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ANOTACE

Bakalatska prace se zaméfuje na zakladni morfologii rodu Mycobacterium, jejich rozdéleni a
patogenitu. Popisuje klinicky vyznamné mykobakterie. Dale prace obsahuje druhy materialu,
jeho zpracovani a metody diagnostiky. RovnéZ stru¢né popisuje terapii, prevenci a vyskyt

TBC v CR v roce 2017 a 2018.

KLIiCOVA SLOVA

Mykobakterie, tuberkuloza, diagnostika, kultivace, mikroskopie

TITLE

Detection of the genus Mycobacterium in Clinical Samples

ANNOTATION

The bachelor thesis focuses on the basic morphology of the genus Mycobacterium, their
distribution and pathogenicity. It describes clinically important mycobacteria. Furthermore,
this thesis contains types of materials, its processing and diagnostic methods. It also briefly
describes the therapy, prevention and incidence of tuberculosis in the Czech Republic in 2017
and 2018.
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Mycobacteria, tuberculosis, diagnostics, cultivation, microscopy
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AIDS — syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immunodeficiency Syndrome)
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ELISA — enzymem znaCeny imunosorbentova analyza (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay)

EMB — antituberkulotikum etambutol

ESAT-6 — casny sekre¢ni antigenni cil (Early Secretory Antigenic Target)

HIV — virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus)

IFN- y — interferon gamma

IGRA — test uvolnovani interferonu gama (Interferon Gamma Release Assay)

INH — antituberkulotikum izoniazid

LAM - lipoarabinomannan

LJ — Lowenstein-Jensenova ptida

LTBI — latentni tuberkul6zni infekce

MAI-C — Mycobacterium avium-intracellulare komplex

MALDI-TOF MS — hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice s pruletovym analyzatorem.

MDR — multi rezistetni kmeny

MGIT — Zkumavka pro indikaci mnozstvi namnozenych mykobakterii (Mycobacteria Growth
Indicator Tube)

MTBC — Mycobacterium tuberculosis komplex

NTM — netuberkul6zni mykobakterie

ORL — Otorinolaryngologie

PCR — polymerazova fetézova reakce

PIM — fosfatidylinositol manosid



PZA — antituberkulotikum pyrazinamid
RIF — antituberkulotikum rifampicin
STM - antituberkulotikum streptomycin
SVD - sterilni destilovana voda

TBC — tuberkuléza

TDR — totaln¢ rezistentni kmeny

WHO — Sv¢étova zdravotnicka organizace

XDR — extenzivné rezistentni kmeny



UvVOD

Kvybéru zaméfeni a tématu bakalarské prace mé inspirovala odborna praxe
v mikrobiologické laboratofi. Jeji soucasti bylo oddéleni diagnostiky mykobakterii. Prohlidka
laboratoie a seznameni s celym prubéhem laboratorniho vysetieni mé nadchlo natolik, Ze

jsem se touto problematikou chtéla zabyvat.

Jak napovida samotny nazev, v praci se zaméfuji na laboratorni vysetfeni. Soucasti je i
popis celého rodu Mycobacterium. Piiblizuji nej¢astéji zachycené mykobakterie v laboratofi,
jaké onemocnéni mohou vyvolavat a jak se od sebe lisi. Ctenaf mé prace se miize sezndmit
s celym procesem laboratorni diagnostiky od odbéru vzorku, jeho zpracovani az po findlni
hodnoceni.

V praci se vénuji i moznostem terapie tuberkuléozy a zabyvam se problematikou

rezistence mykobakterii k antituberkulotikiim.
Jako cil prace jsem si stanovila shromazdit co nejvice informaci o dané problematice a

jasn¢ a srozumitelné¢ vSe zpracovat. Informace jsem cCerpala z odbornych c¢lankl, knih i

rozhovorti s kompetentni osobou v laboratofi zabyvajici se diagnostikou téchto bakterii.
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1 ETIOLOGIE

1.1 HISTORIE TBC

V 19. stoleti byla tuberkul6za znama pod jménem souchoté. Jednd Onemocnéni
prenasené formou aerosolu, obvykle postihujici plice. Projevuje se t€Zkym kaslem, horeckou
a bolesti hrudniku.

Tato choroba byla 1épe pochopena v roce 1882, kdyz némecky mikrobiolog Robert
Koch oznamil, Ze pivodcem tuberkul6zy je bakterie Mycobacterium tuberculosis. Tuberkulin
byl objeven v roce 1890 a vakcina BCG roku 1908. Léky proti tuberkuloze se zacaly pouzivat
Vv roce 1943, poskytly nadéji na vymyceni nemoci. Mira umrtnosti se od zacatku do poloviny
20. stoleti vyrazné snizila. Z finan¢nich divodu se zpomalil vyvoj antituberkulotik a vakcin.
V souvislosti s pandemickym naristem onemocnéni AIDS se zvysil 1 vyskyt tuberkulozy

(TBC). Diky tomu vzrostl zajem o vyzkum a prevenci (Fogel, 2015).

1.2 TAXONOMIE

Do rodu Mycobacterium patii vice nez 190 druhti bakterii, fadi se do celedi
Mycobacteriaceae, fad Corynobacteriales, tfida Actinobacteria a doména Bacteria (Tortoli et
al., 2019)

13



2 CHARAKTERISTIKA RODU MYCOBACTERIUM

2.1 OBECNA MORFOLOGIE

Mykobakterie jsou aerobni az na vyjimky, které jsou schopné riist v atmosféie se
snizenym obsahem kysliku. Nesporulujici, nepohyblivé, lehce zakiivené nebo rovné tycky
(Van Crevel et al., 2017). Mohou se vyskytovat i jako snadno se rozpadajici vlakna, ktera
ptipominaji mycelium. Tvar bunék muze zaviset na druhu kultivaéni pudy a staii kultury

(Sedlagek et al., 2007).

Det WD Exp p——————— 2um
SEX 74 0 jhe D

&

Obrazek 1 Mycobacterium tuberculosis, pivodce TBC (Janice Carr, 2006)

2.1.1 BUNECNA STENA

vvvvvv

z tohoto diivodu se jim fiké acidorezistentni tycky. Jsou odolnéjsi viici odbarveni. Pfi barveni
karbolfuchsinem je lze odbarvit ztedénou kyselinou chlorovodikovou. Témét se nebarvi podle
Grama, a proto jsou oznacovany jako Gram neutralni (Van Crevel et al., 2017).

Slozky bunécné stény urcuji velikost a tvar bakterii, chrani vii¢i osmotickému tlaku a
skodlivym molekulam z vnéjsiho prostfedi (Van Crevel et al., 2017). Hydrofobni cast
bunécné stény chrani bakterie pred pisobenim chemoterapeutik. UmoZziuje transport molekul,
Zivin, iontti a metabolitt bunky (Bailo et al., 2015).

14



]ipidx s C30 lipidy s kratkeym  /
fetézcem a ME

—

( lipoarabinomannan

@n@ﬂﬂ@mwow )

'll ||:'f|' )
1)) 1 NRRRERREIRRN 1))}
j|| I.,If', I] -]I'II LI'.. (.
rl r—|\— myvkolova kvselina

I:I :: ( arabinogalaktan
\

[T |' | , I' .

W (BRY! ' I'\, ) \H Lx (DAY /(/,_.-» peptidoglykan
o : f-’r},..- PIM

membrana

T T T e T
-

Obrazek 2 Mykobakterialni buné¢na sténa (Van Ingen, 2014)

Bunéénou membranu tvoii fosfolipidova dvojvrstva s membranovymi a
transmembranovymi proteiny. Na vnéj$i membranu je vazéna tenkd vrstva peptidoglykanu,
ktery je kovalentné vazan na arabinogalaktan (Bailo et al., 2015). Spolu s peptidoglykanem na
bunéénou sténu nasedd lipoarabinomannan (LAM) a PIM. Na arabinogalaktan se vaze
mykolova kyselina. Vnéjsi bunéénou sténu uzavira hydrofobni dvojvrstva lipidii s mastnymi

kyselinami (MK) (Van Ingen, 2014).

2.1.2 RYCHLOST RUSTU
Generacni doba mykobakterii je oproti jinym bakteridlnim druhim del$i. Rychlost

rustu jedné generace je od 12 do 24 hodin, proto kultivace trva v priimeéru 8 tydnt (Caulfield

etal., 2016).

2.1.3 PRODUKCE PIGMENTU

Mykobakterie mohou tvofit pigmenty zluté az oranzové barvy. Skotochromogenni
mykobakterie tvoii pigment i bez ptitomnosti svétla, fotochromogenni produkuji pigment az

po expozici kolonii na svétle. VSechny mykobakterie patfici do skupiny MTBC jsou

15



nechromogenni. Neprodukuji Zadny pigment, kolonie maji smetanové hnédou barvu.

Pritomnost barevného pigmentu poukazuje na rist NTM (Caulfield et al., 2016).

Tabulka 1 Charakter ristu, pigmentace a patogeneze mykobakterii (\Votava et al., 2003)

PREHLED CASTEJI SE VYSKYTUJICICH MYCOBACTERI{
skupina druh pigmentace | patogenita pro ¢lovéka
pomalu rostouci | komplex M. tuberculosis:
M. tuberculosis N tuberkuloza
M. africanum N TBC v tropické africe
M. bovis N TBC krénich uzlin
M. bovis BCG N vakcina¢ni kmen
komplex M. avium:
M. avium ssp. avium N pneumonie a lymfadenitidy
M. avium ssp.
paratuberculosis N Crohnova choroba
M. intracellulare N pneumonie a lymfadenitidy
M. kansasii F chronicka onemocnéni plic
M. marinum F kozni granulomy
M. ulcerans N tropicky ulcer Buruli
M. xenopi S vzacné pneumonie
vétSinou pouha
M. gordonae S kontaminace
rychle rostouci | M. foruittum N infekce ran, osteomyelitidy
M. chelonae N kozni 1éze pfi imunosupresi
M. smegmatis S infekce tkani po poranéni
M. abscessus N chronické infekce plic a ran
nerostouci in
vitro M. leprae — malomocenstvi

Legenda: N = nechromogenni, F = fotochromogenni, S = skotochromogenni

16



2.2 PATOGENEZE A PATOGENITA

Mykobakterialni infekce vznikd vdechnutim aerosolu pfti blizkém kontaktu s nemocnou
osobou. Po vstupu do organizmu vznika LTBI. Jedinci jsou infikovani, ale nejsou pfitomny
zadné ptiznaky a nedochazi k pfenosu na dalsi osoby. Z latentniho stadia 5 az 10 % ptipadil
prechazi do aktivniho onemocnéni (Fogel, 2015).

Hlavnim faktorem virulence mykobakterii je schopnost odolat a replikovat se
v makrofazich hostitele. Do makrofadgii mykobakterie vstupuji pomoci fagocytozy. Pti zrani
fagolysozomu jsou bakterie vystaveny antimikrobialnim faktoram. Napiiklad kyslikovym
meziproduktim, hydrolytickym aktivitam a velmi kyselému pH. Virulentni mykobakterie
jsou schopny zastavit zrani fagolysozomu, inhibuji kyselé prostfedi a dokazi uniknout
z fagolysozomu do cytoplazmy (Van Ingen, 2017).

Hlavni imunitni odpovédi hostitele na infekci NTM je tvorba granulomu. Jejich velikost
a struktura zavisi na stavu imunity hostitele (Van Ingen, 2017).

Riziku vzniku aktivniho onemocnéni mohou byt vystaveni pacienti srakovinou nebo
pacienti uzivajici imunosupresiva (Fogel, 2015). U imunodeficitnich pacienti, nejvice u
AIDS, castéji vznikaji infekce NTM. Zejména komplexem M. avium (Van Ingen, 2017).
Prevalenci mohou mit i diabetici, ktefi nedbaji na kontrolu hladiny glykémie (Martinez,
2017). Vzacnéji muze dojit k infekci MTBC u pacienti s cystickou fibrozou (Patil et al.,
2015).

17



3 KLINICKY VYZNAMNE DRUHY

3.1 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

M. tuberculosis je pivodcem lidské tuberkuldzy a je prvni pfic¢inou tmrti spojeného s
jedinym patogenem na celém svété (Baiiuls et al., 2015).

Na Middlebrookové agaru vyrusta M. tuberculosis pti teploté 35 °C za 2-3 tydny.
Kolonie jsou bézové, drsné, suché s nepravidelnymi okraji. Na vajecném médiu jako
napiiklad L-J piida nebo Ogawa jsou kolonie bradavi¢naté az granuldrni, starSi kolonie maji
vzhled kvétaku (Van Crevel et al., 2017). V tekuté pad¢ tvoii krupicovity sediment (\Votava et
al., 2003).

°.* S o

Obrazek 3 M. tuberculosis na Lowenstein-Jensenové pudé (George Kubica, 2011)

3.1.1 CORD FAKTOR

Cord faktor je znamy jako hlavni faktor virulence M. tuberculosis (Votava et al., 2003).
Jde o trehaloso-6,6'- dimykolat. Poprvé rist mykobakterii v hadovitych provazcich popsal
Middlebrook v roce 1947. Provazce byly spojovany s M. tuberculosis a jeji virulenci. Dnes je

ziejmé, ze tyto znaky maji i jiné druhy mykobakterii (Van Crevel et al., 2017).
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3.2 MYCOBACTERIUM AVIUM KOMPLEX

Bézné se vyskytuje v pudé, vode, u zvitat a v rozvodech teplé vody (Van Ingen, 2017).
Zahrnuje druhy M. avium a M. intracellulare, nejsou odliSitelné béznymi testy a jejich
patogenita je totozna (Votava et al., 2003).

Moznosti infekce jsou plicni a gastrointestindlni po poziti infikované vody nebo
vdechnutim aerosolu. Pfi pfimém kontaktu infikuje i oteviené rany (Van Ingen, 2017).
V souvislosti s AIDS plsobi zavazna disseminovana onemocnéni S velkym poctem
mykobakterii ve tkanich. Jsou rezistentni na vétSinu antituberkulotik (Votava et al., 2003),
proto je lé¢ba ¢asto komplikovana nepiiznivymi ucinky. Mira recidivy mize byt 25% az 45%
(Lande et al., 2018).

Navzdory vSudyptitomnosti MAI-C v Zivotnim prostiedi se onemocnéni vyskytuje u

relativné malého poctu infikovanych osob (Daley et al., 2017).

Obrazek 4 M. avium na Middlebrookové agaru, dvé nejcastéjsi morfologie kolonii

(béZové nepriihledné a mensi prasvitné) (Van Ingen et al., 2017)

3.3 MYCOBACTERIUM MARINUM

Mezi netuberkul6znimi mykobakteriemi je hlavni pfi¢inou mimoplicnich infekci u lidi
po celém svéte. Je plivodcem jizevnaté kozni infekce znadmé jako plovarensky granulom. M.
marinum zpusobuje tuberkuldzu u ryb. Pii mikrobiologické kultivaci vyrista za 7 az 14 dnt,
kolonie jsou fotochromogenni. Teplota kultivace nesmi ptrekrocit 30°C, z toho divodu byva

kultivace pti bézné teploté 37°C negativni. Prevence je uzite¢na, doporucuje se ochrana rukou
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pro profesionaly a vSechny osoby, které manipuluji s rybami anebo vodou z akvarii. Po

kontaktu se pouzivaji dezinfekce na bazi alkoholu (Aubry et al., 2017).

Obrazek 5 Fotochormogenni Mycobacterium marinum (Aubry Alexandra, 2017)

3.4 MYCOBACTERIUM XENOPI

Pomalu rostouci, netuberkulézni mykobakterie, povazovana za oportunné patogenni
(Habib et al., 2018). Je ¢asto izolovano z vodovodnich systémd, hlavné v teplé vodé (Votava
et al., 2003). Naro¢né na kultivaci (Habib et al., 2018), roste pomalu na pevnych pudach
s teplotnim optimem 40 az 45 °C, kde tvoti drobné zluté pigmentované kolonie (Bednaf et al.,
1996).

Kinfekci obvykle dochézi pfi vdechnuti aerosolu. VétSina piipadi je klinicky
vyznamnd. Zpusobuje plicni onemocnéni i extrapulmondlni infekce, kdy muze postihnout
kosti a Kklouby (Habib et al., 2018). M. xenopi bylo poprvé izolovano u pacienti s
imunosupresi. Hlavni rizikové faktory onemocnéni mohou byt chronicka plicni onemocnéni

(Martin Asenjo et al., 2017).
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3.5 MYCOBACTERIUM FORTUITTUM

Podminéné patogenni, rychle rostouci mykobakterie. Mikroskopicky jde o polymorfni,
Casto vlaknité a neuplné acidorezistentni ty¢ky. Rozsah teploty pro kultivaci je 25 az 45 °C.
Na pevnych pudach vyrasta po 5 az 10 dnech ve formé Sedych kolonii, v tekutych médiich
naopak tvofi sediment a zakal (Bednar et al., 1996).

M. fortuittum pteziva v prostfedi za riznych podminek. Diky tvorbé biofilmu je
rezistentni vi¢i chlorovanym dezinfekénim prostiedkim, a proto je casto izolované Vv

nemocni¢nich prostfedich. Mize se podilet i na kontaminaci zdravotnického vybaveni

(Campos-Gutiérrez et al., 2019). Zptisobuje plicni, kozni a pooperacni infekce, neni béZzna u
lidi s infekei HIV (Van Ingen, 2017).

Obrazek 6 M. fortuittum, nechromogenni, rychle rostouci na Middlebrookové agaru
(Van Ingen et al., 2017)

3.6 MYCOBACTERIUM ABSCESSUS KOMPLEX

Patii mezi rychle rostouci, netuberkulozni mykobakterie. Je zodpovédné za rizna
onemocnéni kiize i mékkych tkani, infekci CNS, bakteriémie a jiné o¢ni infekce. Komplex M.
abscessus muze dale zpusobit plicni onemocnéni, zejména u oslabenych hostiteld (Meng-Rui
et al., 2015). Komplikuje onemocnéni u pacientd s cystickou fibrézou (Van Ingen, 2017).

Je bézné rezistentni na vétSinu antituberkulotik. Pfi 16€bé je mozné podavat anti-TB jen

intraven6zné (Van Ingen, 2017).
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3.7 MYCOBACTERIUM KANSASII

Netuberkul6zni mykobakterie velmi ziidka izolovana z ptirodnich vodnich zdroji nebo
pudy. Hlavnim zdrojem byvéa vodovodni potrubi. K pienosu dochazi formou aerosolu, avsak
s nizkou infek¢nosti (Johnston et al., 2017). M. kansasii je celkem snadno rozpoznatelné na
zakladé¢ své charakteristické fotochromogenity, kdy pfi vystaveni svétlu vytvari zluty pigment
(Akram et al., 2019). Na pevnych pudach se kultivuje 3 az 6 tydna pii teploté 30-37 °C.
V tekutych padach roste ve formé vlockovitého sedimentu (Bednar et al., 1996). Ve
svételném mikroskopu se jevi jako tlusté tyCinky. Z klinického hlediska zptisobuje chronické

kavitarni onemocnéni hornich lalokt, které pfipomina onemocnéni zpusobované M.

tuberculosis (Akram et al., 2019). Je méné Casto spojovano s détskou lymfadenitou (Van
Ingen, 2017).

Obrazek 7 Mycobacterium kansasii na LJ pudé (Reading Nathan, 2010)
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4 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Diagnostikovat tuberkulézu je obtiznad zélezitost, mohou ji ovlivnit nékteré faktory.
Napiiklad nedostatek mikroorganismi v kultufe, pomaly rast kultury, chybé&jici nebo
nespravné vylozené rentgenové nalezy hrudniku ¢i, zaména ptiznakl tuberkulozy S jiz
existujicim onemocnénim (Lyon et al., 2017).

Konec¢na diagnostika tuberkuldzy vzdy vyzaduje bakteriologické potvrzeni. Pozitivni
mikroskopicky nalez nemusi byt specificky pro M. tuberculosis, muze jit o jiné
acidorezistentni mykobakterie. Jedinym zptisobem potvrzeni diagnozy je pozitivni kultivace

(Lyon et al., 2017).

4.1 DRUHY MATERIALU

Nejcastéjsi vzorek pro diagnostiku plicni infekce MTBC i NTM je sputum. Pro zvyseni
citlivosti vysetfovacich metod je doporuceno odebirat tfi vzorky s minimdlnim ¢asovym
rozestupem 8 hodin. Ranni sputum je pro odbér nejvhodngjsi, protoze ve spanku dochazi
K hromadéni mykobakterii v hlenu (Caulfield et al., 2016). Lze odebrat i jiny respiracni
material, vytéry a vyplachy dutin, pleuralni punktat, biopsie ktize, lymfatickych uzlin, moc,
stolici i likvor. Lze pouzit i stéry z loziska infekce. Ty se provadi dvéma zvlhéenymi tampony
ve sterilni destilované vod€ nebo fyziologickém roztoku. Mohou byt i ponofeny to téchto
roztokd (Amlerova et al., 2014).

Krev je odebirana do zkumavek obsahujici heparin nebo citrat, EDTA neni pfilis
vhodna. Krev pro kultivaci Ize zpracovat v systétmech BACTEC Myco / F Lytic nebo BacT /
ALERT MP (Caulfield et al., 2016).

4.1.1 ODBER MATERIALU

Nejvhodné€j§im vzorkem pro kultivaci a mikroskopii je Cerstvé vykaSlané sputum.
Sputum, které je star$i, nez 24 hodin od odbéru, byvd méné vhodné, nebot je v ném
pomnozena flora dutiny ustni. Pokud pacient nedokaze vykaslat hlen samovolné, ptistupuje se

k odbéru indukovaného sputa. To lze =ziskat inhalaci aerosolu izotonického nebo
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hypertonického roztoku soli. Inhalace probiha v ¢asovém rozmezi 5 az 15 minut (Lyon et al.,
2017).

Pokud se ani timto postupem nepodafi ziskat vzorek, miZzeme provést natér kultury
ziskané vyplachem Zzaludku. Tyto vzorky jsou méné¢ kvalitni z hlediska mozného vyskytu
netuberkuldznich mykobakterii z potravy (Lyon et al., 2017). Tento postup je mozné pouzit i
u déti a kojenc, kteti neumi sputum vykaslat nebo jej polykaji (Caulfield et al., 2016).

V nékterych situacich se musi pfistoupit k bronchoskopii. Lokalni anestetika
pouzivana pii zakroku mohou byt smrtelna pro M. tuberculosis. Vzorky pro kultivaci by tedy
mély byt ziskdvany s minimalnim mnozstvim anestetik. Pfi samotné proceduie odbéru mtize
dojit k podrazdéni bronchidlniho stromu, coz mize u pacienta vést k vyvolani produktivniho
kasSle. Lze potom odebrat takzvané postbronchoskopické sputum. I to muize byt pouzito
k diagnoze (Lyon et al., 2017).

Pti TBC kuze 1ze biopticky odebrat vzorek, ktery se odebira z aktivni Casti 1éze. Pti
vétsSim poctu odebranych vzorkti je Ize nechat podrobit mnohym vySetfenim, a to
histopatologickému, mikroskopickému zhodnoceni, kultivaci i1 pro rychlou PCR diagnostiku

(Afsar et al., 2016).

4.1.2 PRIJEM A ZPRACOVANI MATERIALU

Vzorky pro vysetfeni museji byt odebirany jesté pred zahajenim antimikrobialni 1é¢by.
Do laboratofe je nutno vzorky dopravit béhem jednoho dne, aby mohly byt co nejrychleji
zpracovany.

Pro minimalizaci poSkozeni nebo znehodnoceni vzorku je nutné material uchovavat
V lednici, krom& krve (Amlerova et al., 2014). Kvili zachovani viability mykobakterii
z polykaného hlenu je tfeba u vyplachti Zaludku neutralizovat Zalude¢ni $tavy hydrogen
uhlicitanem sodnym. Neutralizace se nemusi provadét u vzorkt, které budou zpracovéany do 4
hodin od odbéru (Caulfield et al., 2016) Stéry a vytéry se neukladaji do transportnich médii,
mohou vsak byt vloZeny do fyziologického roztoku nebo sterilni destilované vody. Biopticky
material se nefixuje ani nekonzervuje. Aby nedoslo, k jeho vyschnuti je mozné ptidat sterilni

destilovanou vodu (Amlerova et al., 2014).
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4.2 PRAVIDLA PRACE S BAKTERIi RODU MYCOBACTERIUM

MTBC s vyjimkou kmene BCG patii do 3 skupiny biologickych ¢initeli a jiné NTM
jsou fazeny do skupiny 2 (Nafizeni vlady ¢. 361/2007 Sb., nafizeni vlady, kterym se stanovi
podminky ochrany zdravi pii praci).

Biologicti Cinitelé skupiny 3 ptedstavuji pro zaméstnance omezené riziko vzniku
nakazy. Pokud se za béznych podminek nepienaseji vzduchem, jsou na zameéstnance a
pracovisté kladeny stejné naroky jako pii praci se skupinou biologickych ¢initeld 2 (Nafizeni
vlady ¢. 361/2007 Sb., natizeni vlady, kterym se stanovi podminky ochrany zdravi pfi praci).

Odbéry vzorka museji byt provadény asepticky a Zzddanka musi byt od vzorkti odd€lena.
Material je zpracovavan z hlediska vzniku infekéniho aerosolu v biohazardnim boxu.
Pouzivaji se dezinfekéni prostiedky s mykobaktericidnim a tuberkulocidnim ucéinkem, které

odpovidaji pozadavkim norem (Amlerova et al., 2014).

4.3 DEKONTAMINACE A HOMOGENIZACE VZORKU

Vzorky jsou ptfed dalSim zpracovanim dekontaminovany a homogenizovany. Sputum
pfi odbéru prochazi ptes orofarynx a dochazi tak ke kontaminaci béznou bakterialni florou
(Karakege et al., 2014). Dekontaminace neni nutna u vzorki, které byly sterilné¢ odebrany,
nebo se nepfedpokladd piimés jinych mikroorganismii. Takovym vzorkem muze byt
naptiklad likvor nebo punktaty (Amlerova et al., 2014).

Rutinni dekontaminace maji 1 své nevyhody. MiZe dojit k usmrceni mnoha
mykobakterii. Postupy jsou dlouhé a naro¢né. Pfi manipulaci se vzorky miiZze dojit k nechténé
kontaminaci jinymi bakteriemi (Karakege et al., 2014).

Homogenizace probiha v tiepacce. Vzorky tkani se nakréji skalpelem na malé kousky a
rozmélni se ve sterilni tfeci misce ¢i za pouziti homogenizatoru. Pfed dekontaminaci se do
fyziologického roztoku vyttepavaji stéry a vytéry. Neékteré vzorky jako stolice nebo hnis se

fyziologickym roztokem pouze promyvaji (Amlerova et al., 2014).
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4.3.1 PETROFFOVA MODIFIKOVANA METODA

Jedna se o metodu slouzici k dekontaminaci materialu napiiklad sputa. K 4 ml vzorku
se pridaji 4 ml 4% roztoku NaOH, sm¢s se homogenizuje 15 minut ve tfepacce a dalSich 20
minut se inkubuje pii 37 °C. Po inkubaci se zkumavka centrifuguje 15 minut pii 3000 ot./min.
Supernatant je wvylit do roztoku desinfekce (Muddaiah et al.,, 2013). Sediment se
neutralizujelM HCI (Franco-Sotomayor et al., 2020) a resuspenduje se v 15 ml SVD. Opét se
centrifuguje za stejnych podminek. Supernatant se odstrani a sediment je pfipraven pro

nasledujici zpracovani (Muddaiah et al., 2013).

4.3.2 ZPRACOVANI PRO PCR

Pro detekci DNA bakterii ve vzorku je nutné provést dekontaminaci 4% roztokem
NaOH. Jednu minutu je vzorek homogenizovan v tfepacce. Po 15 minutach dekontaminace je
1 ml smési pfenesen do sterilni zkumavky k centrifugaci. Supernatant je odstranén, peleta je
promyta 1 ml fosfatového pufru. Pfida se extrak¢ni ¢inidlo (100 ul) a homogenizuje se po
dobu jedné minuty. K denaturaci molekuly DNA dojde pti zahtati vzorku na 94 az 98 °C po
dobu 20 az 30 sekund. Po centrifugaci je pro testovani pouzit supernatant (Lim et al., 2019).

4.4 KULTIVACE

Kultivace probiha na pevnych médiich na bazi vajec nebo agaru a v tekutych médiich

(Caulfield et al., 2016).

4.41 TEKUTE PUDY

V tekutych médiich dochazi k pomnoZeni mykobakteridlni kultury rychleji nez na
pevném médiu a to zhruba do 10 dni, pevna od 20 do 25 dni. Tekutd media se dnes kultivuji
v automatickych systémech (BACTEC MGIT 960, systém Versa TREK a MB BACT/ALERT
(Caulfield et al., 2016). Jejich obsluha i kultiva¢ni teplota se fidi navodem vyrobce, dobu
kultivace 1ze prodlouzit (Amlerova et al., 2014).
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Systtm MGIT 960 identifikuje narist mykobakterii nepfetrzitym méfenim
fluorescence zkumavek. Zkumavky obsahuji modifikované Middlebrookovo medium
(Caulfield et al.,, 2016) obohacené o kyselinu olejovou, albumin, dextréozu, katalazu
(Srisuwanvilai et al., 2008) a fluorescen¢ni indikator. K fluorescenci dochazi spotiebou
kysliku v médiu rostoucimi mykobakteriemi (Caulfield et al., 2016).

Vzorky jsou inkubovany pii teploté 37 °C po dobu az 42 dnd. Automaticky systém
MGIT 960 kontroluje zkumavky kazdou hodinu. Pokud dojde ke zvySeni fluorescence je
vzorek pozitivni a provede se natér kultury na podlozni sklicko k mikroskopické kontrole.
Pokud se v natéru nenachazeji ART, zkumavka se vrati do pfistroje a pokracuje se v inkubaci

az do 42 dne (Srisuwanvilai et al., 2008).

4.42 PEVNE PUDY

Pevnd pada je napiiklad Lowenstein-Jensenova. Puda obsahuje vajeény protein,
bramborovou mouku, stul a glycerol. L-J medium podporuje riast MTBC, riast jinych
mykobakterii nemusi byt tak kvalitni. Lze vyuzit i média zalozena na bazi agaru. Ta jsou vSak
méné stabilni a rychleji se zhorSuje jejich kvalita. Pfi vysSich teplotich mohou uvoliiovat
formaldehyd, ktery mtze inhibovat rast bakterii. Takova média jsou napiiklad Middlebrook
7H10, 7H11 (Caulfield et al., 2016) nebo Ogawa (Amlerova et al., 2014).

Oc¢kovani na ptidu Ogawa metodou tamponu se od Petroffovy metody 1isi provedenim.
Do vzorku sputa nebo jiného extrapulmonélniho materidlu je namocen sterilni vatovy tampon.
Nasledné je ponofen na 2 minuty do zkumavky se 4% roztokem hydroxidu sodného.
Tamponem se ptimo inokuluje na pidu Ogawa. Ta ma kyselejsi pH (6,4 az 6,6), protoze
zpracovani materialu nema krok neutralizace kyselinou (Franco-Sotomayor et al., 2020).

Kazdy vzorek se ockuje na 2 L-J ptdy a inkubuji se pti 37 °C (Muddaiah et al., 2013).
Odecet probiha po 3, 6, 9 a pfipadné 12 tydnech (Amlerova et al., 2014).

NTM, které zpisobuji infekce ktize nebo lymfatickych uzlin se inkubuji pii teplotach
28-30°C (Srisuwanvilai et al., 2008). M. xenopi je termofilni a kultivuje se pii 45 °C
(Amlerova et al., 2014).
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45 TESTOVANI CITLIVOSTI

Provadi se u kazdého nové izolovaného kmene MTBC a u indikovanych ptipadi NTM.
Citlivost se zjistuje u zékladni fady antituberkulotik. V pfipad¢€ rezistence i u jinych 1éCiv,

jako napiiklad fluorochinolony, kanamycin a amikacin (Amlerova et al., 2014).

451 PROPORCNI METODA DLE CANETTIHO

Metoda se provadi ve zkumavkach na L-J mediu. Jedna testovaci fada zahrnuje ptidu
bez ptidanych 1é€iv. Slouzi ke kontrole riistu bakterii. V dalSich zkumavkéch jsou, 1é¢iva
obsazena V jejich kritickych koncentracich, coz je nejnizsi inhibi¢ni koncentrace daného
antituberkulotika. Zakladni anti-TB a jejich kritické koncentrace: INH 0.2 mg/l, RIF 40 mg/1,
STM 4 mg/l, EMB 2 mg/l, PZA 400 mg/1. Testovaci fada muze byt v ptipadé potieby
rozsifena i o dalsi antituberkulotika (Amlerova et al., 2014).

Pidy se kultivuji v teplotnim optimu daného kmene, odecitani probiha obvykle po 3 — 4

tydnech. Kontrolni zkumavka musi vyjit pozitivni, jinak nelze test hodnotit. V ptipade

4

4.6 MIKROSKOPIE

Je rychl4 a levna metoda na prok4zani mykobakterii z klinického vzorku. Natéry lze
hodnotit ve svételném mikroskopu nebo fluorescencnim. Pro spolehlivou detekci pozitivniho

vzorku musi sputum obsahovat alespon 1000 az 10 000 CFU/mI (Caulfield et al., 2016).

4.6.1 FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Tato metoda je nakladnéjsi nez svételna mikroskopie. Muze dojit k vyhoteni drahych
rtutovych vybojek. Cely mikroskop musi byt umistén v tmavé mistnosti a musi byt
nepietrzité pod elektrickym napétim (Singhal, 2015). Vyhodou metody je vSak vétsi citlivost
a rychlejsi prohliZzeni preparatu, oproti svételné mikroskopii (Caulfield et al., 2016).

Auramin a rhodamin jsou fluorescen¢ni barviva, pouzivana ve fluorescencni

mikroskopii k barveni preparati. Pfipravené barvici smési fluorochromti a hotové obarvené
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preparaty je nutno chranit pred svétlem. Barvici roztok se sklada z auraminu, rhodaminu a
sterilni destilované vody. Pouziva se také odbarvovaci a dobarvovaci roztok. Odbarvovaci se
sklada z roztoku NaCl, koncentrované HCI a lihobenzinu. Dobarvovaci roztok obsahuje smés

barviva kyselého fuchsinu, koncentrovanou HCI a SDV (Amlerova et al., 2014).

Obrazek 8 Natér acidorezistentnich bakterii obarveny fluorescenénim barvenim

auramin-rhodamin (Caulfield et al., 2016)

4.6.2 SVETELNA MIKROSKOPIE

Natéry se pfipravuji na Ccistd podlozni sklicka. Materidl se roztird sterilni
bakteriologickou klickou na plochu pfiblizn€ 2x3 cm. Preparaty schnou na vzduchu pfiblizné
15 minut. Fixovani suchého preparatu se provadi 3x protazenim v plameni kahanu. Po fixaci
se barvi preparaty pfisluSnym barvenim. Ptiprava preparatu je stejnd 1 pro barveni
fluorochromy (Jaya Chandra et al., 2015).

Pii barveni dle Ziehl-Neelsona za tepla se pouziva roztok kalbolfuchsinu, ktery se
ptipravuje smichanim krystalického fuchsinu, lihobenzinu a krystalického fenolu.
Odbarvovaci roztok se skldda z koncentrované HCl a lihobenzinu. Dobarvovaci smés

obsahuje 1% vodny roztok malachitové zelené nebo metylenové modie a SVD (Amlerova et
al., 2014).
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Obrizek 9 Cista kultura M. tuberculosis barveni dle Ziehl-Neelsona (Gaiao, 2015)

Dalsi moznou barvici metodou pro svételnou mikroskopii je dle Kinyouna za studena.
SloZeni barvici fady je az na vyjimku u barvici smési karbolfuchsinu stejné. Zde se pouziva
bazicky fuchsin a navic i SVD. Pfi prvnim kroku barveni se nezahiiva, pouze se necha
pusobit barvivo 5 minut, odbarvovaci a dobarvovaci roztoky ptsobi jen 1 minutu. Mezi

jednotlivymi kroky je vzdy oplach vodou (Amlerova et al., 2014).

4.6.3 HODNOCENI PREPARATU

Preparaty barvené metodou dle Ziehl-Neelsona nebo dle Kinyouna se hodnoti v 50
zornych polich, imerznim objektivem, pfi celkovém zvétSeni 1000x (Amlerova et al., 2014).

- 0=ART nenalezeny

- 1-9=ART ojedinéle

- 10-20=+

- 21-100=++

- 101 avice = +++
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Preparaty barvené auraminem-rhodaminem se hodnoti v 25 zornych polich, pii celkovém
zvétSeni 200x az 400x. Pfi menSim zvétSeni lze prohlédnout vétsi plochu preparatu
(Amlerova et al., 2014).

- 0=ART nenalezeny

- 1-4=ART ojedinéle

- 5-20=+

- 21-100=++

- 101 avice=+++

I kdyz pozitivni mikroskopicky nétér poukazuje na vyskyt mykobakterii ve vzorku
nelze urcit diagndzu pouze z tohoto vysetieni. Mikroskopicky natér ma totiz nizkou citlivost.
Pro urceni diagnézy musi byt mikroskopie kombinovana s kultivaci a testovanim citlivosti na

antituberkulotika (Caulfield et al., 2016).

4.7 MOLEKULARNI METODY

Pouzivanou molekularni metodou Kk detekci mykobakterii je real-time PCR. Na rozdil
od normalni PCR je moznost sledovat vysledky Vv realném c¢ase. PCR slouzi k namnozeni
nami zvoleného useku pomoci primeru (Lim et al., 2019). Kroky PCR jsou denaturace,
amplifikace a elongace. Pti denaturaci dochazi k rozvolnéni struktury DNA. Pti amplifikaci
nami zvolené primery, fragmenty DNA, nasedaji na specifické useky DNA. Pomoci
termostabilni polymerazy jsou syntetizovany nova vlakna DNA (Chae et al., 2017).

PCR vrealném case probiha vtermocykleru. V detekénim zafizeni se snima
fluorescenéni zateni fluoroforu (Lim et al., 2019).

Pro detekci komplexi mykobakterii, nebo jen jednoho druhu lze pouzit specifické
primery. Pro urceni rodu Mycobacterium se pouziva 16S rRNA gen. K detekci MTBC lze
pouzit primer rv0577, kterym komplex odlisime od jinych NTM. Specifické geny se pouZivaji
i k detekci jednotlivych druhtt mykobakterii. Napfiklad k detekci M. abscessus (mass_3210),
M. kansasii (mkan_rs12360) a M. avium a M. intracellulare IS 1311 a DT1 (Chae et al.,
2017).
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4.7.1 RYCHLY MOLEKULARNI TEST GeneXpert

Jde o test amplifikace nukleovych kyselin na bazi kazet. Probiha zde detekce DNA
bakterii zptisobujici TBC a testuje i rezistenci na rifampicin. Princip je zalozen na ultracitlivé
PCR technice.

Pied zahajenim samotné 1é¢by pacienta je vhodné provést test. Vysledky jsou pak
znamy do 2 hodin. WHO doporucuje testovani pacienti s podezienim na MDR tuberkulézu
nebo u HIV pozitivnich. Nenahrazuje ovSem sledovani 1éCby, jelikoz detekuje i mrtvé

bakterie (Shah et al., 2020).

4.7.2 MALDI-TOF-MS

Rychla a presnd metoda pro identifikaci bakterii na rodové, druhové popiipad¢ i
kmenové trovni. (Huong et al., 2014).

Po ozafeni krystalické matrice a vzorku laserem dochazi k desorpci a ionizaci jejich
molekul. Aplikaci napéti mezi desti¢ku a hmotnostni analyzator dojde k extrakci nabitych
molekul. Rychlost je imérnd hmotnosti a naboji molekul. Detektor po dopadu kazdé nabité
Castice vypocita jeji hmotnost (Huong et al., 2014). Kazdy systém vyuziva svou vlastni
databazi pro identifikaci bakterii. Databaze nemusi obsahovat méné bé&zné bakterie, coz
omezuje spolehlivost identifikace (Caulfield et al., 2016). Knihovna MTB pro mykobakterie
na platformé Bruker Daltonic obsahuje zdznam o 164 ze 180 znamych druhli mykobakterii
(Huang et al., 2018).

Vhodnymi matricemi pro UV lasery jsou aromatické kyseliny rozpusténé ve vodnim
roztoku acetonitrilu, etanolu nebo metanolu. Podle druhu pouzité matrice dochazi k odlisné
ionizaci a krystalizaci latek. Nejpouzivangj$i matrici je DHB. Ta dobfe ionizuje peptidy,

proteiny, sachariny i nukleové kyseliny (Huong et al., 2014).
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4.8 IGRATESTY

Jedna se o testy na zjiSténi imunitni odpoveédi T-lymfocyti kde je méfeno uvoliiovani

interferonu gamma. Jde o zanétlivy cytokin vznikajici po stimulaci antigeny produkovanymi
MTBC vyjma BCG kmene. Produkovan je i nékterymi NTM (M. marinum, M.kansasii). Mezi
tyto antigeny patii ESAT-6 a CFP-10. IGRA testy lze provést na piistrojich QuantiFERON-
TB Gold In-Tube Assay a T-SPOT.TB Assay (Pai et al., 2017).
QuantiFERON-TB Gold In-Tube test slouzi k detekci LTBI (FN HK, 2020). Antigeny ESAT-
6 a CFP-10 jsou navazany na vnitini sténu zkumavek. Ptidd se heparinizovana plna krev a
probéhne inkubace (Pai et al., 2017) v odbérové zkumavce spolu s antigeny nebo kontrolami
(Lempp et al., 2017). Pozitivni kontrola obsahuje fytohemaglutinin, negativni jej neobsahuje
(Niguse et al., 2018). Aby odezva byla pfesna, je nutné mit cerstvou krev obsahujici zivé bilé
krvinky, které produkuji IFN- y. K méfeni uvolnéného mnozstvi IFN- y po reakci s antigeny
se vyuziva metoda ELISA (Lempp et al., 2017).

T-SPOT-TB je enzymové vazany immunospot. Testuji se separované periferni
mononuklearni bunky. Ty jsou inkubovany s peptidy (ESAT-6 a CFP-10) (Pai et al., 2017).
Bunky po stimulaci produkuji IFN- y, ktery je monoklonalni protilatkou zachycen na dno

testovaci jamky. Zde je jako barevny spot kvantifikovan ¢tecim zatizenim (FN HK, 2020).
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5 MOZNOSTI TERAPIE A PREVENCE ONEMOCNENI

5.1 TERAPIE

Lécba TBC ma docilit vyléCeni pacienta, zachovani kvality jeho Zivota a produktivity.
Cilem je také zabranit smrti, relapsu onemocnéni a minimalizovat $iteni TBC ¢i vznik

rezistence (Wallenfels et al., 2018).

5.1.1 PROCES LECBY

Tuberkuléza se 1é¢i dlouhodobé, pomoci kombinovanych 1é¢iv a pod dozorem
zdravotnického persondlu. Antituberkulotika se podavaji minimalné po dobu Sesti mésict
Vv jednorazovych davkach, nejlépe na lacno, aby nebyla snizena ti¢innost 1éku. Rezim 1écby je
nutno prizpusobit typu TBC (nové vzniklé onemocnéni, recidiva, rezistence) (Wallenfels et
al., 2018). Lécba mimoplicni TBC probiha také pod dohledem kompetentnich odbornikii
napft. urologi, 1ékait ORL nebo ortopedi (Vasakova, 2017).

Prvni dva mésice je pacient hospitalizovan a dostava &tyfkombinaci anti-TB. Uéelem
je odstranéni mikroorganismu. Zbylé ¢tyii mésice dochazi pacient jen ambulantné, podava se
uz jen dvojkombinace (Wallenfels et al., 2018).

Ctyfkombinace antituberkulotik obsahuje RIF, INH, PZA, EMB a dvojkombinace RIF
a INH (Bailo et al., 2015).
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Tabulka 2 Antituberkulotika pouZivana k 1é¢bé TBC (Bailo et al., 2015)

skupina antituberkulotik antituberkulotika

prvni linie Isoniazid
Rifampicin
Pyrazinamid
Ethambutol
Rifapentin
Rifabutin

Aminoglykosidy (Streptomycin, Kanamycin,
druhé linie Amikacin)
Polypeptidy (kapreomycin, viomycin)
Fluorochinolony
Kyselina para-aminosalicylova
Cykloserin
Terizidone
Ethionamid
Prothionamid
Thioacetazon

Linezolid

teti linie Clofazimine
Linezolid
Amoxicilin a klavulanat
Imipenem a cilastatin

Clarithromycin

Nov€ schvalenymi anti-TB jsou bedaquilin a delamanid. Jsou u¢€innd jak proti
nerezistentnim kmendm, tak proti kmenam MDR a XDR. Jejich nevyhodou je vysoka cena a

mnohdy vznikajici rezistence (VaSakova, 2017).
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5.1.2 MECHANISMUS UCINKU

Rifampicin, rifambutin a jiné inhibuji syntézu RNA. Izoniazid inhibuje biosyntézu
mykolové kyseliny, mnohonasobné v DNA, lipidech a karbohydratech a metabolismu NAD.
Pyrazinamid zpuasobuje depleci bunééné membrany a energie. Etambutol inhibuje syntézu
arabinogalaktanu. Streptomycin, kanamycin, amikacin a kapreomycin inhibuji syntézu
proteinti. Ethionamid inhibuje syntézu mykolové kyseliny. Para-aminosalicylova kyselina
inhibuje metabolismus kyseliny listové a zeleza. Cykloserin pisobi na biosyntézu
peptidoglykenu. Bedaquilin inhibuje syntézu ATP a linezolid syntézu proteint (Bailo et al.,
2015).

5.1.3 REZISTENCE

Rezistence mykobakterii k léCivim muze vznikat rtiznymi zpisoby. Monoterapii,
nepravidelnym uZzivanim 1ékd, nekvalitnimi 1éky, nedodrzovanim léebnych postupii anebo
nevyhovujicim dohledem a podporou zdravotniho personalu nad pacientem. Rezistentni
kmeny se mohou §ifit a pusobit onemocnéni rezistentni na anti-TB. Rozsah rezistence na

1é¢iva definuje tii hlavni kategorie (Bailo et al., 2015).

MDR jsou kmeny rezistentni alespon na izoniazid a rifampicin (Bailo et al., 2015).
V letech 2009 az 2016 se kazdoro¢né zvysil vyskyt MDR-TB o vicen nez 20 %, také diky
rychlé diagnostice, fenotypovym a molekuldrnim testovanim citlivosti vii¢i lékiim (Lange et
al., 2018). K 1é¢be se pouziva kombinace anti-TB, v tivahu se bere infekce HIV nebo diabetes
mellitus. Také by mél byt bran ohled na pfedchozi 1écbu pacienta a rozsah onemocnéni
(Campbell et al., 2020). Lécba probiha 4 az 6 mésicti s novou generaci fluorochinolonu,
kanamycinu, prothionamidu, izoniazidu s vysokymi davkami, clofazimin, pyrazinamid a
ethambutol. Nasleduje pétimési¢ni 1é¢ba fluorochinolonem, clofaziminem, pyrazinamidem a

ethambutolem (Lange et al., 2018).

XDR jsou rezistentni stejn€ jako MDR na izoniazid a rifampicin. Navic nejsou citlivé
na fluorochinolon (Shah et al., 2020). Nejsou upln¢ rezistentni na kapreomycin, kanamycin a
amikacin. Je—li po testovani na GeneXpert izolovany kmen na jakékoliv toto anti-TB citlivé,

meélo by byt zahrnuto do 1écby. Velmi silnym lékem pro pacienty s XDR-TBC je Linezolid.

36



Ma silny baktericidni ucinek hlavné u kmenii rezistentnich na fluorochinolon. Lécba
Linezolidem dosahuje skvélych vysledkt, avSak musi byt neustile sledovana z divodu

toxicity Iéku (Seaworth et al., 2017).

TDR jsou kmeny rezistentni vici vSem dostupnym antituberkulotikiim. Pocet a mira
rezistence nebyla zatim definovana a vyskyt je velmi omezeny. Mezi zemé, kde byl vyskyt

TDR zaznamenan, patii {ran, Indie, Italie a Jizni Afrika (Bailo et al., 2015).

5.14 RECIDIVITA

Ptic¢inou recidivity TBC byva pozdni zahajeni 1é¢by, pii kterém dochézi k uschovani
mykobakterii v kavitach, abscesech nebo granulomech. Tato mista jsou pro anti-TB tézko
dostupna (Wallenfels et al., 2018).

5.2 PREVENCE

Preventivni opatieni proti rozvoji TBC je ockovani BCG vakcinou a lécba LTBI.
Z dtivodu hrozby rozvoje aktivniho onemocnéni (Vasakova, 2017).

Pro odhaleni probihajici latentni tuberkul6zni infekce je nejpouzivangjsi a nejbézné;si
tuberkulinovy kozni test. Ten spocivda v aplikaci daného mnozstvi mezinarodné
standardizovaného derivatu purifikovaného proteinu tuberkulinu do kliZze injekéni jehlou. Po
48 hodinach se v mist¢ vpichu odecitd primér zdufeni. Pod 5 mm je test negativni a nad 10

mm je pozitivni (Van Crevel et al., 2017).

52.1 OCKOVANI

Ockovani ditéte proti TBC se provadi v pfipadé, Ze rodice, sourozenec, nebo ¢len
domacnosti méli (nebo maji) aktivni tuberkulozu. Dale, kdyz se jedna z vySe zminénych osob
zdrzovala ve staté¢ s vy$Sim vyskytem TBC po dobu delsi tii mésicli, nebo jestlize se dité
dostalo do styku sosobou s TBC (Vyhlasky ¢. 299/2010 Sb., vyhlaska, kterou se méni

vyhlaska ¢. 537/2006 Sb., o ocfkovani proti infekénim nemocem, ve znéni pozdéjSich

pfedpisti). Lékatr dle vyplnéného dotazniku zdkonnymi zéastupci posoudi, zda je nutné dité
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ockovat. Dité je o€kovano na odd¢leni kalmetizace, kam je zaslano svym oSetfujicim lékafem
(§ 3 Vyhlasky ¢. 537/2006 Sb., o ockovani proti infek¢nim nemocem).

Ockovani ditéte star§iho 6 ti tydni se provadi pouze po provedeni tuberkulinového testu
s negativnim vysledkem (§ 30 odst. 2 pism. b) bod 3. zdkona ¢. 48/1997 Sb., o vefejném

zdravotnim pojisténi).
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6 VYSKYT ONEMOCNENI V CESKE REPUBLICE

Udaje o onemocnéni TBC shromazd'uje osetiujici 1ékat, ktery zahajuje 1é¢bu. Hlageni o

onemocnéni TBC podava organu ochrany vefejného zdravi. Pokud nebyla zahdjena 1écba,

hlaseni podava lékat, ktery onemocnéni diagnostikoval. HlaSena jsou i umrti na tuberkulozu

(Vyhlasky ¢. 473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdé€losti pro vybrané infekce)

Tabulka 3 Hlasené poéty TBC v krajich CR za rok 2017 (UZIS, 2018)

mikroskopicky
Uzemi TBC kultivaéngd kultivaéné pozitivni | pozitivni
kraj celkem pozitivni ze sputa zZe sputa
Ceska republika | 505 372 307 184
HIl.m. Praha 95 82 67 41
Stfedocesky 49 26 33 17
JihoCesky 16 14 10 8
Plzetisky 44 33 29 13
Karlovarsky 8 7 6 5
Ustecky 55 40 35 20
Liberecky 22 14 14 12
Kralovéhradecky |27 12 10 3
Pardubicky 29 20 17 7
Vysocina 13 9 5 4
Jihomoravsky 66 47 35 18
Olomoucky 21 15 14 11
Zlinsky 15 12 9 3
Moravskoslezsky |45 28 23 22

Za rok 2017 bylo do Registru tuberkuldzy nahlaSeno 505 piipadli onemocnéni TBC
(UZIS, 2018). Z toho bylo kultivaéné pozitivnich 372 piipadii, z nichz 307 bylo kultivaéné

pozitivnich ze sputa a mikroskopicky jen 184 ptipadu, taktéz ze sputa.
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Nejvyssi pocet hlasenych onemocnéni byl v HI. mésté Praha (95 pripadt), jako dalsi je

Jihomoravsky kraj (66 p¥ipadt) a Ustecky (55 piipadd).

cvwr

v kraji Vysocina (13 p¥ipadtl). O dvé hlaseni vice ma Zlinsky kraj (15 piipady) (UZIS, 2018).

Tabulka 4 Hlagené poéty TBC v krajich CR za rok 2018 (UZIS, 2019)

mikroskopicky
Uzemi TBC kultivacné kultivacné pozitivni | pozitivni
kraj celkem pozitivni ze sputa Ze sputa
Ceské republika | 444 355 278 144
HIl.m. Praha 96 76 61 32
Stiedocesky 58 52 36 17
Jihocesky 14 14 11 7
Plzensky 34 27 23 10
Karlovarsky 6 6 5 1
Ustecky 55 41 28 15
Liberecky 16 12 10 6
Kralovéhradecky |19 9 7 -
Pardubicky 19 15 16 7
Vysocina 20 18 17 12
Jihomoravsky 48 38 27 16
Olomoucky 17 16 14 6
Zlinsky 5 4 4 1
Moravskoslezsky |37 27 22 14

Za rok 2018 bylo nahlaSenou Registru tuberkulézy o 61 piipadi onemocnéni
tuberkulozou méné, tzn. 444. SniZzily se 1 poc€ty u kultivaci 1 mikroskopie. Pozitivnich
kultivaci bylo 355, kultivaci ze sputa 278, mikroskopicky pozitivnich vzorkt sputa bylo 144.

Nejvice onemocnéni TBC bylo opét zaznamenano v HI. mésté Praha (96 pfipadd),

s 58 hlasenimi je dal§i kraj Stiedodesky a 55 hlageni onemocnéni mé&l opét kraj Ustecky.

40



Nejméné nemocnych bylo hlaseno v kraji Zlinském, 5 ptipadd, a kraji Karlovarském,

kde bylo evidovéano 6 ptipada (UZIS, 2019).

Tabulka 5 Hlagena onemocnéni TBC u cizincti podle zemé narozeni (UZIS, 2018 a 2019)

Rok HlaSenda  onemocnéni TBC o 7 colk. hl4s.
Slovenska
celkem | Ukrajina | republika | Vietnam Mongolsko |Rumunsko |ostatni | gnem. celkem
2017 | 159 30 25 23 16 16 49 31,5
2018 | 147 37 24 12 9 16 49 33,1

V roce 2017 bylo nahlaSeno 159 piipadi onemocnéni tuberkul6zou u cizinct. Nejvice

nemocnych pochazi z Ukrajiny (30 hlaseni). 25 ptipadu se vyskytlo u obyvatel narozenych ve

Slovenské republice a 23 pfipadi u obcanii z Vietnamu. Onemocnéni TBC u cizincti tvori

31,5 % z celkového poctu hlasenych ptipadii v Registru tuberkulézy.

V nasledujicim roce 2018 doglo ke sniZeni poétu nakazenych cizincti v CR na 147

hlaSenych ptipadd. Piipadd u cizincl z Ukrajiny pfibylo na 37, cizinci narozeni ve Slovenskeé

republice maji v tomto roce o 1 hlaSeni méné&, tedy 24. Poklesl pocet nakaZenych Vietnamcti,

tim se na tieti pficku fadi Rumunsko, které zaznamenalo 16 hlaseni, tedy stejné jako v

ptedchozim roce. Celkovy pocet hlaseni onemocnéni TBC u cizinct tvoti tentokrat az 33,1 %

z celkového poétu v Registru tuberkulézy (UZIS, 2018 a 2019).
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Tabulka 6 Hlagené poéty mykobakteridz jinych nez TBC (UZIS, 2018 a 2019)

Skupina onemocnéni Nemocni mykobakteri6zou
2017 2018

Mykobakteridza plicni 71 88

Mykobakteriéza mimoplicni 18 40

Celkem hlaSena onemocnéni |89 128

z toho s izolovanym:

M. avium 47 67
M. intracellulare 9 16
M. avium-intracellulare - 5

M. kansasii 12 13
M. xenopi 8 14
M. jiné 10 12

Za rok 2017 bylo hlaseno 89 piipadii mykobakteriézy, z toho 71 hlaseni bylo pro
plicni mykobakteriézy a 18 mimoplicnich mykobakteriéz. V obou piipadech bylo nejcastéji
izolovano M. avium ve 47 piipadech, M. kansasii ve 12 piipadech a M. intracellulare bylo
izolovéano v 9 ptipadech z celkového poétu (UZIS, 2018).

O rok pozdé&ji se zvysil pocet mykobakterioz na 128, 88 hlaSeni plicni mykobakteridzy
a 40 mimoplicni. Nejéastéji izolované bylo M. avium tvofici 67 piipadd, M. intracellulare 16
izolaci a M. xenopi ve 14 piipadech (UZIS, 2019).
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Tabulka 7 Hlagené poéty zemielych na TBC z registru TBC v krajich CR (UZIS, 2018 a
2019)

Uzemi Pocet zemielych
kraj 2017 2018
Ceska republika 25 26
HIl.m. Praha 6 6
StiedoCesky 2 9
JihoCesky 1 2
Plzensky 3 3
Karlovarsky 2 -
Ustecky 3 1
Liberecky - -
Kralovéhradecky 2 -
Pardubicky 2 1
Vysocina 1 -
Jihomoravsky 1 3
Olomoucky - -
Zlinsky 1 -
Moravskoslezsky 1 1

Za rok 2017 v Ceské republice zemfelo na tuberkulézu 25 osob, nejvice v HI. mésté
Praha (UZIS, 2018).
V roce 2018 se pocet zemielych zvysil na 26 a nejvice osob zemfielo ve Stredoceském

kraji (UZIS, 2019).
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7 ZAVER

Tuberkuléza je stile zdvaznym infekénim onemocnénim. Ceska republika patii mezi
zem¢ snizkym vyskytem tuberkulézy. Velkym problémem je vyskyt onemocnéni
tuberkulézy v CR by mohla piispét svétovd migrace ze zemi se zvySenym vyskytem
onemocnéni. Proto je dilezité vénovat se prevenci, aby vyskyt tuberkul6zy nenaristal, ale
naopak se snizoval. Dfive byly moznosti prevence omezené pouze na tuberkulinovy kozni
test. V soucasné dobé je diky modernim metodam zjisténi latentni tuberkulézni infekce

snazsi.

V praci se vénuji zejména laboratorni diagnostice. Techniky PCR sice odhali pfitomnost
mykobakterii, ale detekuji 1 mrtvé bakterie, cozZ muze vést ke zkresleni vysledki. Proto prvni
misto zaujima metoda kultivace na tuhych a v tekutych piadach. Rychlost diagnostiky
aktivniho onemocnéni tuberkuldzou je velmi dualezitd z diivodu rychlého zabranéni dal$iho
pfenosu onemocnéni. Klasicka kultivace je velmi zdlouhava, ale je nejlepSim potvrzenim
pozitivniho vysledku. Mikroskopické vySetfeni nemusi vzdy prokdzat pfitomnost acido
rezistentnich ty¢inek ve vzorku.

Dle mého nazoru je klasickd kultivace nejlepSim ovéfenim piitomnosti zivych bakterii.
K detekci latentniho onemocnéni nyni slouzi hlavné IGRA testy. V budoucnu se da o¢ekavat

dal$i rozvoj a pokrok vyvoji vySetfovacich metod.

Velmi dulezitou problematikou je také rezistence vuci 1é¢ivim. Predpokladem tspésné
1é€by nemocného je rychla diagnostika. Pi zjiSténi pfitomnosti mykobakterii u pacienta je
nutné zjistit citlivost daného kmene k antituberkulotikiim. Rezistence muze zkomplikovat
lécbu.

Vyskyt tuberkulozy v Ceské republice je velmi nizky i oproti jinym evropskym zemim.
Ve statistice uvedené v tabulkach je 1 za takto kratky Casovy usek vidét pokles hlasenych
ptipadd. Ve svéte je vsak stale velkd incidence TBC 1 imrtnost.

V budoucnu je cilem vymyceni tuberkulézy a snizeni imrtnosti. Tento ukol si jako cil do
budoucna stanovila Svétova zdravotnicka organizace (WHO) za spoluprace s Evropskym

centrem pro prevenci a kontrolu nemoci (ECDC).
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