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UvVOD

V této praci se zabyvam rodem Mycobacterium, nejvyznamnéjS$imi druhy tohoto
rodu, diagnostikou a klinickym vyznamem. Mezi klinicky nejvyznamnéj$i druhy urcité
patii M. tuberculosis, M. leprae a M. avium, které zptisobuje onemocnéni plic podobné

tuberkuloze.

Nejznaméj$im mykobakterialnim onemocnénim je tuberkuléza. Je to infek¢ni
onemocnéni, postihujici hlavné plice. Ro¢né zabiji asi 3 miliony lidi. Tuberkuléza je velky
problém hlavné v rozvojovych zemich. Ve vyspélych zemich ptredstavuje problém hlavné
kvtili migraci obyvatelstva a noveé vzniklym rezistentnim kmentim, které Spatné reaguji na
lécbu antituberkulotiky nebo nereaguji na 1écbu vibec. DalSim divodem, pro¢ se
tuberkuldza vyskytuje ve vysoké mire, je infekce HIV. Lid¢, ktefi jsou HIV pozitivni nebo
je u nich jiz dokonce rozvinuté onemocnéni AIDS, maji mnohem vétsi pravdépodobnost,

7e onemocni tuberkuldzou.

Na to ze v civilizovanych zemich se tuberkul6za vyskytuje méné, méa bezesporu
vliv vysoka troven socialnich podminek. V minulych letech, kdy byl vyskyt tuberkulozy
jesté mnohem vyssi, mélo zasadni vyznam i o¢kovani. U nas bylo o¢kovani diive povinné,
dnes se o¢kuji pouze déti, u kterych je realné riziko, Ze se timto onemocnénim nakazi,

napiiklad kdyz nékdo z rodiny ma tuberkulozu.

Pokud je onemocnéni diagnostikovano v¢as a nejednd se o rezistentni kmen, je
velmi dobie 1éCitelné. K diagnostice je stale nejvice pouzivana kultivace vzorku. Nékdy
v8ak muze trvat i 9 tydnd, nez mykobakterie vyrostou, z tohoto divodu se k diagnostice

tuberkulozy vyuzivaji i1 jiné metody jako mikroskopie nebo molekuldrné genetické metody.

Mykobakterie zptisobuji ale 1 jind onemocnéni naptiklad lepru, ktera je problémem

hlavné v rozvojovych zemich, a také i jiné plicni i kozni nemoci.
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CiL PRACE

Cilem této prace je vytvofit teoreticky ptfehled klinicky vyznamnych
mykobakteridlnich druhii a nemoci které zpiisobuji, dale piehled metod pouzivanych
k diagnostice mykobakterii. Prakticka ¢ast je zaméfena na laboratorni metody pouzivané
v konkrétni  mykobakteriologické  laboratofi, na  diagnostiku  jednotlivych

mykobakteridlnich druhti a zastoupeni cizinct ve vyskytu tuberkulézy v daném souboru.
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HYPOTEZY

1. Z pozitivnich vzorkll je ze zachycenych mykobakteridlnich druhli nejcastéji
identifikovano Mycobacterium tuberculosis.

2. Nejvice vySetfovanych vzorkli pochdzi u diagnostiky mykobakterialnich
onemocnéni z dychacich cest, konkrétné se nejcastéji vysettuje sputum.

3. Podil cizincii je u pozitivnich vzorkid na M. tuberculosis vyssi nez 20 %.
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TEORETICKA CAST
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1 OBECNA CHARAKTERISTIKA MYKOBAKTERII

Rod Mycobacterium patii do celedi Mycobacteriacea a fadu Actinomycetales.
Mykobakterii je znamo pies 150 druhd, mezi nimi jsou obligatné patogenni druhy, ale
I podminéné patogenni nebo nepatogenni druhy, které tvoii slozku ptirodnich biotopi.
Mezi obligatné patogenni druhy patfi mykobakterie, které maji hodné¢ spole¢nych znakt
s Mycobacterium tuberculosis, patii do tzv. Mycobacterium tuberculosis complex.
Mykobakterie miizeme rozd¢lit na skupinu pomalu rostoucich a rychle rostoucich druht.

Obligatné patogenni druhy patii mezi pomalu rostouci.

Mykobakterie piisobi chronické infekce s velkym podilem piecitlivélosti a bunééné
imunity. Vé&tSinou na né& piisobi jiné antimikrobialni latky neZ na ostatni bakterie (1, 2, 8,

10).

1.1 Vlastnosti

Mykobakterie jsou nepohyblivé a nesporulujici tycky, mohou mit riiznou délku
a tvar od kokovitych az po vlaknité¢ formy. Jsou acidorezistentni, coz znamend, Ze jsou
obtizn¢ barvitelné organickymi barvivy a ndsledné¢ odolné k odbarveni kyselinami,
zasadami a alkoholem. Toho vyuziva barvici metoda podle Ziehl-Neelsena. Metodou podle
Grama se barvi velmi Spatné. Acidorezistence je specifickym znakem mykobakterii a jen
velmi ziidka ji pozorujeme u jinych bakterii. Zpusobuji ji lipidy v bunééné sténé, ty tvoii
az 20 procent vahy suSiny. Z acidorezistence plyne odolnost mykobakterii proti vysychani
a biocidim. Mykobakterie obsahuji pfedevS§im mastné kyseliny a od nich odvozené estery,
alkoholy a ketony. Priikaz téchto latek se pouziva k diagnostice mykobakterii. Typické pro
mykobakterie jsou mykolové kyseliny, coz jsou mastné kyseliny s 60-90 atomy uhliku
1,2, 3,8).

1.1.1 Rust

Mykobakterie podle riistu miZzeme rozdé€lit na rychle rostouci a pomalu rostouci.
Mezi pomalu rostouci patfi mykobakterie ze skupiny Mycobacterium tuberculosis
complex. Pomaly rust mykobakterii je podminén dlouhou genera¢ni dobou. Ta je
u M. tuberculosis kolem 20 hodin, ale u M. leprae se odhaduje az na 20 dni. Proto

u M. tuberculosis vidime rust kolonii nejdfive po 12 dnech, nékdy az po 6 tydnech.
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M. leprae se zatim nepodafilo in vitro kultivovat. Rist mykobakterii fadicich se do skupiny

rychle rostouci miizeme pozorovat jiz po 7 dnech (1, 8).

1.1.2 Genom

Genom mykobakterii se vyznacuje vysokym obsahem guaninu a cytosinu. Nékdy je
Vv plastidech pfitomna extrachromozomalni DNA. Rozpoznani specifickych ¢asti DNA
umoznilo vytvofeni genetickych sond, které slouzi pro prikaz mykobakterii v materidlu
k druhové identifikaci. Pfi amplifikaci fragmentt pii polymerazové fetézové reakci (PCR)
se jako primery pouzivaji oligonukleotidy o velikosti 30—200 bp, jejichz slozeni se urcuje
sekvenovanim DNA. V DNA mykobakterii se vyskytuji neustdle se opakujici
charakteristické elementy o velikosti 5 kbp. Ty hybridizuji s cilovymi fragmenty DNA
a vyuzivaji se jako genetické sondy. Tyto repetitivni elementy se vyuzivaji ke sledovani

pienosu kment v populaci a pfedstavuji novou metodu molekularni epidemiologie (8).

1.1.3 Antigeny

Antigeny mykobakterii se odvozuji od bunécné stény, cytoplazmy a Castecné se
vylucuji také extracelularné. Kromé rozpustnych proteinti a polysacharidl jsou v bunécné
stén¢ nerozpustné antigeny, arabinogalaktan, peptidoglykan a komplexni glykolipidy.
Nejznaméj$im antigenem je tuberkulin, ktery se pouziva ke koznimu testovani (Mantouxtv
test). U zdravych jedincii nevyvold Zadnou reakci, ale u infikovanych nebo u ockovanych
osob dojde v misté¢ vpichu do 48 hodin k zanétlivé reakci. Dnes se jiz ke koznimu testu
nepouziva tzv. stary tuberkulin (Tuberculinum vetus), ale PPD (Purified protein
derivative), ktery se ziskdva chemickou frakcionaci starého tuberkulinu. Dimykolat
trehal6ézy, oznaCovany jako cord-faktor je toxicky glykolipid, izolovany z virulentnich
kmend. U mykobakterii je to prvni popsany faktor virulence. Inhibuje respiraci
a fosforylaci tim, Ze méni strukturu membrany mitochondrii. Mykobakterie vyvolavaji,
jako vétSina intraceluldrnich parazitii, chronickou infekci. Jeji rozvoj zavisi na mnozstvi

zarodku a rychlosti nartstu bunééné imunity (3, 8).
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1.2 Bunécna sténa

Stavba bunécné stény je pomerné slozitd, ale odpovida gram pozitivnim mikrobiim
(viz Ptiloha ¢. 1). Je silna asi 20nm a tvoii ji peptidoglykanova vrstva, ve které¢ jsou
ulozeny polysacharidové fetézce a mykolové kyseliny. Kolmo Kk povrchu bunky jsou
Vv peptidoglykanové vrstvé ulozeny fetézce kyselého polysacharidu kyseliny teichoové.
Témér vSechny zbytky kyseliny N-acetylmuranové jsou spojeny peptidickymi mistky.

Hydrofobni zevni vrstva obsahuje lipidy a polypeptidy stimulujici buné¢nou imunitu (9).

1.3 Klasifikace

1.3.1 Pomalu rostouci mykobakterie

1.3.1.1 Mycobacterium tuberculosis

patogenit Cloveéka. Je jim nakaZena asi jedna tfetina lidské populace ovSem ptiznaky
tuberkulézy se projevim béhem Zivota pouze u 10% nakazenych. Ro¢né na toto
onemocnéni umiraji 3 miliony lidi. M. tuberculosis objevil Robert Koch v roce 1892, proto

se dodnes bézné pouziva trivialni nazev bacil Kochuv (BK). (9, 10, 18)

Jsou to velmi §tihlé, lehce zahnuté acidorezistentni ty¢inky asi 0,5 um silné a 3um
dlouh¢é, n¢kdy ve tvaru vlédken. V preparatu z klinického materidlu je vidime jednotlive,
nékdy v podobé shlukii, v preparatu z kultury jsou jako hadovité spletené utvary.
M. tuberculosis je velmi odolné, v prachu vydrzi az 10 dnt, ve vyschlém sputu az nékolik
meésici. Ani mnohéd dezinfekéni Cinidla nejsou ucinnd. Spolehlivé funguji predevsim
derivaty fenolu a aldehydy. Dobrym pomocnym prostiedkem je UV zafeni, k tomu jsou
mykobakterie citlivé (1, 2, 9).

V naprosté vétSin€ pripadit se bakterie dostane do organismu dychaci soustavou,
nékdy travicim traktem, velmi vzacné kuzi. Bakterie jsou pohlceny plicnimi makrofagy,
které zanaSeji infekci do lymfatickych uzlin. LoZisko v misté vstupu a lymfatickd uzlina
tvofi primarni komplex, z n¢ho se infekce mize Sifit dil do organismu. V neimunnim
organismu vét§ina mykobakterii pfeziva a mnoZi se uvnitt makrofagu, n¢které ale preci jen
uhynou a jejich antigeny zahdji imunitni reakci bunééného typu. Poté uZ makrofagy

zaCinaji mykobakterie zabijet a v lozisku infekce vznika granulom. Malé granulomy jsou
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propustné pro makrofagy, které bakterie v nich zlikviduji. Vétsi loziska se ale opouzdii
a makrofagy se do nich nedostanou. Léze se postupné hoji a kalcifikuje, mykobakterie
uvniti ale prezivaji. Po letech se mize tuberkul6zni lozisko reaktivovat zejména ve staii
nebo jinym oslabenim imunity (infekce HIV). Po reaktivaci tuberkul6zniho loZiska mize
vzniknout dutina (kaverna) a zté se kaslem mykobakterie $ifi do okoli nemocného

(oteviena tuberkuloza) (2, 9).

To zda se infekce M. tuberculosis projevi jako aktivni tuberkuldza, zalezi na
velikosti davky bakterii, které byl jedinec vystaven, a na urovni jeho odolnosti. Infekéni
davka pro ¢loveéka je méné nez 10 bacili. Pii praci s nimi je tedy velké riziko infekce.
Béhem prvnich dvou let po prodélani infekce onemocni 5% nakaZenych, dalSich 5%
onemocni pozdé&ji. U naprosté vétsSiny pripadt tuberkuloza postihuje plice, mize ale

postihnout kterykoliv organ (2, 9).

Generaéni doba M. tuberculosis je 18-24 hodin. Kultivace proto také trva dlouho,
na tuhé vajeCné Lowenstein-Jensenove pudé roste 3—6 tydni. Natéto pade roste
v nazloutlych bradav¢itych az kvétakovitych koloniich s nepravidelnymi okraji a drolivou
konzistenci. V tekutych ptidach tvoii blanku a v Sulové padé s glycerinem a sérem vytvaii
granularni sediment. Moderni poloautomatické systémy zaznamenaji M. tuberculosis

v tekutych pudach uz vétsinou za 10-14 dni (9).

Laboratorni prukaz M. tuberculosis piedstavuji stale hlavné klasické postupy jako
mikroskopie a kultivace. Také se pouziva prukaz specifickych sekvenci nukleovych
kyselin. Klasickym vzorkem posilanym k prukazu M. tuberculosis je sputum. Veskery
klinicky materidl se zpracovava V laboratoii v bezpecnostnim boxu. Mikroskopické
vySetieni je velmi cenné, 1 kdyz po nédlezu acidorezistentnich tycek ve vzorku nemiizeme
jesté jednoznaéné ftici, Ze jde o M. tuberculosis. Pti kultivaci se musime nejprve zbavit
ostatnich bakterii, které by M. tuberculosis rychle pferostly a vySetfeni znehodnotily.
Ostatni mikrofléry se zbavime dekontaminacnimi postupy napiiklad mofenim louhem
sodnym. Kazdy vzorek se ockuje na 3—4 rtzné typy pid, pevné i tekuté. Za 3 tydny jiz
muzeme zachytit M. tuberculosis. Po 6 tydnech se vySetfeni uzavira a posledni odecitani

po 9 tydnech se hlasi piipadné dodateéné nalezy (2, 9).
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1.3.1.2 Mycobacterium leprae
Mycobacterium leprae zpusobuje onemocnéni znamé jako malomocenstvi neboli
lepra. Pivodce objevil v roce 1873 norsky 1ékat Gerhard Henrik Armauer Hansen. Proto je

bakterie znama také jako Hansentiv bacil (9, 20).

Je stejné jako ostatni mykobakterie obligatni intraceluldrni parazit. Doposud se ho
nepodatilo vypéstovat in vitro. Mnozi se v americkych pasovcich, u kterych dojde
k onemocnéni po 2-3 letech po infekci. Dalsi moznosti jsou imunosuprimované krysy

nebo mysi, kterym je M. leprae inokulovano do tlapky (2).

M. leprae vyvolava chronickou infekci. Onemocnéni napada kizi a podkozni
nervy. Je to jedind bakterie, ktera napadd periferni nervy. Vaze se na povrch

Schwannovych bunék a poskozuje nervové vlakno (2, 9).

Onemocnéni ma nékolik forem od lepry tuberkuloidni, pti které je v postizené Casti
malo mykobakterii, az po tézkou lepru lepromatozni, kdy je nedostatecné vyvinuta

buné¢na imunita (8).

1.3.1.3 Mycobacterium bovis

Mycobacterium bovis je patogenni pro skot, prasata a dal§i druhy volné zijicich
zvifat. Genom M. bovis je téméf shodny s genomem M. tuberculosis. Jde o pomalu
rostouci mykobakterium, ktera tvoii drobné, lesklé, ploché, a bezbarvé kolonie. gpatné
snasi pritomnost glycerinu a vyhovuje mu mikroaerofilni prostfedi. Na Ldéwenstein-
Jensenove pud¢ vyzaduje pridavek pyrohroznanu sodného. Nejlépe roste na Ogawove ptudé
s glutamatem. Diive se prenaSelo hlavné nepasterizovanym kravskym mlékem a u ¢loveéka

zpusobovalo spiSe tuberkulozu krénich uzlin a stiev nez plicni infekce (2, 5, 9).

1.3.1.4 Mycobacterium bovis BCG

Zkratka BCG znamena bacille Calmette-Guérin. Vznikl mnohaletym pasazovanim
kmene M. bovis, izolovaného z tuberkulozni kravy, za neptiznivych podminek. Timto se
natolik oslabil, Ze bylo moZzné ho pouzit jako ockovaci latku. PouZziva se k ockovani proti
tuberkuloze (BCG vakcina). Ta ne vZdy ochrani pfed infekci, ale potla¢i vznik zdvaznych
forem onemocnéni. Geneticky je M. bovis BCG podobnéjsi spise M. tuberculosis nez
M. bovis (2, 9).
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1.3.1.5 Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium avium a Mycobacterium intracellulare patii do jednoho komplexu.
Jejich patogenita je stejna a béznymi testy se nedaji dobie rozliSit. Jsou patogenni pro
ptaky vcetné driibeze a pro prasata. Také jsou rezistentni na vétSinu antituberkulotik.
U ¢loveéka vyvolavaji zanéty krénich uzlin a plicni procesy podobné tuberkuloze. Vedle

v

pneumocystozy a mykoz jde o nejcastéjsi infekci doprovazejici AIDS (2, 8, 9).

1.3.1.6 Mycobacterium kansasii
Mycobacterium kansasii je u nas pomérné ¢asté hlavné na Ostravsku. Je spojeno
S dilnim a hutnim primyslem. Vyvolava chronickd plicni onemocnéni pfipominajici

tuberkuldzu. Nastésti je na vétSinu antituberkulotik citlivé.

Patii mezi tzv. fotochromogeny. Jeho kolonie na svétle Zloutnou (5, 9).

1.3.1.7 Mycobacterium xenopi
Mycobacterium xenopi najdeme ve vodovodnich systémech zvlasté s teplou vodou.

Muze vyvolavat plicni infekce (2).

1.3.1.8 Mycobacterium ulcerans
Mycobacterium ulcerans je pro nas exotické. Zpusobuje burulsky vied, coz je po
tuberkuléze a lepie treti nejCastéjSi mykobakterialni onemocnéni u osob s normalni

imunitou (2).
1.3.2 Rychle rostouci mykobakterie
1.3.2.1 Mycobacterium chelonae
Napadéd imunosuprimované osoby a vyvolava rtizné infekce. Nejcastéji podkozni

abscesy nebo osteomyelitidy po nesterilné podanych injekcich (2, 9).

1.3.2.2 Mycobacterium fortuitum
Stejné jako M. chelonae zptsobuje nejrizngjsi infekce, Casto kozni abscesy. Plisobi

jen lokalizované infekce (2, 9).
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1.3.2.3 Mycobacterium abscessus

Nalezneme ho ve vodovodni vodé. Infikuje plice a rany, ¢asto pooperacni (2).
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2 LABORATORNI PRUKAZ MYKOBAKTERII

2.1 Material

Nejvhodnéj$im materidlem pro diagnostiku tuberkulézy (onemocnéni zplsobené
druhy z komplexu M. tuberculosis) nebo plicni mykobakteriozy (onemocnéni vyvolané
netuberkul6znimi druhy mykobakterii) je sputum. Odesila se 3 dny po sob¢ 2-5 ml sputa
odebraného rano na la¢no. Pokud pacient nic nevykaslava, ziskava se sputum indukované

po inhalaci teplého 15% roztoku NaClL

Dal$im moZznym materidlem je laryngealni vytér. Ten se ale nepouziva pftili$ Casto,
protoze znéj ziskdme jen malé mnoZstvi materidlu. PouZivd se hlavné u pacientd,
u kterych neni mozné ziskat sputum (déti a psychiatricky nemocni). Odesilaji se 3 vytéry

provedené na la¢no hrtanovou sondou.

A S 24

Vytéznéjsi nez laryngealni vytér je bronchoalveolarni lavaz a bronchialni vyplach.
Pti plicni tuberkuldéze miizeme vySetfit 1 neutralizovanou zalude¢ni stavu. Odbér Zaludecni

Stavy se provani jen vyjime¢né. Provadi se na latno sondou a odebira se asi 30—100 ml.

Pti jinych forméch tuberkul6zy nebo mykobakteriézach se posila podle lokalizace

infekce ptisluSny material jako hnis, likvor, biopsie, mo¢, stolice, krev apod.

Pfi odbéru vzorku je nutné se vyhybat kontaminaci vodovodni vodou, ktera obsahuje

jiné druhy mykobakterii (2, 11).

2.2 Zpracovani vzorki

Kazdy vzorek, ktery piijde do laboratofe na vySetfeni, musime vnimat jako
infekéni. Mohl by obsahovat M. tuberculosis, a proto musi byt dodrzeny postupy
bezpecnosti prace. Zpracovava se V bezpecnostnim boxu. Nebezpecné je zejména otevirani
nadobek se vzorky, ttepani, pfiprava natérd, ockovani. I pti praci v bezpe¢nostnim boxu je

nutné mit ochranny odév, ustenku a rukavice (2).
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2.3 Prikaz mykobakterii

2.3.1 Prima mikroskopie

Preparaty na prikaz mykobakterii barvime podle Ziehl-Neelsena. Barvi se
karbofuchsinem za horka, poté se odbarvuje kyselym alkoholem a dobarvuje
methylenovou modii nebo malachitovou zeleni. Preparat se meandrovité projizdi, pozoruje
se pii zvétSeni 1000x a vySetfuje se 50 zornych poli. Zorna pole musi byt v péti riznych
castech preparatu. Mykobakterie vidime jako riZzové tyCky na modrém nebo zeleném

pozadi (viz Ptiloha €. 2).

Miuzeme také pouzit fluorescencni barveni smési auraminu O s rhodaminem.
Ty€inky poté zafi ve fluorescennim mikroskopu Zlutozelené na tmavorudém pozadi
(viz Ptiloha ¢. 3). Toto barveni je vyhodnéjsi, protoze se odecita pii menSim zvétSeni

(200-400x).

U Ziehl-Neelsena i u fluorescencniho barveni hodnotime vysledek
semikvantitativné. Pokud v 50 zornych poli nenajdeme Zadné nebo najdeme maximalné
4 tyCinky, je vzorek negativni. Pokud je nalez 5-20 tyCinek hodnotime nalez jednim
kiizkem. Na dva kiizky hodnotime nalez 21-100 tyCinek a vice nez 100 ty¢inek pak na tii

kiizky.

Mikroskopie je pii podezieni na tuberkulozu vyhodné oproti kultivaci hlavné pro
svoji rychlost. Mikroskopie kultivaci nenahrazuje, ale pouze dopliuje. Oproti kultivaci je
totiz mikroskopie mnohem méné citliva. Pokud uz ma ale pacient sputum mikroskopicky

pozitivni je pravdépodobné nebezpe¢nym zdrojem mykobakterii (2, 11).

2.3.2 Kaultivacni prikaz
Tato metoda je oproti mikroskopickému vySetieni mnohem citlivéjsi. Nevyhodou je

ale délka kultivace trvajici nékdy 1 9 tydnd.

Sterilni material jako likvor miZeme kultivovat rovnou. VétSina vzorkl (naptiklad
sputum) ale obsahuje ruzné druhy dalSich mikrobd, které by mykobakterie pierostly.
Vzorky proto musime téchto mikrobll zbavit. Vzorky dekontaminujeme takzvanym
mofenim vzorku. Mofeni provadime naptiklad louhem sodnym (hydroxid sodny). Béhem
moteni vzorku se mykobakterie také uvoliuji z mucinu a vzorek se homogenizuje.

Pomotieny vzorek se poté zkoncentruje precipitaci nebo centrifugaci. Musime ale pocitat
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s tim, Ze koncentrace Cinidla, teplota a doba mofeni ma vliv i na samotné mykobakterie
(2, 8).

Pro kultivaci mykobakterii se pouzivaji pevné pudy Lowenstein-Jensenova
a Ogawova, a tekuta puida Sulova. Puida Lowenstein-Jensenova je vajetna puda, kterd
obsahuje soli, asparagin, glycerin, skrob, vajicka a malachitovou zelen. Dava se do
vysokych zkumavek a necha se srazit v Sikmé poloze. Je nazelenala s lesklym povrchem.
Pro prikaz M. bovis obsahuje misto glycerinu pyrohroznan sodny. Ogawova puda je také
vaje¢na puada, ale misto asparaginu obsahuje glutamat. Tekutd Sulova puda
obsahuje L-alanin a glycerin a je obohacena o kaseinovy hydrolyzat a hovézi sérum
(2, 112).

Pidy se inkubuji pfi 37°C s vyjimkou vzorkl z kiiZze a abscesi, kde se ockuji dvé
fady a jedna se inkubuje pii 30°C kvili M. marinum a M. chelonae. Piady odecitame po 1,
3, 6 a 9 tydnech. Po 1 tydnu se nékdy zachyti rychle rostouci mykobakterie, hlavné ale toto
odecitani slouzi k vyfazeni pltid kontaminovanych. Za 3 tydny se jiZ mohou zachytit dalsi
mykobakterie a zatnou se urCovat kmeny. Po 6 tydnech se vySetfeni uzavira a sd€luji se
vysledky, ale inkubace se prodluzuje na 9 tydna. Po 9 tydnech se oznamuji jen piipadné
pozitivni nalezy a kultivace se ukon¢i. Vzorky, kde se piedpoklada M. ulcerans podle

mikroskopie, by se méli inkubovat jesté dalsi 3 tydny (2, 11).

M. tuberculosis roste na pevnych pudach jako nazloutlé, kvétakovité nebo
bradavéité kolonie s nepravidelnymi okraji (viz Piiloha ¢&. 4). V Sulové padé roste
M. tuberculosis jako hrudky nebo zrnka diky hydrofobnimu povrchu. M. bovis jsou drobné
hladké nepigmentované kolonie. Ostatni mykobakterie tvoii rtzné, Casto lesklé nebo
mazlavé  kolonie. Rozd¢lujeme je na  nonchromogeny,  skotochromogeny,
a fotochromogeny. Nonchromogeny nejsou nijak vyrazné barevné, skotochromogeny tvoti
i ve tm¢ vyrazné zluté nebo oranzové kolonie a fotochromogeny se pigmentuji, jen pokud

rostou na svétle (1, 2).

V mikrobiologickych laboratotich se prosadily také rychlé kultivaéni postupy.

oy e

za 14 dni naptiklad na zaklad€ snizeni mnozstvi kysliku v médiu nebo na zakladé

uvolinovani CO; (2, 11, 19).
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2.3.3 Priikaz pokusem na mordceti

Je nejcitlivéjsi ale i nejndkladnéjsi. K prikazu mykobakterii je vhodné morce, které
je pomérné¢ vnimavé. Pokus na morceti se vyuzival diive tam, kde se jednalo o vzacny
material (likvor, hnis, bioptické vzorky, aj.) a material, o kterém se piedpokladalo, ze je
paucibacilarni nebo pftili§ kontaminovany. Paucibacilarni material obsahuje malé¢ mnozstvi

mikrobu. K vyvolani infekce u morcete sta¢i nékdy i jen jedna bakterie.

Vzorek se oCkuje zvifeti pod kiizi na obou zadnich konCetindch na vnitini strané
stehen. Asi za 14 dni se v misté vpichu mtize objevit vied. U zvifat uhynulych za déle nez
3 tydny nebo usmrcenych za 6 tydni hodnotime organy jak mikroskopicky tak
makroskopicky.

Dnes je pokus na morceti povaZzovan za zastaraly a je nahrazovan modernéjSimi

metodami (2, 11).

2.3.4 Molekularné genetické metody

V soucasné dobé se stale vice k diagnostice mykobakterii pouzivaji molekularné
genetické metody. Zakladem molekularné genetickych metod je pfima diagnostika
mykobakterii ve vzorcich. Pfed samotnou diagnostikou musime amplifikovat sekvence
nukleovych kyselin specifickych pro mykobakterie Amplifikaci (zmnozenim), ktera
probiha cyklickym reakénim procesem za pomoci enzymu polymerazy, se sekvence
nukleovych kyselin uvoliuji z dvoufetézcové DNA a namnozi se do snadno
detekovatelného mnozstvi. Tomuto produktu se ftika amplikony. Ty jsou pak

hybridizovany se zna¢enymi specifickymi sondami a vysledek je detekovan.

Tyto metody jsou senzitivni, specifické a velmi rychlé, vysledky mame uz do
n€kolika hodin. Problémem vSak zlstava standardizace a spolehlivost vysledkii PCR.

Ruizné laboratofe totiz dosahuji riznych vysledku (2).
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3 KLINICKY VYZNAM

3.1 Tuberkuloza

Tuberkuléza je celosvétoveé rozsSifené onemocnéni vyvolavané obligatné neboli
primarn¢ patogennimi druhy mykobakterii z komplexu Mycobacterium tuberculosis
nejc¢astéji M. tuberculosis. Tuberkul6zu najdeme hlavné v chudych oblastech, kde je bézna
podvyziva a Spatné podminky bydleni. Velmi vazné je onemocnéni u lidi s AIDS.

Kazdoro¢né tuberkuldza zabiji asi 3 miliony lidi (7, 12).

3.1.1 Historie

Tuberkuloza patii k onemocnénim, které provazeji lidstvo odedavna. Diive se ji
tfikalo souchotiny. TBC mlizeme prokazat na kosternich ostatcich z neolitu, starého Egypta
1 predkolumbovské Ameriky. V 17. a 18. stoleti se v disledku industrializace a rozriistani
mest se tuberkuldza rozsitila v Evropé. K rozsifeni onemocnéni doslo kvili tomu, ze se
nahromadilo velké mnoZstvi lidi ve méstech, kde byly naprosto nevyhovujici hygienické
podminky a mnoho lidi trpélo podvyzivou. V této dobé umirala na tuberkulézu Ctvrtina
dospélé populace. Pavodce TBC objevil Robert Koch vroce 1882. Od objevu
streptomycinu je mozna cilena antituberkulozni 1éCba, ale i tak je tuberkuldza stale velkym

celosvétovym problémem (12).

3.1.2 Epidemiologie

Zdrojem nakazy je nemocny ¢loveék, ktery vykaslava velké mnozstvi mykobakterii.
Infekce vstupuje do organismu vétSinou plicemi. RozliSujeme prenos suchou nebo vlhkou
cestou. VIhka cesta je ptenos kapénkami pii kasli a to az na 3 metry. U pfenosu suchou
cestou je inhalovan infikovany rozvifeny prach. Diky lipidim v buné¢éné sténé, které brani
vysychani, pfezivaji mykobakterie na vzduchu velmi dlouho. Minimalni davka, kterd je
infekéni pro ¢loveka, je méné nez 10 bacild. Vyjimeéné je vstupni branou infekce travici
trakt a to pfi vypiti infikovaného mléka od nemocnych krav. V tomto piipadé€ jde o ndkazu

M. bovis.
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V soucasnosti je tuberkulozni infekci promofena asi tfetina populace a asi
30 miliont lidi ma aktivni formu TBC. Nejvice jsou postizeny rozvojové zemé, ale infekce
se vyskytuje i v civilizovanych zemich, to souvisi pfedev§im s migraci. Vyssi riziko

nakazy je u lidi drogove zavislych a lidi bez domova (12).

3.1.3 Patogeneze

Tuberkuléza je infekéni onemocnéni s riznymi klinickymi projevy. Nejcastéji
postihuje plice, mize ale postihovat kterykoliv organ. Mikrob se do téla dostane
vdechnutim, v plicich je pohlcen alveolarnimi makrofagy. Nahromadénim makrofagt
vznik4 drobny granulom, zvany tuberkl. V ném se mykobakterie diale mnozi. Asi mésic po
infekci se za€ind uplatiiovat specifickd imunitni odpovéd’ organismu. Noveé vytvorené
makrofagy jsou jiz aktivované a maji baktericidni aktivitu, to brani dalSimu
intracelularnimu  mnoZeni mikroba. V disledku toho dochazi ke kase6zni nekroze
(zesyrovaténi) tuberklu. Kasedzni lozisko se bud vyhoji, nebo zkapalni a mize dojit
k provaleni do pradusek a $ifeni dychacimi cestami. V tomto pfipadé se nemocny stava

nebezpecnym zdrojem infekce, protoze mykobakterie vykaslava (4, 12).

Rozeznavame né¢kolik forem tuberkulozni infekce. Prvnim z nich je primdrni
tuberkuloza. Ta vznikéd v disledku prvniho kontaktu s tuberkul6ozni mykobakterii u osob,
které nebyly ockovany. Mykobakterie se uchyti zpravidla v dolnim plicnim laloku.
Cast jich je fagocytovana a transportovana lymfatickymi cestami do lymfatickych uzlin.
Tam vyvolavaji zanétlivou reakci. U vétSiny nemocnych probéhne bez jakychkoliv

klinickych projevi. Primarni TBC se vétSinou spontanné vyhoji (4, 6, 12).

Postprimarni tuberkuloza se objevuje za né€kolik tydni nékdy i za n€kolik let od
priméarni infekce. Postihuje zpravidla dospé&lé. Casto se jedna o reaktivaci primarni infekce,
ale mlize jit 1 o exogenni superinfekeci. To znamend, ze doslo k pfenosu infekce z nového
zdroje na dfive jiz infikovaného jedince. Postprimarni TBC ma nckolik riiznych forem

a nespecificky klinicky obraz, ¢asto miize vypadat jako jiné respira¢ni onemocnéni (7, 12).

Jednou z forem postprimarni tuberkuldzy je infiltrativni tuberkuloza, ta je
charakteristicka rentgenovym obrazem, na kterém vidime zastinéni, které zplsobuji

infiltraty vétsi nez 2cm (11).

Dalsi je loZiskovd tuberkuloza, kterd se od infiltrativni 1iSi velikosti loZisek.

Ta u této formy nejsou vétsi nez 2 cm (11).
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Rozpadova tuberkuloza je charakteristicka pritomnosti kaveren. Kaverny zasahuji
do broncht, a proto je tato forma nebezpecna hlavné z epidemiologického hlediska.

Nemocny totiz vykaslava velké mnozstvi mykobakterii a je rizikem pro své okoli (11).

Tuberkulozni fibroza je vlastné koneénym stavem prob&hlého tuberkul6zniho

zanétu, ktery se zhojil jizvou. Do této formy mohou vyustit v§echny formy TBC (11).
Tuberkulozni zanét pohrudnice vznika prestupem zanétu na pleuru (11).

Tuberkuléza hlasivek je u nas velmi vzacna. Projevuje se chrapotem, bolesti pii

polykani a nékdy i dusnosti, patfi mezi pozdni komplikaci tuberkulozy (11).

Tuberkuloza nitrohrudnich miznich uzlin je nejcastéjsi v détském veéku. Muze
navazovat na primarni tuberkulozu. Lozisko v plicich se sice vyhoji, ale proces v uzlinach
pokracuje. Klinické projevy jsou vyvolany spiSe zvétSenim uzlin nez tuberkul6znim

zanétem. K diagnostice slouzi pfedevs§im rentgenovy obraz (11).

Miliarni tuberkuloza vznika hematogennim rozsevem TBC infekce ze zanétlivého
loziska. Miize vznikat jak z primarni tak z postprimarni tuberkul6zy. Mykobakterie se
dostanou do krevniho fecisté a jsou roznaseny do organismu. Postizeny jsou hlavné dobre
prokrvené tkan¢ jako plice, slezina nebo ledviny. Na rentgenovych snimcich plic vidime

drobnd infek¢ni loziska, z tohoto nalezu vznik také nazev miliarni (milium= zrnko prosa)
(11, 12).

Tuberkuloza jinych organii nez plic je méné Casta. VétSinou vznikd hematogennim
rozsevem mykobakterii z loziska v plicich. Mykobakterie vytvari mald infek¢éni loziska
tuberkulidy. Casto chybi klinické projevy a bakteriologickd diagnostika je nesnadna.
TBC milZze postihovat naptfiklad nervovou soustavu. TBC nervové soustavy je zavaznou
komplikaci a ohrozuje Zivot nemocného. Miize probihat ve dvou zdkladnich formach.
Cast&jsi z nich je tuberkulozni meningitida, ktera na rozdil od klasické hnisané meningitidy
zaCind pozvolna, a podstatné méné casty tuberkulom. Dal§im typem mimoplicni
tuberkulozy je TBC kosti a kloubi. Mykobakterie se do kloubni §térbiny mohou dostat
pfimo z krevniho fec€iSté. Synovium reaguje zanétem a tvorbou granulacni tkané, to
zpiisobi erozi a postupné zniceni chrupavky a n€kdy 1 pfiléhajici kosti. Mohou se také
vyvinout tzv. studené abscesy — zanétliva loZiska kolem kosti obsahujici mimo jiné také

zbytky kostni tkdn€. TBC muZe postihovat také mocové a pohlavni organy, stieva, kiizi
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a podkozni vazivo, oko, ucho a prakticky jakykoliv jiny organ, do kterého se mykobakterie

dostanou bud’ krvi, nebo piestupem z okolnich tkani (11, 12).

3.1.4 Kilinicky obraz

Prvnim ptiznakem plicni TBC je suchy drazdivy kasel, pozdéji se kasel méni na
produktivni. Vykaslavané sputum velmi ¢asto obsahuje ptimées krve. DalSim piiznakem je
zvySena teplota. Ta se zvySuje po fyzické nebo psychické ndmaze a zpravidla k veceru.

Nemocny je unaveny, malatny, vice se poti a to zpravidla v noci, hubne a muize citit bolest

na hrudniku.

Mezi komplikace tuberkuldézy patii pneumotorax nebo pleurdlni vypotek.

Dalsi komplikaci je masivni hemoptyza (vykaslavani krve z dolnich cest dychacich).

Pti tuberkul6ze nervové soustavy trpi nemocny prvni 3 tydny bolesti hlavy, je
unaveny, trpi nespavosti, nechutenstvim a ubyva na vaze. Pozdé&ji zvraci a je precitlivély na
zvuk a svétlo. Nasledn€é dochazi k porucham védomi a dalSim pfiznakiim jako obrna

okohybného nervu (12).

3.1.5 Terapie

Lécba TBC patii plné do rukou specialisti. LéCi se  dlouhodobym
a neprerusovanym podavanim kombinace antituberkulotik. Mezi tyto AT patii isoniazid
(INH), pyrazinamid (PZA), rifampicin (RMP), etambutol (EMB) a streptomycin (ST M).
Existuji jesté dalsi, ale ty jsou bud’ toxi¢téjsi, nebo méné ucinné ¢i nakladnéjsi. Obvykle se
k 1é¢bé pouziva ¢tyfkombinace INH-RMP-PZA-EMB po dobu 2 mésict. Nasledné 1é¢ba
pokracuje dvojkombinaci INH-RMP po dobu 4 mésicti. Kombinovana 1éCba je pojistkou

proti vzniku rezistence na AT (7, 12).

3.1.6 Rezistentni kmeny Mycobacterium tuberculosis

Rezistence na AT je velmi zavazna, dochazi k ni nedodrzovanim 1é¢ebnych
postupti. V CR se situace bedlivé sleduje a neni nijak dramaticka. K rezistenci dochazi
hlavné v zemich, kde je tuberkul6zy nejvice. Mezi ty patii rozvojové zemé Jizni Ameriky,

Asie a také zemé€ byvalého Sovétského svazu.
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Rezistentni kmeny rozdélujeme na monorezistentni, polyrezistentni, MDR a XDR.
Jako monorezistentni oznacujeme kmen odolny vic¢i jednomu ze zakladnich AT.
Polyrezistentni jsou kmeny odolné viici dvéma a vice AT s vyjimkou soucasné rezistence
kINH a RIF a termin MDR (multiple drug resistance) oznacuje kmeny rezistentni
a také drazsi. Noveé byly objeveny kmeny tuberkul6zy rezistentni témet ke vSem AT druhé
fady. Tyto extrémné 1ékoveé odoIné kmeny jsou oznaovany jako XDR (extensively drug
resistant) a jsou charakteristické rezistenci minimalné k INH a RIF a soucasné

k fluorochinoloniim a v§em injektabilnim antibiotikim (12, 15, 16).

3.1.7 Oc¢kovani
Ockovani proti TBC se nazyva kalmetizace a provadi se vakcinou BCG, ktera se
aplikuje pod kuzi. Vakcina BCG (bacille Calmette-Guérin) je ptipravena z M. bovis.

Oc¢kovani zavedli A. Calmette a C. Guérin v roce 1921 po vice nez desetiletém vyzkumu.

Donedavna bylo v CR o&kovani novorozencti proti TBC povinné. Povinné bylo
také preockovani na zakladé negativniho vysledku tuberkulinového testu. V roce 2010 byla
plos$na vakcinace u nas zruSena a nahrazena vakcinaci selektivni. Dnes se tedy ockuji jen
ohrozeni novorozenci, jejichz rodice, sourozenci nebo ¢len domacnosti méli nebo maji

aktivni TBC, popiipadé€ Ziji nebo pochazeji ze zemé s vysokym vyskytem TBC. Riziko se
zjistuje v porodnici na zaklad¢ dotazniku (7, 12, 13, 14).

3.1.8 Tuberkuléza a AIDS

Onemocnéni AIDS je ve vyspélych zemich divodem, proC¢ vyskyt tuberkulozy
V soucasnosti neklesa. Je zde také souvislost s migracni vinou obyvatelstva. HIV pozitivni
maji asi 80x vys§i pravdépodobnost onemocnéni tuberkulézou nez zdravi lidé.
U nemocnych s AIDS je pravdépodobnost onemocnéni az 170x vyssi. Pravé tuberkuloza je
nejzavaznéjsi oportunni infekci u AIDS. Prokazatelné urychluje pfechod infekce HIV

v AIDS a zhorcuje pribéh samotné nemoci.

Stanoveni diagndézy mize byt obtizné. Klinicky obraz je nenapadny, ze zacatku se
objevuji pouze teploty. Rentgenovy obraz je ¢asto negativni stejné jako mikroskopické

vySetieni. Mykobakterie se prokézou azZ kultivacné.
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Lécba tuberkuldozy u nemocnych AIDS je stejnd jako u zdravych lidi. Vysledky
1écby jsou dobré, ale efekt nastupuje pomaleji. Problémem pii 1é€bé byva i Spatna
sndSenlivost 1ékd. Diky tomu se casto setkdvame S polyrezistentnimi nemocnymi

a tuberkul6za zpisobena polyrezistentnim kmenem byva vétsinou smrtelna (11).

3.2 Lepra
Néazev nemoc dostala z feckého slova lepis (Supina). Jde o onemocnéni kize, jehoz
puvodcem je M. leprae. Lepra je znama také pod nazvem malomocenstvi. V soucasnosti

ptedstavuje problém hlavné v Jihovychodni Asii, Africe i Americe (4, 12).

3.2.1 Historie

Prvni zminky o onemocnéni ptfipominajici lepru mizeme najit uz v Egyptskych
zaznamech z roku 2 400 pt.n.1. Do Evropy se Lepra dostavala postupné vale¢nymi
tazenimi. Jiz ve stfedoveéku si lidé uvédomovali infekénost nemoci a izolovali nemocné
V leprosariich. Lepra spole¢né¢ s morem, jsou dvé infekéni nemoci, které nejvice
poznamenali stiedovékou Evropu. Pozdé&ji ve 14. stoleti zacal vyskyt lepry klesat,
pravdépodobné proto ze vétSinu nemocnych leprou zemiela na mor. Dalsi teorii je, Ze lepru

vytlacil bacil tuberkulozy (4, 12).

3.2.2 Epidemiologie

Zdrojem nakazy je nemocny ¢lovék. Lepra neni vysoce nakazliva, K pienosu
onemocnéni je nutny dlouhodoby kontakt. PfenaSi se vétSinou kapénkové a nosnim
sekretem, ale k pfenosu muze dojit i matefskym mlékem nebo kontaktem s postizenou
kazi. V postizené kuzi je vSak jen malo bakterii. Vyskytuje se piedev§im v zemich, kde
jsou $patné socialni a hygienické podminky. Inkuba¢ni doba onemocnéni je 3—20 let, u déti

muze byt jen n€kolik mésica (4, 12).

3.2.3 Patogeneze

M. leprae se k nerviim dostane bud’ ptimo kazi, nebo z krve. Mikrob se vaze na
povrch Schwannovych bungk, pronika do nich a kolonizuje je. Zptsobuje demyelinizaci
a poskozeni nervového vlakna. KdyZ se rozvine bunécné imunita, vytvoii se v poSkozeném
nervu granulomatézni zanét a poSkozeni se jen prohlubuje. Infekci Sifi napadené

makrofagy, ve kterych se mykobakterie miiZze mnozit.
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Onemocnéni nenapadd jen nervy, mize zpusobovat také infekci kize, sliznice

hornich cest dychacich, a pojivové tkan¢ (12).

3.2.4 Klinicky obraz

Lepra se déli na dvé formy, tuberkuloidni a lepromatozni. Casné stadium lepry,
U kterého neni poznat, jestli se jedna o tuberkuloidni nebo lepromat6zni formu, se oznacuje
jako indeterminovana lepra. Jejim prvnim projevem je neostfe ohrani¢ena makula (skvrna),
kterd je bud svétlejSi, nebo naopak zacervenald. V jejim okoli je snizend citlivost.

Tato forma lepry se bud’ vyhoji, nebo ptechazi do lepromat6zni nebo tuberkuloidni formy.

Tuberkuloidni lepra je vétSinou neinfekéni, pozvolna probihajici a ¢asto dochazi ke
spontannimu ustupu nemoci. Bunénd imunita nemocného infekci zvlada. Kozni loziska
jsou chuda na mykobakterie. Typicky je pro tuto formu vznik n€kolika rozséhlych, ostie
ohraniCenych makul, které¢ jsou hyperpigmentovan¢ a kize na nich Supinati.
Postizena mista jsou nejprve piecitlivéla a poté necitliva, také na nich dochazi ke ztraté
ochlupeni. Obecné je u této formy postizeni nervi zavaznéjsi. Z tuberkuloidni formy se

muze rozvinout forma lepromatédzni.

Pro lepromatézni formu lepry je typické postizeni klize piedevSim na obliceji,
rukou a nohou. V postizenych oblastech kuize je velké mnozstvi bacili. Vlivem nemoci
mohou vypadévat fasy a obo¢i, nékdy i vlasy. Dochazi k deformaci ¢asti obliceje, zvétSeni
nozder a tvaii a obli¢ej nabyva charakteristického ,,lviho“ vzhledu (facies leontina - viz
Ptiloha ¢. 5). Postizena byva také sliznice nosu a dochazi ke zniCeni nosni prepazky.
Soucasné dochazi k postizeni perifernich nervi, které zdufi, a mizeme je nahmatat pod

kazi, nékdy mohou byt i viditelné (4, 6, 12).

3.25 Terapie

Pokud je nemoc diagnostikovdna v Casném stadiu a 1écba se zahdji okamzité,
prognoza byva pomérné dobrd. K 1é€bé se vyuzivd kombinace 1€kd, aby nedochéazelo
k rezistenci. Lepromatozni forma je lé¢ena trojkombinaci dapson-rifampin-clofazimin.
Tato trojkombinace se podavd minimalné 2 roky, ale lécba mize byt i celoZivotni.

Pfi tuberkuloidni formé podavame kombinaci dapson-rifampin minimalné 6 mésicu (4).
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3.3 Plicni infekce zptlisobené NTM
Netuberkulozni mykobakterie (NTM) se vyskytuji prakticky vSude v okolnim

prostfedi. Nachazime je v piidé, vodé, vodovodnim potrubi i jinde. Infekei jsou ohrozeni
hlavné jedinci se snizenou imunitou napiiklad osoby s AIDS. Nejcastéj$imi druhy, které

zpusobuji netuberkuldzni plicni infekce u nas, jsou M. kansasii, M xenopi a M. avium.

Klinické ptiznaky jsou podobné jako u tuberkuldzy. Typicky je kasel a hnisavé
sputum. Nékdy muze byt Ginava, zvysena teplota nebo hemoptyza (11, 12).

3.4 Kozni infekce zptisobené NTM

Kozni infekce mohou zptisobovat M. marinum a M. ulcerans. Jsou to druhy pomalu

rostoucich mykobakterii, které preferuji nizsi teplotu, a proto zpisobuji pravé kozni léze.

M. marinum je puvodce tzv. ,bazénového granulomu“ nebo také ,akvarijniho
granulomu®. K infekci dochazi ptes drobnd poranéni, kterd vzniknou naptiklad pti koupéani
V mofi, bazénu nebo také Cisténi akvaria. Toto poranéni pak kontaminuji bakterie z okoli

a za 2-8 tydnil se objevi pocatecni 1éze.

M. ulcerans zpusobuje onemocnéni zvané ,burulsky vied“ (viz Pfiloha ¢. 6).
Viedy jsou obvykle bezbolestné. Toto onemocnéni se vyskytuje predev§im v Africe

a Australii, jinde ho najdeme jen vzacné (4).
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PRAKTICKA CAST
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4 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

V praktické casti byly zkoumany vzorky, které byly vySetfeny v Laboratoii pro
diagnostiku mykobakterii Ustavu mikrobiologie Fakultni nemocnice v Plzni. Vechny
zkoumané vzorky byly vySetieny od 1. 1. 2018 do 31. 12. 2018. Laboratof vySetfuje
vzorky pro Plzensky kraj a nékteré zdravotnicka zafizeni z jinych kraji. Celkem bylo

vySetfeno 7596 vzorkd.
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5 METODIKA PRACE

Vsechny vzorky ptijaté do laboratoie byly prekontrolovany s zddankou o vysetieni.
Kazdému vzorku se pfidélilo protokolové Cislo a vzorek byl zadan do laboratorniho

systému.

Nejprve probihala ptiprava vzorkll. NejcastéjSim materidlem, ktery se
zpracovaval, bylo sputum. K extrémné hnisavému a vazkému sputu se piidalo ekvivalentni
mnozstvi rozpoustéciho roztoku (fyziologicky roztok s Tween 80) a vzorek se protiepal.
Pokud byl objem vétsi nez 10ml, vzorek se centrifugoval 10 minut pii 3500 ot/min. K moci
se pridaly 3 kapky kyseliny sulfosalicylové a vzorek se centrifugoval. Tekuté materialy do
5 ml nevyzaduji Zadnou piipravu. Tekuté¢ materidly nad 5 ml byly centrifugovany.

U kazdého materialu se vzdy dale zpracovavalo 5 ml.

Dale byly vzorky dekontaminovany. K dekontaminaci byla pouzita metoda
s N-acetyl-L-cysteinem. Do kazdého vzorku se pridal roztok N-acetyl-L-cysteinu s NaOH,
5% Tween 80 a fosfatovy pufr. Vzorek se vzdy prib&zné protiepaval a nasledné
centrifugoval 30 minut pii 3500 ot/min. Po centrifugaci se slil supernatant a ptidal se
fyziologicky roztok s Tween 80. Nasledovala resuspendace vortexem nebo proplachnuti

Pasteurovou pipetou.

Vsechny vzorky byly o¢kovany na kultiva¢ni vajecné ptidy, Lowenstein-Jensenovu
a Ogawovu, a do zkumavek pro metabolickou kultivaci v pfistroji Bactec MGIT.
Na vaje¢né pudy se ockovalo 0,2-0,5 ml a po naoc¢kovani se vzorkem pokryl cely povrch
pudy. Naockované pudy se ulozily v Sikmém stojanu na 24—72 hodin do termostatu na
37 °C. Nasledné se pidy ulozily do boxu podle probihajiciho kalendéiniho tydne opét do
termostatu o teplot¢ 37 °C. Vysledek se odecital klasicky po 3, 6 a 9 tydnech.
Do zkumavek pro Bactec MGIT bylo ockovano 0,5 ml vzorku a zkumavka se vlozila do
ptistroje BACTEC MGIT 960. Pozitivita vzorku se hlasila indikujicimu 1ékati, kultivace
negativnich vzorkl byla ukoncena v Bactec MGIT po 42 dnech, na vajeénych piidach po
9 tydnech.

Mikroskopicky preparat byl zhotoven ze vSech vzorki, kromé moci a LV. Podlozni
sklicko se ocistilo isopropylalkoholem a nakapaly se na néj 1-2 kapky vzorku. Poté se

nechalo zaschnout v laminarnim boxu pfi pokojové teploté. Zaschlé preparaty se fixovaly
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ve sterilizatoru 15 minut pfi 100°C a pted samotnym barvenim se kazdy preparat 3x
protahl plamenem. Vzorky se barvili bud’ fluorescen¢nim barvenim nebo metodou dle
Ziehl-Neelsena. Pro barveni dle ZN se sklicka vyskladala na miizku a polila
karbolfuchsinem, ktery se nechal pisobit 5 minut. B€hem této doby se sklicka zahtivala
nad plamenem. Poté se barvivo slilo a sklicko se oplachlo. Nasledovalo preliti
odbarvovacim roztokem, ktery se po 2-3 minutach oplachl. Posledni krok bylo
dobarvovani malachitovou zeleni a po oplachnuti se preparaty ulozily do stojanku
anechaly uschnout. Druhym typem barveni je fluorescen¢ni. Fixované preparaty
vyskladané na mtizce se pielily roztokem pro fluorescencni barveni A, ktery se nechal
plsobit 10 az 15 minut a poté se oplachl vodou. Nasledovalo odbarveni fluorescen¢nim
roztokem B a po oplachnuti dobarveni fluorescencnim roztokem C. Preparaty se nechaly

uschnout a do odecitani byly ulozeny ve tmé.

Na PCR vySetfeni se odebralo 0,3-0,5 ml dekontaminovaného vzorku do
eppendorfky oznacené protokolovym c¢islem a jeSté tentyz den se alikvota vzorku

piepravila na usek bakteriologie a mykologie.

Zbytky vzorkd byly uloZzeny V chladni¢ce do druhého dne a likvidovany az po

uzavieni vysledki mikroskopie.
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6 VYSLEDKY

Za obdobi od 1. 1. 2018 do 31. 12. 2018 bylo v laboratofi vySetfeno 7596 vzorki
z riznych zdravotnickych zatizeni. Do laboratofe chodily na vySetfeni rtizné druhy
materialu. V nasledujici tabulce ¢. 1 je uveden piehled druhi materidlu a pocty
vySetienych  vzori v mykobakteriologické laboratofi podle typu indikujiciho

zdravotnického zatizeni.

Tabulka ¢ 1 Druhy materialu a pocty vySetienych vzorku

v mykobakteriologické laboratofi podle typu indikujiciho zdravotnického zafizeni.

Material
Odesilatel jiny Celkem
sputum | respiracni | LV [ mo¢ [ hnis | punktat | likvor | uzlina | jiny
material

Poliklinika

ne TRN 92 3 0 41 3 11 0 1 39 190
Luzka ne

TBC 387 113 27 23 14 145 1 3 57 770
Lécéebna

TRN 1946 0 67 13 0 0 0 0 18 2044
Luzka

TRN 1271 216 68 | 18 0 156 0 0 24 1753
Poliklinika | ¢y 602 16|36 | 0 | 101 0 0 10 | 2826
TRN

Oddeleni | 0 o|lo] o 0 0 0 13 13
patologie

Celkem 5757 934 178 | 131 | 17 413 1 4 161 7596

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni

Ze vSech vySetienych vzorklt bylo pozitivnich 610 vzorkdt u 171 pacientt.
U nékterych pacientd byla pozitivita zachycena opakovang, proto je pocet pozitivnich
vzorkll vy$si. V nasledujici tabulce €. 2 Ize vidét pocet pozitivnich pacientd podle druhu
zachyceného agens. V tabulce nejsou uvedeny 4 vzorky od 4 pacientl, u kterych
mykobakterie byly zachyceny jen mikroskopicky a nebyly identifikovany. Tyto vzorky

dale neuvadim.
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Z celkového poctu pozitivnich vzorki 606 bylo 569 vzorkl pozitivnich kultivaéné,

33 vzorku pozitivnich jen mikroskopicky a 4 vzorky pozitivni jen metodou prikazu DNA.

To je vidét v tabulce ¢. 3, kde jsou vysledky rozdéleny podle jednotlivych vysetiovacich

metod.

To, ze jsou nékteré vzorky pozitivni jen mikroskopicky, je zplsobeno tim, ze

pacient jiz mize byt 1é¢en, takze mykobakterie jsou jiz mrtvé. Tyto bakterie jiz kultivacné

nevyrostou, ale stale je mizeme pozorovat v mikroskopu.

Tabulka €. 2 Pocet pacientii s pozitivnim vysledkem podle jednotlivych druhi

mykobakterii

Druh Pocet pozitivnich pacientu
M. tuberculosis 74
M. avium 35
M. intracellulare 7
M. kansasii 4
M. abscessus 4
M. xenopi 6
M. szulgai 2
M. malmoense 1
M. fortuitum 15
M. porcinum 1
M. senegalense 1
M. kumamotonense 1
M. gordonae/paragordonae 16
Celkem 167

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni
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Tabulka €. 3 Pocet pozitivnich vzorki podle jednotlivych mykobakterialnich

druhu
Druh pozli)'gif/(:ich Kultiv.aélfé mikrigﬂopic- Jen DNA
vzorkii pozitivni Ky pozitivni pozitivni
M. tuberculosis 403 370 29 4
M. avium 108 107 1 0
M. intracellulare 13 12 1 0
M. kansasii 10 10 0 0
M. abscessus 10 10 0 0
M. xenopi 22 20 2 0
M. szulgai 0 0
M. malmoense 0 0
M. fortuitum 15 15 0 0
M. Porciim 0 0
M. senegalense 0 0
M. kumamotonense 0 0
M. gordonae/paragordonae 18 18 0 0
Celkem 606 569 33 4

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni
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Ztabulky ¢. 3 jsem pro lepsi piehlednost vytvorila graf ¢. 1, kde vidét je
procentualni zastoupeni jednotlivych druhtt mykobakterii v celkovém poctu pozitivnich

vzorki 606. Z grafu vidime, ze M. tuberculosis tvoti 67% pozitivnich vzorka.

Graf ¢. 1 Procentualni zastoupeni mykobakterialnich druhi v celkovém poctu

pozitivnich vzorki

Druhy mykobakterii
M. M. szulgai
gordonae/paragordo 0%
nae

M. malmoense
0%

3%

M.
porcinum
0%
M. kumamotonense M. senegalense
0% ' 0%

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni

V nasledujicim grafu €. 2 vidime procento pozitivnich vzorkid z celkového poctu

vzorkli 7596 zkoumanych v laboratofi.

V teoretické ¢asti jsem zminila vliv migrace obyvatelstva na vyskyt tuberkuldozy
unas, v grafu ¢. 3 tedy muzeme vidét, kolik procent z celkového poctu 167 pozitivnich
pacientii tvofi cizinci. Nejcastéji byli cizinci pozitivni na M. tuberculosis a to v 21
ptipadech z celkovych 23. Zbyli dva byli pozitivni na jiny mykobakterialni druh. Cizinci

tvotili tedy 28% ze vsech pacientli pozitivnich na M. tuberculosis — viz graf ¢. 4.
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Graf ¢. 2 Procento pozitivnich vzorki z celkového poctu vzorki

Pocet pozitivnich vzorkii z
celkového poctu

B Pozitivni
vzorky (606)
8%

B Negativni
vzorky (6990)
92%

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni

Graf ¢. 3 Procentualni zastoupeni cizinci v celkovém poctu pozitivnich

pacienti

® Cizinci (23)
14%

= CR (144)
86%

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni
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Graf €. 4 Procentualni zastoupeni cizincii ve skupiné pacientii pozitivnich na

M. tuberculosis

B Cizinci (21)
28%

® CR (53)
72%

Zdroj: Ustav mikrobiologie FN v Plzni
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7 DISKUZE

Celkem bylo vysetieno 7596 vzorkt z riznych pracovist. Laboratof pfijima vzorky
k diagnostice mykobakterii prakticky z celého Plzenského kraje. Z tohoto celkového poctu
bylo pozitivnich 606 vzorkti u 167 pacientii. To znamend, ze 7,98 % vzorkd bylo
pozitivnich. Byla potvrzena druhd hypotéza, protoze nejcastéjSim vySetfovanym
materidlem bylo sputum nebo jiny respiraéni material, coz odpovidd tomu, ZzZe
mykobakteridlni onemocnéni nejcastéji postihuje plice. Vyjimecné se vySetiuje 1 materidl

jako hnis nebo likvor.

Naprosta vétSina vzorkli byla pozitivnich kultivacné, ale nékteré vzorky byly
pozitivni pouze mikroskopicky nebo jen DNA. To, Ze byly vzorky pozitivni jen
mikroskopicky, je zpiisobeno tim, Ze pacient miiZe byt jiz 1écen a mykobakterie ve vzorku
jsou mrtvé. Takové mykobakterie jiz kultivacné nevyrostou, ale miizeme je stale pozorovat

mikroskopicky.

Nejcastéji bylo diagnostikovano M. tuberculosis, ¢imz se potvrdila prvni hypotéza.
Pozitivnich bylo 403 vzorki u 74 pacienti. Druhym casto diagnostikovanym bylo
M. avium. Tady vySlo pozitivné 108 vzorkt celkem u 35 pacientt. PoCet pozitivnich
vzorkl, je vysSi oproti poctu pozitivnich pacienti z divodu, ze se pacient vySetiuje

opakovan¢ kviili monitorovani 1éCby.

M. tuberculosis bylo zachyceno u 74 pacienti, coz je vzhledem Kk poctu lidi, Zijicich
V Plzeniském kraji nad celostatnim prumérem, ktery je 4,8 na 100 000 obyvatel (17).
Obecné je vyskyt tuberkul6zy u nas velmi nizky a z dlouhodobého hlediska ma klesajici
charakter. Ze 74 pacientu pozitivnich na M. tuberculosis bylo 21 cizincu tedy 28,4%.
To zhruba odpovida celorepublikové situace. Podle vysledkit UZIS tvofili cizinci v roce
2017 vice nez 31,5 % pozitivnich pacientil (17). Tim byla potvrzena i tieti hypotéza, ze

pocet cizincii bude vyssi nez 20%.
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ZAVER

V této bakalarské praci jsem shrnula poznatky o rodu Mycobacterium. V prvni
kapitole jsem se vénovala obecné charakteristice a vlastnostem mykobakterii, je zde také
vypracovan piehled klinicky vyznamnych druhti. V druhé kapitole najdeme piehled
moznosti diagnostiky mykobakterii. V ramci této kapitoly jsou zde vypsany druhy
biologického materialu vyuzivané k diagnostice a diagnostické metody. K diagnostice
mykobakterii se nejcastéji vyuzivaji metody kultivace a mikroskopie. Tteti a posledni
kapitola teoretické cCasti je ve€novana klinickému vyznamu mykobakterii, pfedevSim
onemocnénim jako tuberkuléoza a lepra. Klinicky nejvyznamnéj$im a nejcastéji

diagnostikovanym mykobakterialnim onemocnénim je prave tuberkuldza.

Byly potvrzeny vSechny hypotézy. Nejcastéji diagnostikovanym mykobakteridlnim
druhem bylo M. tuberculosis. Materialem, nej¢astéji posilanym k diagnostice bylo sputum
a jiny respira¢ni material. A podil cizincl z celkového poctu pozitivnich pacientt byl vétsi

nez 20%.

Naplnén byl rovnéz cil praktické ¢asti prace, kde najdeme vyhodnoceni vSech
laboratornich vysledki zroku 2018. Je zde zpracovan piehled vSech zachycenych
mykobakterialnich druhti za dané ¢asové obdobi a pichled metod, které byli k diagnostice
pouzity. Déle je zde vyhodnoceni vlivu migrace na vyskyt tuberkuldézy ve sledovaném

souboru.

Ceska republika patii mezi zemé s nizkym vyskytem tuberkulozy, ale i tak bychom
ji méli vénovat pozornost, predev§im kvili migraci obyvatelstva a vyskytu novych
rezistentnich kmenii. ZlepSovat by se méla predevSim diagnostika tuberkulozy, ktera by
diky molekularné genetickym metoddm mohla byt rychlejsi a diky tomu by se mohla diive

zacit jeji l1écba.
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BBL MGIT — oznac¢eni zkumavek s kultivacnim médiem pro Bactec MGIT 960
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bp — base pairs (part bazi)
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PPD — purified protein derivative
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STM — streptomycin
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UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky

XRD - extensively drug resistant
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