, jako jsou napf. sekvence
virového puvodu a druhové specifické
repetitivni sekvence. Je mozné, ze pravé
genom N. tomentosiformis na rozdil od
N. sylvestris patii ke genomum, které se
vyvijeji rychleji, obsahuji vice evolu¢né
mladych sekvenci a tim padem jsou méné
stabilni. Nachylnost otcovského genomu
ke zménam muze byt také dana vlivem
matefské cytoplazmy, s niz pfichazi otcov-
sky genom do kontaktu po splynuti rodi-
covskych pohlavnich bunék.

Syntetické hybridy
aneb hra na stvoritele

V posledni dobé se v€nuje znacna po-
zornost analyze syntetickych rostlinnych
hybridt, tedy hybrida uméle pripravenych
clovékem. Syntetické druhy jsou vhodnym
modelem pro sledovani zmén, které na-
stavaji béhem prvnich okamziki po vzniku
alopolyploida. Hlavni vyhodou oproti
pfirozenym modelim je dostupnost a po-
drobna znalost vychozich rodicovskych
druht, které mimo jiné nejsou presné
znamy ani u tabaku. Na rozdil od pfiroze-
nych druht mizeme u syntetickych hyb-
ridt s jistotou urcit, zda ke zménam ro-
dicovskych genoma opravdu doslo az
béhem vzniku alopolyploidniho jadra.
V neposledni fadé mohou mit uméle pfi-
pravené hybridy hospodarsky vyhodné
agronomické parametry a predstavovat tak
alternativu ke geneticky modifikovanym
rostlinam. Hybridni plodiny jsou totiZ vét-
Sinou sterilni, coz vyrazn€ snizuje riziko
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jejich rozsifeni do volné prirody. Intenziv-
né zkoumanym syntetickym modelem je
skupina obilovin, u kterych dochazi
k bouflivym zménam bezprostfedné po
splynuti rodicovskych pohlavnich bunék
(generace F1). Pro tyto hybridy je charak-
teristicka ztrata genetického materialu,
coz vede k jiz zminénému zmenSovani
hybridnich genomu.

Vétsina pokusti o rekonstrukci tabakové-
ho genomu skondila neuspésné. Pricinou
je patrné velka evolucni vzdalenost rodi-
covskych druht. Evolucni vétve vedouci
k soucasnym druhtim N. sylvestris a N. to-
mentosiformis se totiz odd¢lily asi pfed 10
miliony lety. I v na$i laboratofi jsme se
pokusili o pfipravu vlastniho syntetického
tabdku a byli jsme uspésni. Provedli jsme
kfizeni modernich druht N sylvestris
(donor matefského genomu) a N. tomento-
siformis (donor otcovského genomu) a zis-
kali jsme velké mnozstvi kli¢ivych semen.
F1 generace tabakovych kfizenct i alotetra-
ploidni rostliny, u kterych jsme dosahli
zdvojeni chromozomovych sad v podmin-
kach in vitro pomoci aplikace inhibitort
tvorby délictho vreténka, se celkovym
vzrastem, tvarem i barvou kvéti podobaly
prirozenému tabaku. VSechny analyzované
rostliny byly sterilni. Je tfeba zdtraznit, ze
kazda ze 150 rostlin, které jsme nechali
vykvést, méla nékolik stovek kvétt a presto
nevzniklo ani jediné semeno. Sterilitu F1
hybrida vysvétlime jiz vySe zminénymi
poruchami parovani chromozomu v meio-
ze. Neschopnost alotetraploidi tvofit zivot-
né gamety vsak svédci o tom, zZe k navoze-
ni fertility nestaci jen prosta duplikace
chromozomovych sad. Klicovou roli zde
pravdépodobné hraji procesy ,prizptisobe-
ni“ rodicovskych genomu, které mohou

a roztrousena sklerdza

Katefina Roubalova

Roztrousena skler6za (RS) je chronické
zanétlivé onemocnéni centralniho nervo-
vého systému (CNS), které postihuje pre-
vazné lidi v produktivhim véku a casto
vede nasledkem trvalého postizeni pohy-
bového ¢i smyslového aparatu k ¢astecné,
nebo uplné invalidité pacientd. Tato choro-
ba se stava zavaznym zdravotnim problé-
mem, nebot jeji vyskyt se v mnoha zemich
stale zvySuje, postihuje hlavné mladé lidi,
vyrazn€¢ zhorSuje kvalitu jejich zivota
a vyzaduje dlouhodobou a nikladnou zdra-
votni péci.

RS je rozSifena po celém svété. Pru-
mérny vyskyt nemoci je priblizné 7 pfipa-
di/100 000 obyvatel/rok, prumérna cet-
nost je 120 nemocnych/100 000 obyvatel.
Ma radu klinickych forem liSicich se prubé-
hem nemoci i histopatologickym obrazem.
Z hlediska pribéhu onemocnéni se rozliSu-
ji dva zakladni typy RS: primarni progresiv-
ni RS, ktera je typicka rychlym nastupem
a akutnim pribéhem zanétu, a remitentni
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forma, kdy jsou jednotlivé ataky zané€tu stfi-
dany s obdobimi remise, béhem nichz
dochazi k ustupu projevii a k castecné
obnové poskozenych nervi. Klinické nale-
zy u ruznych forem RS jsou natolik odlisné,
7Ze na ni v soucasné dobé neurologové
pohlizeji spiSe jako na skupinu nékolika
onemocnéni, majicich mozna i razné prici-
ny. Pfestoze byla v poslednich letech vyvi-
nuta fada novych léc¢ebnych priistupti, spo-
lehlivou efektivni 1écbu této choroby zatim
nezname.

Co vime o pfic¢inach vzniku
roztrousené sklerozy

Pri¢ina vzniku RS pravdépodobné neni
jedina. Onemocnéni se rozvine pri spolu-
pusobeni vice faktort, které zatim nejsou
jednoznacné definovany. Dulezité jsou
genetické predpoklady, ale zfejmé i nékte-
ré faktory vnéjsiho prostredi. Mohou to byt
faktory fyzikalni (napf. teplota, délka slu-
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zahrnovat rychlé a rozsahlé genomické
zmény. Analyza repetitivnich sekvenci,
kterou jsme jiz dfive provedli u prirozené-
ho tabaku, jednoznac¢né potvrdila absenci
zmén v rodicovskych genomech.

Dile jsme sledovali osud repetic charak-
teristickych pro rodicovské genomy u linie
Th37. Tato linie syntetického tabaku byla
pfipravena v 70. letech 20. stol. kfizenim
N. sylvestris (donor materského genomu)
a N. tomentosiformis (donor otcovského
genomu) a jde o jednu z mala dostupnych
tabakovych linii. U ¢tvrté generace této
linie jsme k naSemu prekvapeni genomické
zmény objevili. Otcovsky genom byl
v porovnani s matefskym genomem nachyl-
ny ke zménam, tedy stejné jak je tomu
u prirozeného tabaku. Nékteré zmény se
shodovaly se zménami pozorovanymi u pfi-
rozeného tabaku, zatimco jiné byly charak-
teristické jen pro synteticky tabak. To
muze souviset s tim, Ze do mezidruhového
kfizeni vstupovaly moderni druhy N. syl
vestris a N. tomentosiformis, které nejsou
zcela shodné s rodicovskymi druhy pfiro-
zeného tabaku.

Co fici zavérem? Vysledky intenzivniho
vyzkumu na poli pfirozenych i syntetic-
kych rostlinnych hybrida napovidaji, ze
polyploidni genomy nejsou statické. Na-
opak se mohou béhem svého vyvoje cho-
vat jako dynamické a vnitfné nestabilni
systémy, které jsou schopné rychle a citlivé
reagovat na zmény prostiedi jak nahodny-
mi, tak i ¢astecné nenahodnymi zménami
své struktury. Analyza repetitivnich sekven-
ci u tabaku prispiva jen jednim stiipkem do
slozité a jesté velmi neuplné mozaiky
poznatki o chovani polyploidd. Niam
nezbyva nic jiného, nez se stale pokouset
tuto mozaiku dopliovat.

necniho svitu aj.), chemické (napf. latky
obsazené v potravé) nebo infekce. Vyznam
genetické predispozice ukazuji studie
vyskytu RS u jednovajecnych dvojcat: Pii
onemocnéni jednoho ze sourozencu je
pravdépodobnost vzniku nemoci u druhé-
ho sourozence 30%, tj. 50 000X vySsi nez
v bézné populaci. Které geny jsou za to
odpovédné, se zatim nevi, ale predpoklada
se, ze to budou geny kodujici nékteré
z komponent imunitniho systému. Byla
napf. prokazana spojitost RS s urcitymi
typy histokompatibilitnich antigentt MHC II
(proteiny na povrchu bunék, které ovliviiu-
ji rozpoznavani cizich bilkovin imunitnim
systémem).

Vliv faktorti vnéjsiho prostredi doku-
mentuji epidemiologické studie. Ukazuji
napf., Ze vyskyt RS neni ve vSech oblastech
svéta stejny: vysoky vyskyt RS je v sever-
skych statech (Skandinavie, Kanada), kdez-
to v jiznich zemich (Afrika, Orient) je na-
opak tato nemoc vzacna. Vyskyt RS
u obyvatel, ktefi se prestéhovali z oblasti
vysokého vyskytu do oblasti nizkého vy-
skytu je zpocatku vys$si nez u domorodcu,
béhem nasledujicich generaci se vSak sni-
zuje. U lidi, ktefi imigrovali v dospélosti, je
vyssi nez u téch, ktefi se prestéhovali
v détstvi.

O mozné dloze infekCnich agens svédci
hromadny pseudoepidemicky vyskyt RS
v nékterych lokalitich — napf. na Islandu,
Shetlandskych ¢i Faerskych ostrovech. Je
popsan téz skupinovy vyskyt RS v rodi-
nach, a to i u nepfimych pribuznych, napft.
u obou manzela.

www.cas.cz/ziva



Uloha imunitniho systému
V rozvoji onemocnéni

Roztrousena skler6za patfi mezi tzv.
autoimunitni choroby, tj. onemocnéni,
v jejichz patogenezi ma zasadni vyznam
autoimunitni reakce organismu proti vlast-
nim bilkovinam nervového systému. Tato
reakce zpusobuje vznik loZisek chronické-
ho zanétu v CNS, vedouciho k destrukci
myelinové pochvy nervovych vybézkl
(demyelinizaci axontl), jez je pric¢inou
poruchy funkce a postupného zaniku
postizenych neurond. Dominantni slozkou
této reakce jsou autoreaktivni cytotoxické
T lymfocyty, které v pocatecni fazi one-
mocnéni reaguji zejména se zasaditym
myelinovym proteinem, jenz je dominant-
ni slozkou myelinové pochvy. V prubéhu
progrese onemocnéni se jejich repertoar
rozsifuje o dalsi vlastni bilkoviny (autoanti-
geny) pritomné nejen na neuronech, ale
i na podpurnych bunkach nervové tkané
— oligodendrocytech, astrocytech a mik-
rogliich. Reakce T lymfocytti s autoantige-
nem spousti kaskadu krokt vedoucich
k vytvoreni zanétlivého loziska (plaku).
Velkou roli zde hraji cytokiny — bilkoviny
produkované hlavné buiikkami imunitniho
systému, které maji regulacni funkci pfi
rozvoji imunitni reakce. Nékteré z nich
vyvolavaji specifické zmény v bunkach
stén mozkovych kapilar, jez maji za na-
sledek zvySeni propustnosti cév pro
leukocyty a krevni bilkoviny. Dochazi
k poruseni tzv. hematoencefalické bariéry,
tj. fyziologického mechanismu, ktery nor-
malné¢ omezuje dostupnost nervového
systému pro prvky imunitniho systému.
Cytokiny dale aktivuji astrocyty a mikro-
glie, které ziskavaji schopnost predkladat
vlastni bilkoviny nervového systému dal-
$im imunokompetentnim bunkiam, napf.
B lymfocytam. Ty pak produkuji auto-
reaktivni protilatky, které se za prispéni
komplementu ucastni destrukce nervové
tkané. Prozanétlivé cytokiny (napf. tumor
nekrosis faktor o, interleukin y a interleu-
kin 6), které jsou produkovany hlavné akti-
vovanymi makrofagy, maji toxicky ucinek
na bunky nervového systému, podporuji
vznik nebezpecnych kyslikovych radikalt
a vyvolavaji apoptozu (programovanou

Jakou ulohu
zde mohou hrat viry

Viry mohou hrat vyznamnou roli jak ve
spusténi autoimunitni reakce, tak v jejim
dal$im rozvoji. Je znamo, Ze nezralé T lym-
focyty, potencialné schopné reagovat proti
vlastnim bilkovinam nervového systému,
se v organismu vyskytuji i za normalnich
podminek, nejsou vsak schopny vyvolat
autoimunitni reakci. Naopak, jejich setkani
s autoantigenem, pokud k nému vibec
dojde, vede ke ztraté reaktivity nebo k apo-
ptoze. K tomu, aby T lymfocyty mohly po
kontaktu s vlastni bilkovinou vyvolat auto-
imunitni reakci vedouci k onemocnéni, je
nutno, aby se tyto bufiky aktivovaly, zacaly
se mnozit a diferencovat na burky efekto-
rové, schopné nicit jiné buiky obsahujici
zminénou bilkovinu — tj. aby daly vznik
autoreaktivhimu bunéc¢nému klonu. To se
muze stat, je-li jim autoantigen predlozen
spolu s dalSimi aktiva¢nimi signaly (vzajem-
né interakce dalSich povrchovych molekul
nebo pusobeni cytokint). Ty poskytuji
hlavné tzv. pomocné (helper) T lymfocyty.
Za normalniho fyziologického stavu tato
situace nenastavd, nebot diky existenci jiz
zminéné hematoencefalické bariéry je pru-
nik bunék imunitniho systému do nervové
tkan€é omezeny. Dojde-li vSak k poruseni
této bariéry, napt. v disledku virové infek-
ce probihajici v nervové tkini nebo v endo-
telu mozkovych kapilar, reakce muze byt
spusténa. Jednim z mechanismu, které se
v této fazi mohou uplatiovat, je tzv. mole-
kulairni mimikry — jev, kdy bilkoviny
nékterych infek¢nich agens svou struktu-
rou napodobuiji vlastni bilkoviny hostitele.
Prirozena imunitni reakce hostitele proti
mikroorganismu nebo viru pak vede k akti-
vaci autoreaktivnich klont reagujicich
proti vlastnim bilkovinam. (Bilkoviny struk-
turalné podobné myelinu byly identifikova-
ny napf. u viru spalnicek nebo viru herpes

Cetnost vyiskytu (prevalence) roztrousené sklerd-
zy v riiznych Cdstech svéta (vlevo). Data ziskdna
z epidemiologickych prebledii z r. 1991. Gal
C. R a Martyn C.: Migrant studies in multiple
sclerosis. Progr. Neurol. 1995, 47: 425-448,
prevzato a upraveno % Infeleéni &istice herpetic-
kého viru z mozkomisniho moku (vpravo).

Zvétsent 100 000x. Foto J. Schramlovd

simplex, puvodce oparu). K aktivaci a Site-
ni autoreaktivnich bunék pfispiva i pro-
stfedi zanétu v misté infekce, bohaté na
fadu nespecifickych aktiva¢nich podnéta.
Nékteré viry napadaji pifimo buiiky imunit-
niho systému, ovliviiuji jejich funkci, a tim
mohou porusit normalni regula¢ni mecha-
nismy imunitni reakce. Progresivni fize RS,
spojena s destrukci neuronti, miize souvi-
set i s degradaci nebo dysfunkci oligodend-
rocyti (podptrnych nervovych bunék,
které jsou hlavnimi producenty myelinu)
bud v disledku autoimunitni reakce, nebo
primé infekce viry.

Mame dukazy pro teorii virového
puvodu roztrousené skler6zy?

Neprimych dakaza svédcicich pro in-
fek¢ni hypotézu RS existuje mnoho. Zavaz-
nym argumentem je skutecnost, ze fada
pripadu zacina prodélanou infekci, nejcas-
t&ji virovou. Virozy také prokazatelné zhor-
Suji priabéh onemocnéni a mohou vyvola-
vat jeho dalsi ataky. Dalsim dulezitym
argumentem je skutecnost, Ze mnohé viry
jsou schopny u lidi vyvolat zanéty CNS spo-
jené s destrukci myelinového obalu neuro-
nd, v mnoha znacich velmi podobné RS:
napt. polyomavirus JC, celkem neskodny
virus bézné€ se vyskytujici v lymfatickych
uzlinach zdravych lidi, mtize u oslabenych
jedincti (napf. pacienttt s AIDS) vyvolat
onemocnéni zvané progresivni multifokal-
ni leukoencefalopatie, pripominajici pri-
marni progresivni RS. Za podobnych pod-
minek muze chronicky i akutni zanét
mozku vyvolat i jiny bézny virus — lidsky
herpeticky virus 6 (HHV6, viz dale). Rov-
néz virus spalnicek muze vyvolat chronic-
ky degenerativni zanét mozku provazeny
projevy autoimunitni reakce. Vyznamné
dikazy prinesly i nékteré experimentalni
zvifeci modely RS: Autoimunitni zanét CNS
vyvolava visna virus u ovci, canine distem-
per virus u psu, Semliki Forest virus a Thei-
lertiv virus u mysi. U pacientti s RS se na-
1éza, v porovnani s normalni populaci,
zvySena hladina protilatek pro radu virt,
napft. proti viru Epsteina a Barrové, viru
herpes simplex typu 2, lidskému cytome-
galoviru, viru spalnicek.

Protilatky proti nékterym viriim napada-
jicim nervovou tkan (napf. viru spalnicek,

s,
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Detekce DNA lidského herpesviru 6 (HHVG)
v mozku pacientit s chronickou formou roz-
trousené sklerézy pomoci metody PCR in situ.
DNA (tmavé tecky) je piitomna v oligodendro-
cytech, neuromech i v satelitnich busikdch
v okoll zdnétlivych loZisek — plaki, vlevo
nahore. Prevzato z B. M. Blumberga kol., ]. Clin.
Virology 2000, 16 % Pritkaz antigenii HHV6
(Blutohnédé struktury) v butkdch plaku pomo-
ci  imunohistochemického barveni, vpravo.
Prevzato z B. M. Blumberga kol., J. Clin.
Virology 2000, 16 & Zobrazeni mozku pomoct
magnetické rezonance. Dole vievo mozek zdra-
vého jedince, vpravo snimek mozku pacienta
s projevy demyelinizalniho onemocnéni. Bilé
skvrny v obou mozkovyjch hemisférdch jsou tzv.
hyperintenzni loZiska odpovidajici viceletné-
mu loZiskovému postizent pri roztrousené skle-
réze mozkomisni. Vysetieni provedla Klinika
zobrazovacich metod 2. LF UK a FN Motol.
Snimbky z archivu M. Bojara

zardének nebo planych nestovic) se tvori
pfimo v CNS a lze je prokazat v mozkomis-
nim moku jiZz v pocate¢nich fazich one-
mocnéni. Vesmés vsak jde o viry, které
bézné koluji v nasi populaci, nebo se proti
nim plosné ockuje. Nalezy zvysenych hla-
din protilatek nelze proto jednoznacné
interpretovat jako dikaz pficinné souvis-
losti infekce s onemocnénim. MuzZe jit
o vedlejsi jev, ktery s vlastnim onemocné-
nim pfimo nesouvisi a je spojeny s celko-
vou aktivaci imunitniho systému u pacien-
tt s chronickym zanétem, ¢i o dusledek
druhotné vyssi vnimavosti k infekcim
(pacienti jsou casto dlouhodobé 1éceni
1éky potlacujicimi imunitu).

Zavaznéjsi jsou nalezy z tzv. prospektiv-
nich studii, které prokazuji, Ze znaky
infekce skutecné predchazeji vzniku RS,
téch vSak zatim neni mnoho (viz dale).
Vysledky studii, které se snazily prokazat
virové antigeny pifimo ve vzorcich postize-
né nervové tkané, nejsou jednoznacné
a jejich interpretace je navic kompliko-
vana skutecnosti, ze vétSina inkrimino-
vanych virti bézné dlouhodobé pretrvava
v CNS i u zdravych lidi. Tyto prace jsou
Casto zatizeny technickymi problémy,
nebot se provadéji na vzorcich ze zemfie-
lych pacientti, v nichz, jak je znamo, velmi
rychle probihaji autolytické procesy, které
mohou virové bilkoviny nebo nukleové
kyseliny nicit.

Nejvice podezielé
jsou herpetické viry

Nejvice indicii svédcicich pro ulohu vira
v patogenezi RS zatim mame pro herpe-
tické viry (nazev je odvozen z latinského
herpes = plizivy, tj. viry vyvolavajici plizivé
nebo skryté, latentni infekce), zejména pro
virus Epsteina a Barrové (EBV) a lidsky her-
peticky virus 6 (HHV6).

Pro skupinu herpetickych virt je typic-
ké, ze po odeznéni primarni infekce pre-
trvavaji v hostitelském organismu ve stavu
latence po cely jeho dalsi Zivot. Za podmi-
nek oslabené imunity se mohou reaktivo-
vat, znovu prechodné zacit mnozit a tak
vyvolavat opakované (rekurentni) infekce.
EBV vyvolava latentni infekci B lymfocyta
v periferni krvi a lymfatické tkani. Primarni
infekce EBV u starSich déti a dospélych
nékdy probiha jako horecnaty zanét lymfa-
tickych uzlin, infekéni mononukleéza. Epi-
demiologické studie dokazaly, ze lidé, ktefi
prodélali infekéni mononukle6zu, maji azZ
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4x vyssi riziko onemocnéni RS. Studie pro-
vedena v 90. letech v USA ukazala, zZe Zeny,
které pozdéji onemocné€ly RS, mély jiz
nékolik let pred zacatkem onemocnéni
vyznamné zvySené hladiny protilatek proti
EBV. Celkova chronicka aktivace imunitni-
ho systému spojena se snizenou schopnos-
ti organismu kontrolovat latentni infekci
EBV, muze prispét ke vzniku nebo rozvoji
autoimunitniho onemocnéni. Vyznam mu-
Ze mit i skutecnost, Ze EBV infikuje B lym-
focyty, buiiky, které se v organismu podile-
jl na zpracovani bilkovin (antigent) pii
jejich  nabidnuti imunitnimu systému,
a vyrazn€ ovliviiuje jejich funkci. Experi-
mentalné bylo dokazano, ze B lymfocyty
infikované EBYV, jez dlouhodobé pfetrvavaji
v periferni krvi hostitele, vystavuji imunit-
nimu systému B-krystalin — stresovy pro-
tein, ktery je jednim z cilii autoimunitni
reakce pri RS.

Lidsky herpeticky virus HHV6 latentné
infikuje pomocné (helper) T lymfocyty, ale
i fadu bunék nervového systému: astrocyty,
mikroglie a predevsim oligodendrocyty,
které vyZivuji neurony a syntetizuji myelin.
Primarni infekce HHV6 muZe u malych déti
probihat jako hore¢naté onemocnéni, pro-
vazené vyrazkou a ¢asto i mirnymi pfiznaky
zanétu CNS (kfecCe, meningitidy). Zavaznéj-
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$i neurologické komplikace, které muze
vyvolat u pacientd s oslabenou imunitou,
jsme jiz zminili. U pacient s RS jsou Casté-
ji nalézany znamky reaktivace HHVG, a to
nejen vysoké hladiny protilatek, ale i zvySe-
né mnozstvi viru v periferni krvi. Virové
bilkoviny signalizujici aktivni infekci byly
opakované nalézany v zanétlivych placich
pacientti s RS. Tyto bilkoviny byly prokaza-
ny zejména v oligodendrocytech v okrajo-
vé zoné plaki a naopak nebyly pritomny
v jinych, zan€tem nepostizenych castech
mozku. Studie prokazujici pri¢innou sou-
vislost HHVG s RS vSak zatim chybéji, a tak
nelze vyloudit, Ze virus, ktery normalné
pretrvava v mozku, se zacne mnozit az
v mistech probihajiciho zanétu, protoze
toto prostiedi je pro néj vyhodné. Presto
vsak tim, Ze nici infikované oligodendrocy-
ty, mize hrat vyznamnou roli pfi demyeli-
nizaci nervovych vybézku.

Prestoze se hromadi poznatky o spoji-
tosti nékterych infekci s autoimunitnimi
chorobami u lidi, stale jesté€ nelze vyloucit,
Ze jde pouze o koincidenci dvou jevu,
majicich pric¢inu v poruse regulace imunit-
niho systému. Primé dtikazy o pricinném
vztahu virovych infekci k RS mozna ziska-
me, az budou dostupné ucinné metody
prevence téchto infekci.
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