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Abstrakt

Rod Mycobacterium zahrnuje témét 150 druht, pficemz jednotlivé druhy vykazuji
riznou patogenitu. Vyznamnym piedstavitelem, ptuvodce tuberkulozy cloveka, je
Mycobacterium tuberculosis. Tuberkuléza je v soucasné dobé celosvétové rozsifené
infek¢éni onemocnéni. Podle WHO je ptiblizn€ 1,9 miliardy lidi infikovano, roéné asi
9,4 milionti onemocni a 1,7 milion® na toto onemocnéni umira. Ceska republika se fadi
k zemim s nizkym vyskytem TBC. Incidence se pohybuje okolo 6/100 000 ro¢né a
mortalita je Vv poslednim obdobi velmi nizka, pod 0,5/100 000. Z velké skaly
netuberkuloznich mykobakterii mé celosvétové stoupajici tendenci vyskyt komplexu
Mycobacterium avium.

Laboratorni metody hraji duleZitou roli v diagnostice onemocnéni. I kdyz jsou
v soucasné dobé¢ k dispozici rychlé molekularné - genetické metody a metody zalozené
na imunitni odpovédi organismu, zékladni vySetfovaci metodou pfimého prikazu stéle
zustava mikroskopicky a kultivani prikaz. Mikroskopie je zakladni metodou pro
vétsinu patologickych vzorkia, predevsim pro sputum. Citlivost této metody neni
vysoka, piesto je dilezita. Umoznuje rychle odhalit rozsahla klinicky i epidemiologicky
zévazna onemocnéni. U kultiva¢niho priikkazu se za ,,zlaty standard* povazuje kultivace
na pevnych vajeCnych pudach. V soucasné dobé byva dopliovana kultivaci v
automatickém detek¢nim systému, ktery urychluje dobu detekce.

Tato prace byla provadéna v obdobi 1.1. - 6.6. 2013 v Nemocnici C. Bud&jovice
a.S. v Laboratofi l€kafské mikrobiologie, Pracovisté bakteriologie. Do studie bylo
celkem zahrnuto 400 sput, které byly zpracovany a vySetiovany. Cilem bylo ovétit a
porovnat ucinnost dekontaminacnich metod za pouziti HCl a NALC. Zaroven byla
sledovana vytéznost a doba detekce v klasické kultivaci a v automatickém detekénim
systému BACTEC™ MGIT™ 960. Automaticky systém vyuzivd neradiometrickou
fluorescenéni technologii. Kultivace probihd v tekutém Middlebrook 7H9 médiu s
pfidavkem antimikrobidlnich latek (polymyxin B, amfotericin B, kyselina nalidixova,
trimetoprim, azlocilin). U klasické kultivace byly pouzity pevné vajecné pudy:

Lowenstein-Jensenova a puda podle Ogawy. Jednotlivé vysledky pak ukazuji, Ze u



metody s HCI byla kontaminace celkem u 1 % vzorku. Pro jednotlivé metody pak v 5 %
v BACTEC™ MGIT™ 960 a 4 % v klasické kultivaci. Ve srovnani u metody s NALC
byla kontaminace celkem u 21 % vzorkli a ztoho pro jednotlivé metody 26 %
vBACTEC™ MGIT™ 960 a 50 % v klasické kultivaci. Z tdchto vysledkii je tedy
patrné, ze metoda s NALC ma niz$i ucinnost, podil kontaminace oproti metodé s HCL
se zvysil o 20 %. Dekontamina¢ni metoda s NALC je doporucena vyrobcem pro
BACTEC™ MGIT™ 960. Byla ale shledana nevyhovujici a nebylo v ni mozné nadale
pokracovat. Porovnanim vytéZnosti a doby detekce izolovanych kmenil u jednotlivych
metod bylo prokézano, ze BACTEC™ MGIT™ 960 vykazuje vétsi citlivost ne
klasicka kultivace, nebot’ ze 17 celkem izolovanych kmenit BACTEC™ MGIT™ 960
zachytil 15 oproti 10 izolovanym kmenim v klasické kultivaci. Patrny je i vyrazné
kratsi &as detekce pozitivnich vzorkd. Pramérny &as detekce u BACTEC™ MGIT™
960 byl 16,2 dni, zatimco u klasické kultivace 31 dni. Potvrdilo se, Ze systém
BACTEC™ MGIT™ 960 dosahuje lepsich vysledki, ale optimalizace je dosaZeno
kombinovanim obou pouzivanych metod. Ze zpracovanych statistickych tdaju za
obdobi 2010 - 2012 je patrny pokles, ale k vyraznému snizeni nedochdzi. Znatelny je
pouze pokles Mycobacterium bovis BCG, coz se da vysvétlit tim, ze ofkovani proti
tuberkul6ze neni jiz od roku 2011 provadéno plosné, ale podle nové platné legislativy
pouze u rizikovych skupin. Zajimavou skutecnosti je i to, ze kazdoro¢né je v laboratofi

nejvyssi zachyt ve vékové skupiné nad 60 let.



Abstract

The genus Mycobacterium includes nearly 150 species, with each species showing
different pathogenicity. An important representative, cause of tuberculosis is
Mycobacterium tuberculosis. Tuberculosis is currently a globally widespread infectious
disease. According to WHO, about 1.9 billion people are infected, each year about 9.4
million get sick and 1.7 million die because of the disease. Czech Republic ranks among
countries with a low incidence of tuberculosis. The incidence is about 6/100 000 per
year and mortality in the last period is very low, below 0.5/100 000. From the large
range of nontuberculous mycobacteria the occurence of Mycobacterium avium has an
increasing trend worldwide.

Laboratory methods play an important role in disease diagnostic. Although there
are currently available fast molecular genetic methods and methods based on cell
response, basic diagnostic method of direct evidence is still microscopy and cultivation.
Microscopy (staining by Ziehl-Neelsen and fluorescence microscopy) is the primary
method for most of the specimens, especially for sputum. The sensitivity of this method
is not very high because for the detection of a positive finding in 1 mm? is needed at
least 10° microbes. However, the method is important because it can fastly proof
extensive clinical and epidemiological serious diseases. The “Golden standard” is today
the cultivation on solid egg media. Nowadays it is filled in automatic detection system,
which accelerates the time of detection.

The thesis was carried out in the Laboratory of Medical Microbiology,
Bacteriology department, Hospital Ceske Budejovice in the period from 1.1.2013 till
6.6.2013, and included 400 sputa, which were processed and examined. The purpose
was to compare the effectiveness of decontamination methods with HCI and with
NALC, and to monitor the recovery and detection for the automatic detection system
and conventional cultivation. In the automatic system using the BACTEC™ MGIT™
960 Non-Radiometric fluorescent technology is cultivation in liquid Middlebrook 7H9

medium supplemented with antimicrobials (polymyxin B, amphotericin B, nalidixic



acid, trimethoprim, azlocilin). The classical culture used solid egg culture medium:
Lowenstein-Jensen and culture medium by Ogawa.

The individual results then show that the method of HCI had the overall
contamination of 1 % of the samples. For each methods in 5 % BACTEC™ MGIT™
960 and 4 % in the conventional cultivation. In comparison the method NALC, had the
overall contamination of 21 % of the samples. For the individual methods in 26 % of
BACTEC™ MGIT™ 960 and 50 % in the conventional cultivation. From these results
it is obvious that the method with the NALC has lower efficiency, the proportion of
contamination compared to the method with HCL increased by 20 %. Decontamination
with the NALC method recommended by the manufacturer for BACTEC™ MGIT™
960 was found to be unsatisfactory and was canceled. Comparing the recovery and the
detection of the strains isolated in individual methods showed that the BACTEC™
MGIT™ 960 exhibits greater sensitivity than conventional cultivation, since the total of
17 strains isolated BACTEC™ MGIT™ 960 captured 15 against 10 strains isolated in
conventional cultivation. There is also a significantly shorter time to detect positive
samples. The average detection time for BACTEC™ MGIT™ 960 was 16.2 days, while
a conventional culturing was 31 days. It was confirmed that the BACTEC™ MGIT™
960 system achieves better results, but optimization is achieved by combining the two
methods used. There is an apparent decrease in detection of mycobacteria from the
processed statistical data of the strains isolated during the period 2010 - 2012, but a
substantial reduction does not occur. Noticeable is only the decline of the isolated stains
of Mycobacterium bovis BCG, which can be explained by the fact that the vaccination
against tuberculosis is since 2011 no longer carried out across the board, but according
to the new legislation in force only in high-risk groups. An interesting fact is that every

year the highest laboratory detection is found in the age group of over 60 years.
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Seznam pouzitych zkratek

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome (Syndrom ziskaného selhani imunity)
AML - Antimikrobialni latky

ART - Acidorezistentni tyCka

ATT - Antituberkulotika

BACTEC MGIT - BACTEC™ MGIT™ 960 - automaticky detek&ni systém
BBL MGIT - BBL™MGIT™ 7 ml

BCG - Bacillus Calmette-Guérin

BD - Becton, Dickinson and Company

bp - base pair (komplementarni par bazi)

CFU - Colony forming unit

CO; - Oxid uhlicity

CR - Ceska republika

Da - Dalton (kDa - kilo Dalton)

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

ELISA - Enzymové imunoanalyza

HCI - Kyselina chlorovodikova

HIV - Human Immunodeficiency Virus

H,0 - Voda

H,SO, - Kyselina sirova

IGRA - Interferon gama uvoliujici testy

INF-y - Interferon gama

ISBT - Informacni systém bacilarni tuberkulozy

LJ - Lowenstein-Jensenova puda

M - molarita

MALDI TOF - Matrix assisted laser desorption/ionization time-of-flight
MDR - Multi drug resistant (multirezistentni kmeny)

MIC - Minimalni inhibi¢ni koncentrace

NaCl - Chlorid sodny
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NALC - N-acetyl-L-cystein

NaOH - Hydroxid sodny

Najs citrat - Citat sodny

NJDT - Néarodni jednotka dohledu nad tuberkul6zou
NTM - Netuberkul6zni mykobakteria

QFT-G - QuantiFERON®TB Gold

QFT-GIT - QuantiFERON®TB Gold In-Tube

Ogawa - ptida podle Ogawy

PANTA - BACTEC™ MGIT™ PANTA™

PBAK - Pracovisté bakteriologie

PCR - Polymerazova fetézova reakce

rRNA - Ribozomalni ribonukleova kyselina

RT - Registr tuberkulozy

TB - Tuberkul6zni mykobakteria

TBC - Tuberkuloza

TDR - Total drug resistant (totaln¢ rezistentni kmeny)
UV - Ultrafialové zafeni

WHO - Svétova zdravotnickd organizace

XDR - Extensively drug resistant (extrémn¢ rezistentni kmeny)

ZN - Barveni dle Ziehl-Neelsena
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Uvod

Oznaceni Mycobacterium (,houbovitd bakterie®) pochazi zroku 1896 a bylo
navrzeno K. B. Lehmannem a R. O. Neumannem (fecky ,,mykés* - houba a ,,baktron -
ty¢, htl). Bylo urceno podle toho, Ze jejich pomaly rist a charakter ristu na povrchu
tekuté pudy (povlak) zdanlivé pfipomind podobnost s plisnémi [Klaban 1999]. Ve
skuteCnosti ale s plisnémi nemaji nic spoleéného. Mykobakterie jsou piibuzné
bakterialnim rodim Corynebacterium a Nocardia [Votava et al. 2003]. Zminky o nich
jsou jiz z roku 1868. Prvni mykobakterium objevil norsky lékat Gerhard Henrick
Armauer Hansen (1841 - 1912) u nemocného leprou, oznacované jako Mycobacterium
leprae Hanseni (Hanseniv bacil) [Sula 1965]. Vyznamnym predstavitelem vyvolavajici
specifické infekéni onemocnéni, ptuvodce tuberkulézy (TBC) <clovéka, je
Mycobacterium tuberculosis. Toto onemocnéni provazi lidstvo jiz od pocatka existence
lidské populace. Vyskytovalo se jiz ve Starém Recku, tak i v Ri3i ¥imské a ozna¢ovalo
se pojmem phtisis. Nazev vystihoval jeden z hlavnich pfiznaki onemocnéni, ubytek
télesné hmotnosti. Do Cestiny se piekladal jako souchotiny, ubyté. Termin tuberkul6za
byl zaveden teprve v roce 1834 némeckym klinikem Schonleinem. Timto oznacenim
chtél vystihnout charakteristicky rys onemocnéni - tuberkulézni uzlik. Objev
etiologického agens Mycobacterium tuberculosis zveiejnil 24. biezna 1882 v Berliné na
schiizi Fyziologické spole¢nosti némecky lékai a mikrobiolog Robert Koch (1843 -
1910). Podrobn¢ popsal morfologické, kultivacni a biologické vlastnosti. Od té doby je
vnimano etiologicky. Pro Mycobacterium tuberculosis se proto téz pouziva termin BK -
bacil Kochiv [Homolka et al. 2012]. Za sviij objev dostal R. Koch vroce 1905
Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu a na jeho pocest byl 24. bfezen vyhlaSen
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) ,,Svétovym dnem boje proti tuberkuldze®.

V soucasné dobé je toto specifické infekéni onemocnéni celosvétoveé rozsifené. Je
druhou nejcastéjsi smrtici infekéni chorobou na celém svéte (po AIDS). Problematika
TBC byla, vzhledem ke své zavaznosti, proto zahrnuta do zasedani programu Svétové
zdravotnické organizace pro 21. stoleti. Podle WHO je pfiblizné¢ 1,9 miliardy lidi

infikovano, ro¢né asi 9,4 milionii onemocni a 1,7 miliondi na toto onemocnéni umira.
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Tuberkuloéza stale ziistavd chorobou spojenou s nizkou zivotni urovni. Ptres 95 %
ptipadl se vyskytuje pfevazné Vv rozvojovych zemich. Nejhorsi situace je v subsaharské
Africe a jihovychodni Asii, nejéast&jsi je vyskyt v Indii a Cing. K poklesu incidence
dochazi celosvétoveé, ale vzhledem ke vzniku onemocnéni pifevazné v lidnatych
krajinach, absolutni pocet infikovanych neklesa. V roce 2009 byla celosvétova
incidence TBC 137/ 100 000. V Ceské republice se pohybuje okolo 6 / 100 000 roéné a
mortalita je v poslednim obdobi velmi nizka, pod 0,5 / 100 000. Timto se CR fadi mezi
zeme s nizkou incidenci a vyskyt je nadale klesajici [Kolek et al. 2011].

Zdrojem nakazy je nemocny clovek, ktery vylucuje mykobakteria. Obecnym
piredpokladem pienosu infekce je nutny tésny a dlouhodoby kontakt s nemocnym.
K pfenosu infekce nejcastéji dochdzi inhalacni cestou (kapénkova nékaza), tzn. branou
vstupu infekce jsou plicni alveoly (85 - 90 %). Vzacné k nakaze dochdzi zazivacim
traktem (alimentarn€) nebo pii kontaktu pres kizi (intradermalné). Inkubacni doba je
vrozmezi 4 tydni az do 2 let po expozici. Onemocnéni miize klinicky probihat
manifestni nebo latentni formou. Onemocnéni manifestuje u méné nez 10 %
infikovanych osob [Kolek et al. 2011].

Vhodna [éCba, ale i prevence onemocnéni zavisi na rychlém a spolehlivém
vysledku, proto se doporucuje kombinovat vice laboratornich testti [Parrish el al. 2011].
Zakladni vySetfovaci metodou stale zustava piimy mikroskopicky a kultivacni
bakteriologicky priikkaz [Votava et al. 2010]. K rychlému piimému bezkultivacnimu
prikazu komplexu Mycobacterium tuberculosis se pouzivaji molekularné - genetické
metody. Vzhledem k tomu, Ze se prokazuji funkéni i nezivotaschopné mykobakterie,
mély by byt pouzity pouze jako doplnék k standardné pouzivanym laboratornim
metodam [Alli et al. 2011]. Metodami nepiimého prikazu jsou testy, které jsou
zalozeny na detekci imunitni odpovédi organismu. Detekuji jak latentni infekce, tak
manifestni. V soucasné dobé jsou vyuzivany jako schiidna nadhrada kozniho
tuberkulinového testu [Homolka et al. 2012].

Téma pro mou bakalaiskou praci jsem si zvolila vzhledem Ke stale trvajici
zavaznosti onemocnéni. Na bakteriologicky prikaz jsem se zaméfila, nebot’ stile

zistava ,zlatym standardem® v diagnostice mykobakterii. Cilem mé prace bylo
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zaméfeni na vlastni pfipravu vzorku pfi zpracovani - G¢innost dekontamina¢nich metod
a na porovnani pouzivanych kultivaénich metod, jak z hlediska vytéznosti, tak
z hlediska doby detekce. Zaroven jsem zpracovala statisticky piehled za obdobi 2010 -
2012. Veskera zpracovani jsem provadéla v Centralnich laboratofich Nemocnice

C. Budgjovice, a.s. v Laboratofi 1ékai'ské mikrobiologie, Pracovisté bakteriologie.
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1. Soucasny stav

1.1 Rod Mycobacterium

Dle Bergey's manual of Systematic Bacteriology je rod Mycobacterium tfazen do
Celedi Mycobacteriaceae, tadu Actinomycetales a tfidy Actinobacteria. Rod
Mycobacterium zahrnuje témét 150 druhi, pficemz jednotlivé druhy vykazuji riznou
patogenitu [Kolek et al. 2011]. Bakterie fadici se do této skupiny maji spolecné
neobvyklé morfologické, kultivacni a patogenni vlastnosti. Morfologické - k obarveni
nelze pouzit bézny postup dle Grama, kultivaéni - pii pouZiti specidlnich pid roste
vétSina kmenll velmi pomalu a patogenni - fadi se sem pulvodci vyvolavajici
tuberkulozu a lepru. Zpusobuji chronické infekce, nebot’ v jejich patogenezi velmi
dualezitou roli hraje reakce makroorganismu a bunécna imunita [Votava et al. 2003].

Z morfologického hlediska jsou mykobakteria stihlé, obvykle granulované, rovné
nebo lehce zahnuté tycky, jejichz délka byva variabilni, od kokovitych az po vlaknité
formy [Bednar et al. 1996, Homolka et al. 2012]. Délka kolisa mezi 1,5 - 5 um, ale u
nékterych kmenti, vétSinou u aviarnich, je az dvojnasobna - 8um. Sitka obvykle
neptesahuje 0,5 pm [Sula 1965]. Tyky jsou nepohyblivé a nesporulujici. I kdyz se
nebarvi Gramem, jsou obvykle povazovany za grampozitivni [Murray et al. 2007].
Usporadani tycek je variabilni. Vyskytuji se jednotlive, sitovité, ale i v podobé shlukii
nékolika paralelné¢ uspotadanych tycek tvofici hadovité utvary, které ptfipominaji
spletené provazce. Tento jev se oznauje jako cording (angl. ,,cord‘ - provazec) a je
typicky pro virulentni kmeny - komplex M. tuberculosis, také pro M. kansasii a ve
vyjimecném piipad€ miiZze byt i u jinych mykobakteridlnich druhii [Votava et al. 2003].

Charakteristickym znakem pro tento rod je vysoky obsah volnych a vazanych lipida
V jejich bunécéné sténé. Tato lipidova slozka dosahuje az 20 1 vice procent vahy
bakteridlni suSiny. Tukové latky jsou piedev§im zastoupeny mastnymi kyselinami a
odvozenymi estery, alkoholy nebo ketony. Jsou soucasti komplexnich

mykobakteridlnich fosfolipidu, glykolipidii a lipoproteinti. Mastné kyseliny, které maji
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vysoky pocet uhlikti (u mykobaktérii od Cso do Cgp) a specifickou strukturu, se oznacuji
jako mykolové kyseliny [Bednar et al. 1996].

Dalsim z charakteristickych znakt je acidorezistence - odolnost vici kyselinam,
zasadam 1 alkoholim. Z toho je odvozen jejich obecny nazev - acidorezistentni tyc¢ky
(ART). Ty¢ky jsou sice obtizné barvitelné, ale jsou-li jednou obarveny, tak si barvivo
udrzi, i kdyz jsou vystaveny ucinku organickych a anorganickych latek. Tato vlastnost
je zakladem pro mikroskopicky prikaz [Sula 1965].

Ve vztahu ke kysliku jsou mykobakteria aerobni. Genera¢ni doba je ve srovnani
S jinymi mikroby velmi dlouha (20 - 30 hodin) [Homolka et al. 2012]. MnoZeni se déje
pfevazné piicnym délenim. Pokud existuje déleni podélné, tak je velmi vzéacné.
Vzacnéjsi formou mnoZeni byva vétveni. Lze ho pozorovat pfi urcitych nepfiznivych
podminkach pro vyvoj, a to zvlasté u Mycobacterium avium [Sula 1965]. Optimalni
teplotou pro rist je 37 - 38 °C. Néktera mykobakteria 1ze kultivovat i pfi nizsi (25 -
30 °C) nebo vyssi teploté (42 °C). Pro kultivaci se pouzivaji pevné a tekuté puady
[Homolka et al. 2012].

Mykobakteria nejsou producenty toxinu, ale vysoce slozitych makromolekularnich
bioprodukta - antigend, které jsou soucasti bunééné stény, vyskytuji se v cytoplazmé a
také se casteCné vylucuji extracelularné. NejznaméjSim antigenem, ktery ptipravil jiz
Koch je tuberkulin. Pivodni preparat se oznacoval jako stary tuberkulin (Tuberculinum
vetus) a meél slouzit k diagndze tuberkuldzy. Ziskaval se zahusténim tekuté pudy po
oddéleni bakteridlni masy. Dnes se pouziva ¢istény tuberkulin oznacovany P. P. D. (z
angl. Purified Protein Derivative), ktery se ziskava pomoci zdokonalené techniky
vysraZzenim proteinového komplexu (extrakt polypeptidl) z filtrdtu mykobakteridlni
kultury. Vyuzivd se ke koznimu testovani, pfi kterém se testuje bunécna
hypersenzitivita opozdéného typu. Aplikuje se intradermalng, proto se téZ pouziva
oznaceni kozni tuberkulinovy test (Mantoux test). U neinfikovanych nebo neimunnich
jedinct tuberkulin reakci nevyvolava. U osob infikovanych nebo vakcinovanych
dochézi v misté vpichu po 24 - 48 hodinach ke vzniku zanétlivého infiltratu [Bednar et
al. 1996].
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1.2 Rozdéleni

Podle patogenity lze jednotlivé druhy rodu Mycobacterium rozdélit: obligatné

patogenni druhy, oportunné patogenni druhy a saprofyti [Kolektiv autorti 1998].

1.2.1 Obligatné patogenni druhy

Agens tazena do skupiny obligatné patogennich druhu (viz tab. 1) jsou vzhledem
k jejich virulenci patogenni pro ¢lovéka i1 zvifata. Kromé bakterii komplexu
Mycobacterium tuberculosis, ktera jsou vyvolavatelem onemocnéni - tuberkuldzy se do
této skupiny téz fadi i Mycobacterium leprae, vyvolavatele onemocnéni - lepry

(malomocenstvi) [Greenwood el al. 1999].

OBLIGATNE PATOGENNI DRUHY

pomalu rostouci komplex Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium bovis BCG
Mycobacterium africanum

nerostouci in vitro Mycobacterium leprae

Tab. 1: Obligatné patogenni druhy Zdroj: Votava et al. 2003

Mikroorganismy komplexu Mycobacterium tuberculosis postihuji jak plice
(v 85 %) - plicni tuberkuléza, tak i ostatni organy (v 15 %) - mimoplicni tuberkuldza
(napt. lymfatické uzliny, klouby, kosti, urogenitalni trakt). NejcastéjSim pfi¢innym
agens onemocnéni (95 % ptipadi) je Mycobacterium tuberculosis. Diagnostika
onemocnéni TBC se opira o anamnézu, klinické projevy chronického zanétu a rtg nalez,
pfi¢emZ nedilnou soucasti je laboratorni prikaz patogena. Lécebny proces spociva

v podavani kombinace antituberkulotik v trvani nejméné 6 mésicu [Kolek et al. 2011].
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U vétsiny kment je citlivost na antimikrobidlni latky u neléCenych nemocnych
zpravidla plné zachovéana [Schindler 2010].

Mycobacterium leprae se vyskytuje v tropickych zemich (Afrika, Asie a Jizni
Amerika). Typickymi znaky onemocnéni jsou ohrani¢end loziska se ztratou kozni
citlivosti, plosnd zanétliva loziska a zanétlivé zdufeni perifernich nervi. V pozdnich
stadiich dochazi ke ztraté nebo deformaci koncetin [Votava et al 2003]. Vzhledem
ktomu, ¢ v CR onemocnéni zplisobené timto agens neni aktualni, nebude tomuto

tématu dale v této praci vénovana pozornost.

1.2.2 Podminéné patogenni druhy a saprofyti

Tato skupina zahrnuje fadu agens, kterd jsou méné virulentni nez obligatné
patogenni mykobakteria. Jsou potencidln€¢ patogenni pro cloveka, ale téZ mohou byt
pouhymi saprofyty. Dle kritérii, kterd se pti identifikaci pouzivaji (morfologie, rychlost
rustu, tvorba pigmentu, optimalni teplota) se dale jesté rozdéluji do 4 skupin (viz tab. 2):
I. fotochromogeny - tvorba pigmentu za svétla; II. skotofotochromogeny - tvorba
pigmentu ve tmé i za svétla; III. nefotochromogeny - bez tvorby pigmentu; 1V. rychle
rostouci [Homolka et al. 2012]. Tuto klasifikaci navrhl jiz v roce 1959 botanik Ernest H.
Runyon [Kubin et al. 1986].

K jejich pojmenovani se téz vyuziva termint: ,,atypicka mykobakteria®, ,,jind nez
tuberkulézni mykobakteria®, ,oportunni patogeny”“. Pro onemocnéni, jehoz
vyvolavatelem jsou, se pouziva termin mykobakterioza (NTM). Jejich charakteristickou
vlastnosti je rezistence k antimikrobidlnim latkdm [Kolek et al. 2011]. Tyto druhy
predstavuji vyznamnou mikrobni slozku pfirodnich biotopli. Rezervoarem byvaji vodni
plochy (sladkovodni, motské), piida, prach a Zivocichové (driibez, prasata, dobytek)
[Schindler et al. 2010]. Mykobakteridzy zptisobuji chronicka zanétlivd onemocnéni.
Postihuji pfedevsim plice, ale 1 ostatni organy (lymfatické uzliny, kiize, m¢kké tkan¢).
Vzacnéji jsou postizeny klouby, kosti nebo urogenitalni trakt. Vzhledem k tomu, Ze
jejich virulence je mensi, tak se u zdravych jedinct téméf neuplatni, a proto se nejcastéji

vyskytuji u imunodeficientnich osob. Z velké $kaly druhli ma celosvétové stoupajici
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tendenci vyskyt komplexu Mycobacterium avium. V CR jsou nejéast&jsim piivodcem
tohoto onemocnéni agens =ze skupiny komplexu Mycobacterium avium a
Mycobacterium kansasii [Kolek et al. 2011].

PODMINENE PATOGENNI DRUHY A SAPROFYTI

I. FOTOCHROMOGENY

pomalu rostouci Mycobacterium kansasii
Mycobacterium marinum

Il. SKOTOFOTOCHROMOGENY

pomalu rostouci Mycobacterium gordonae
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium xenopi

I1l. NEFOTOCHROMOGENY

pomalu rostouci komplex Mycobacterium avium

Mycobacterium avium ssp. Avium
Mycobacterium ssp. paratuberculosis
Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium ulcerans

IV. RYCHLE ROSTOUCI

Mycobacterium abscessus
Mycobacterium fortuitum
Mycobacterium chelonae
Mycobacterium smegmatis

Tab. 2: Podminéné patogenni druhy a saprofyti Zdroj: Homolka et al. 2003
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1.3 Evidence a povinna hlaSeni v CR

Zakonna povinnost hlageni Gidajii o TBC a NTM existuje v Ceské republice jiz od
padesatych let 20. stoleti. Plati pro vSechny lékare, ktefi u nemocnych diagnostikuji
nove zjisténé onemocnéni tuberkul6zou nebo mykobakteridzou, recidivu tuberkulozy
nebo mykobakteridzy, a to 1 pti imrti osoby z jinych pti€in s aktivni tuberkulézou nebo
mykobakteriozou. Povinnost se vztahuje 1 pfi podezieni na onemocnéni tuberkulézou

nebo mykobakteriozou.

Zavazné predpisy upravujici hlaSeni infekénich onemocnéni:

W

e Zakon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi a o zméné€ nckterych
souvisejicich zakonil, ve znéni pozdéjSich predpist

e Vyhlaska MZ ¢. 306/2012 Sb., o podminkach piedchdzeni vzniku a Sifeni
infek¢nich onemocnéni a o hygienickych pozadavcich na provoz zdravotnickych
zafizeni a Gstavil socidlni péce

e Vyhlaska MZ CR, & 473/2008 Sb., o systému epidemiologické bdé&losti pro

vybrané infekce

Hlaseni jsou provadéna na piisluSnou Krajskou hygienickou stanici a tvoti podklady pro
zadani do Registru tuberkulozy, jehoZ nedilnou soucasti je Informacni systém bacilarni
tuberkulozy (ISBT). Vzajemnym propojenim systému lze kontrolovat Gplnost a validitu
platnych dat o TBC a NTM [UZIS CR 2013].

1.3.1 Registr tuberkulézy (RT)

RT zajistuje pravidelny sbér udaji o nemocnych TBC, které jsou analyzovany
Narodni jednotkou dohledu nad tuberkulozou (NJDT). Ta na zakladé téchto informaci
provadi kvalifikovanou analyzu epidemiologické situace TBC v CR a vyhodnocuje

uc¢innost antituberkulotické 1é¢by [bulovka.cz 2013].
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1.3.2 Informac¢ni systém bacilarni tuberkulozy (ISBT)

Databazovy systém ISBT slouzi k zadavani, editaci i vyhodnoceni dat zjisténych
pozitivnich vysledki na zakladé laboratornich vySetfeni na tizemi Ceské republiky
[www.trios.cz]. Povinnost hlasit pozitivni nalezy ma kazda laboratof, ktera provadi

detekci mykobakterii.

1.3.3 Epidemiologicka situace v CR

Ceska republika se fadi k zemim s nizkym vyskytem TB, situace je proto

povazovana za stabilizovanou s klesajici tendenci (viz graf 1).

Graf 1: Po¢et hlasenych onemocnéni TB v CR v letech 2000 - 2012
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V roce 2012 bylo celkem hlaseno 611 ptipadi onemocnéni TBC, tj. 5,8 / 100 000.
Nové bylo registrovano 597 (98 %) novych ptipadt - u muzi 392 (66 %) a 205 (34 %)
u Zen. Recidiv bylo oznameno 14 (2 %) ptipadt - u muzd 10 (71 %) a u Zen 4 (29 %).
Nejcastéjsi formou onemocnéni byla TBC dychaciho ustroji (90 %). Nejvice
nemocnych bylo evidovano u vékové kategorie nad 75 let. Na onemocnéni zemielo 22
lidi (3,6 %). Onemocnéni NTM bylo celkové hlaseno ve 108 ptipadech, tj. 1 / 100 000.

Z celkového poctu - 105 (97 %) nové hlasenych a 3 (3 %) recidivy [www.uzis.cz].
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1.4 L.aboratorni prukaz

1.4.1 Bakteriologicky prikaz

Bakteriologicky priikaz zahrnuje pfimé mikroskopické a kultivaéni metody, které

jsou v soucasné dob¢ stale povazovany za ,,zlaty standard*.

1.4.1.1 Odbér a transport materialu

Zaklad kvalitniho laboratorniho vySetfeni spociva jiz v preanalytické fazi. Jedna se
piedevsim o spravné provedeny odbér a vcasné dodani vzorku do laboratote. K pritkazu
je mozné pouzit jakykoliv biologicky material, s vyjimkou krve. Nejcastéji se K prikazu
infekce odebira sputum, které se zasila 3 dny za sebou, nejméné v mnozstvi 2 ml. Pokud
pacient nevykaslava, je mozno k indukci sputa pouzit 3% hypertonicky roztok chloridu
sodného (NaCl) nebo se provadi laryngealni vytér. Mezi dalsi odebirané vzorky patii:
bronchialni sekret, bronchidlni lavaz, bronchialni vyplach, vypotky (hrudni, kloubni),
moc¢, punktat, likvor, hnis, biopticky a sekéni material [Homolka et al. 2012]. Odbér se
provadi do sterilni zkumavky, kterd musi byt faddn¢ uzaviena a oznacena dle pozadavku
laboratofe (piijmeni, jméno, rodné ¢islo pacienta). Biopticky a sekéni material nesmi
byt ulozen do fixaéniho nebo konzerva¢niho roztoku. Pii provedeni vytéru se pouzije
suchy tampon bez transportni pidy. Do laboratofe je nutné vySetfovany materidl
transportovat co nejdiive, maximalné do 24 hodin po odbéru. Uchovéni, ale i transport
se zajistuje pii 4 °C nebo pii pokojové teploté, v letnim obdobi v termoboxu. Material

nesmi byt vystaven piimému slune¢nimu nebo UV zareni [Kolektiv autori 1998].
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1.4.1.2 Priprava vzorku

Piiprava a zpracovani vzorku se provadi v né€kolika zékladnich krocich:
dekontaminace, homogenizace, koncentrace a inokulace.

Velmi dulezitym krokem pfi zpracovani vysetfovaného vzorku je dekontaminace
(moteni). U pfevazné Casti vzorkl je totiz pravdépodobnd piitomnost kontaminujici
(doprovodné) mikrobialni flory, jejiz produkty by mohly zptsobit potlaceni ristu
mykobakterii, a tim kultivaci znehodnotit. Vyjimkou, kdy neni potieba dekontaminaci
provést, tvoii vzorky, u kterych se ptredpoklada, Ze jsou primarné sterilni (likvor).
Dekontamina¢nimi latkami jsou zpravidla klasické anorganické kyseliny a zasady, které
zpusobuji ztratu zivotaschopnosti u vice jak 90 % ostatnich mikrobi [Bednai et al.
1996]. Homogenizaci vzorku pomoci mechanického tfepani v kombinaci
S dekontaminacnimi latkami dochazi k uvolnéni mykobakterii z hlenu. Centrifugaci se
docili koncentrace maximalniho poc¢tu mykobakterii do nejmensiho mozného objemu.
K inokulaci se pouzije ziskany sediment po sliti supernatantu [Kolektiv autorta 1998].

Dekontaminovani priivodni mikroflory lze provést nékolika moznymi zpusoby.
Bézné pouzivanymi jsou metoda s N-acetyl-L-cysteinem (NALC), Petroffova metoda
(modifikovana) a metoda s laurylsulfatem sodnym. Dekontaminaéni roztok pro metodu
S NALC se pripravuje pfiddnim 1M hydroxidu sodného (NaOH) a citratu sodného
(Nagscitrat) v poméru 1:1 k NALC. K neutralizaci se pouziva fosfatovy pufr. Zakladnimi
¢inidly u Petroffovy metody je pouziti 1M NaOH s naslednou neutralizaci sterilni
destilované¢ vody. U metody s laurylsulfaitem sodnym se zakladni dekontaminacni
roztok pfipravi za tepla rozpusténim cistého laurylsulfatu sodného v NaOH. K nésledné
neutralizaci se pouziva sterilni destilovana voda okyselena kyselinou chlorovodikovou
(HCI). Pro dekontaminaci laryngalnich vytéra je doporuceno postup v kombinaci 1M
HCIl a 2M NaOH a pro dekontaminace vzorki moci (alternativni) - pisobenim 20%

kyseliny sulfosalycilové a 4% kyseliny sirové (H,SO4) [Kolektiv autort 1998].
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1.4.1.3 Mikroskopicky prikaz

Mikroskopie je zékladni vySetfovaci metodou piimého prikazu. Provadi se u
vétSiny biologickych vzorkl, vyjimku tvofi vySetfeni moci. Jednd se o rychlou a
jednoduchou metodu, kterou lze vyuzit jak pti vyhledavani nemocnych osob, tak ale i
zaroven ke kontrole ucinnosti poskytované 1é¢by [Kubin et al. 1986]. Rychlost prikazu
je ve srovnani s kultivaci vyhodou. Citlivost této metody neni vysokd, nebot” prikaz
pozitivniho ndlezu je zavisly na poctu ptitomnych mikrobt. Je zapotiebi, aby v 1 mm?®
bylo alespoii 10° mikrobii [Bednat et al. 1996]. Nevyhodou je, Ze chybi moZnost
bliz§itho urceni dané¢ho mykobakteria a posouzeni jeho zivotaschopnosti. VySetieni je
proto pouze dopliujici a nalez je nutno ovéfit kultivatné [Homolka et al. 2012].
K obarveni ART lze pouZit jednu ze dvou moznych variant. Pfi hodnoceni natéru na
ptitomnost ART se prohliZi cel4d plocha meandrovitym zplsobem a nedilnou soucasti je
urceni kvantity, pfi kterém se udava pocet pritomnych ART na pocet prohlizenych poli
[Kolektiv autord 1998].

V laboratorni praxi je povinnost hlaseni vysledku mikroskopického vySetieni a to
nejpozdeji do 48 hodin od piijeti klinického materidlu. Mikroskopicka pozitivita se
oznamuje telefonicky, a to z davodu klinického i epidemiologického, protoze
nejzavaznéjSim zdrojem ndkazy jsou nemocni s nalezem ART. Zaroven je povinnost

uchovavat pozitivni preparaty v uzaviené krabici po dobu 1 roku [Kolektiv autort

1998].

1.4.1.3.1 Barveni dle Ziehl-Neelsena

Klasickou metodou je barveni podle Ziehl-Neelsena (ZN) a spociva v barveni za
tepla. Zhotoveny natér se barvi karbolfuchsinem. Aby doSlo k navazani barviva, je
potieba k roztoku pfidat fenol (motidlo). K odbarveni je mozné pouzit 25% kyselinu
sirovou (H2SO4) nebo kysely alkohol. Nespecifické struktury se kontrastné dobarvi
pouzitim 1% vodného roztoku malachitové zelené nebo 1% vodného roztoku

methylénové modfi [Kolektiv autorti 1998].
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Prohlizeni a zhodnoceni preparati na pfitomnost ART se provadi ve svételném
mikroskopu pii celkovém zvétSeni 1000x (okular 10%, objektiv 100x) za pouziti
imerzniho oleje. ART se jevi jako cervené tyCky (viz ptiloha 1). Pozadi je podle
pouzitého odbarvovaciho roztoku, a to bud’ zelené, nebo modré. Hodnoceni kvantity

(viz tab. 3) se provadi v 50 zornych polich [Kolektiv autorti 1998].

Hodnoceni |Nalez

0 ART nenalezeny

1-9 ojedin€lé ART (do 9 ART se udava pocet)
+ 10 - 20 ART

++ 21 - 100 ART

+++ vice nez 100 ART

Tab. 3: Hodnoceni nalezu (barveni dle Zichl-Neelsena) Zdroj: Kolektiv autort 1998

1.4.1.3.2 Fluorescen¢ni barveni

Dalsi moznou variantou je barveni pomoci fluorochromti - fluorescen¢ni barveni.
Smés fluorochromt je vodny roztok auraminu O a rhodaminu. Je nutné ho uchovavat v
tmavych lahvich a jeho kvalita je pfedevs§im zavisla na kvalité pouzitého auraminu O. K
odbarveni se pouziva roztok chloridu sodného s koncentrovanou HCI a 96% alkoholu.
K dobarveni pozadi se pouzivd vodny roztok manganistanu draselného nebo kyselého
fuchsinu v HCI [Kolektiv autord 1998].

Pro zhodnoceni mikroskopického obrazu je zapotiebi specidlniho mikroskopu se
zdrojem UV zafeni - fluorescencniho mikroskopu. UV zéfeni vyvolava u zbarvenych
mykobakterii sekundarni fluoreskujici viditelné zéatreni [Bednat et al. 1996]. ART se
proto jevi jako zatici zlutozelené az sttibrné tyCinky na tmavém podkladu. Hodnoceni se
provadi pii celkovém zvétseni 200 - 400x (okular 10x, objektiv 20 - 40%) bez pouziti
imerzniho oleje. Pti prvnim zachytu ART se doporucuje pouzit k ovéfeni morfologie
ty¢ek imerzni olej. Nésledné se hodnoti pfi celkovém zvétSeni 1000x (okular 10%,

objektiv 100x). Je nutné, aby se pouzil specialni imerzni olej, jehoz index lomu je
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1,515. Hodnoceni kvantity (viz tab. 4) se provadi v 25 zornych polich [Kolektiv autorti
1998].

Hodnoceni |Nalez

0 ART nenalezeny (nebo nalezeny 1 - 4)

+ ojedin¢lé ART

++ pocetné¢ ART

+++ velmi pocetné ART

Tab. 4: Hodnoceni nalezu (fluorescen¢ni mikroskopie) Zdroj: Kolektiv autorti 1998

Fluorescen¢ni barveni je oproti barvici metodé dle ZN mnohem citlivéjsi, proto je
vhodné ho vyuzit k hodnoceni natéru z vySetfovaného vzorku. Pii kontrole narostlych
kultur se naopak doporucuje pouzit metodu dle ZN, nebot’ ta vykazuje mnohem vétsi
specifitu v morfologii ART. Napomaha tak odlisit tuberkulozni mykobakterie od
netuberkul6znich [Homolka et al. 2012].

1.4.1.4 Kultiva¢ni prikaz

1.4.1.4.1 Kultivace na pidach

Ke klasickému kultivaénimu prikazu se pouzivaji pevné vajecné pudy, které se
dopliuji ptidami tekutymi. Zakladni pouzivanou ptidou je vajecnd puda Lowenstein-
Jensenova (LJ) (viz pfiloha 2a). Dalsi variantou je puda podle Ogawy (Ogawa) (viz
piiloha 2b). Tekutou kultivaéni ptidou je Sulova ptda (viz piiloha 2c). Doporuéuje se
pouzit paralelné alespon 3-4 ptd rizného slozeni. Kombinaci kultivaénich médii se tak
umozni moznost zvySeni pravdépodobnosti zachytu mykobakterii z vySetfovaného
klinického materidlu. LJ pidu je vhodné doplnit vaje€nou piidou Ogawa, kterd je
citlivgjsi [Bednat et al. 1996].

Teplotni optimum pro kultivaci je u vétSiny mykobakteridlnich druhtt 37 °C.
Komorovy termostat (viz ptiloha 2d), ve kterém se inokulované ptudy inkubuji, by mél

byt vybaven jisticem, aby nedoslo k ptekroceni teplotniho maxima 40 °C. Zaroven je
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nutné zajistit cirkulaci teplého vzduchu a relativni vlhkost na 80 - 85 % [Kolektiv
autord 1998]. Pro kultivaci nékterych mykobakterialnich kment se teplota inkubatoru
upravuje na niz§i (25 °C, 30 °C) nebo vyssi (42 °C) teplotu [Bednaf et al. 1996]. Uprava
se zpravidla provadi pro vzorky, v nichz je moznost zdchytu podminéné patogennich
kmend, jako napt. M. marinum nebo M. chelonae (zplsobuji kozni a podkozni
granulomy a abscesy) [Kubin et al. 1986].

Vzhledem Kk tomu, ze mykobakterialni kmeny vykazuji pomaly rustovy cyklus,
k vytvofeni makrokolonii, které 1ze v primokultufe pozorovat, nutné alespon 2 tydnt
inkubace. I u rychle rostoucich druhi je zapotiebi alespont 7 denni kultivace. Pokud byly
ART detekovany jiz ptimou mikroskopii, Ize rist kultury piedpokladat jiz po 3 tydnech
inkubace. Hodnoceni vysledku inkubace se v laboratofi standardné provadi po 3, 6 a 9
tydnech. Vysledek se hodnoti kvantitativné (viz tab. 5) a pozitivita narostlé kultury se

oveéfuje v natéru barveném dle ZN [Kubin et al. 1986].

Hodnoceni |Nalez
Negativni kolonie nenalezeny

1-9 ojedinél¢é kolonie (uvadi se jejich pocet)

+ 10 - 20 kolonii

++ 20 - 100 kolonii

+++ nepocitatelny pocet kolonii (splyvajici rtist)

Tab. 5: Hodnoceni pozitivnich kultur Zdroj: Kolektiv autort 1998

Hodnoceni se zaméfuje na makroskopicky vzhled kultivaénich médii. Pokud je
pevna vajecnd piida bez piitomnosti jakychkoliv kolonii, a to jak na povrchu, tak
vV kondenzni vod¢ a tekutd pida je Cira, bez zdkalu, nalez se hodnoti jako negativni.
V piipadé naristu se hodnoti fenotypové - ristové i morfologické vlastnosti (vzhled,
velikost, tvar, pigmentace), které jsou dulezité pro naslednou druhovou identifikaci. P¥i
identifikaci druhu se stanovuji produkty metabolismu mykobakterii. Fenotypové znaky

jsou pro jednotlivé mykobakterialni charakteristické [Bednar et al. 1996].
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1.4.1.4.2 Kultivace v automatickém detekénim systému

V soucasné dobé¢ se jiz standardné v kombinaci s kultivaci na pevnych vaje¢nych
pudach vyuzivaji automatické detekéni systémy. Slouzi k rychlé detekci velké skaly
mykobakterialnich kultur in vitro. Vyjimku tvofi detekce vzorku krve. Principem metod
je stanoveni metabolickych produkti mykobakterii v tekutém prostiedi. Mezi nejbéznéji
uzivané automatické detekéni systémy patii BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, USA) a BacT/ALERT® 3D (bioMérieux, Inc.,
Durham, NC) [Kolektiv autort 1998, Murray et al. 2007]. Tyto systémy ve srovnani
S kultivaci na pevnych padach znacné urychluji diagnostiku, a tim 1 naslednou
identifikaci a zhotoveni citlivosti [Piersimoni et al. 2001].

Kultivace v automatickém detekénim systému BacT/ALERT® 3D (viz piiloha 3a)
je zaloZena na detekci oxidu uhli¢itého (CO,), ktery je rozpustén v kultivaénim médiu a
k jeho aktivnimu uvoliiovani dochazi tim, jak mikroorganismy metabolizuji substraty.
Zvysena koncentrace CO; tak snizuje pH v tekutém kultivatnim médiu, a tim dochazi
ke zméné barvy kolorimetrického senzoru na dné kultiva¢ni lahvicky. Ptiblizny pocet
jednotek, které jsou detekovany, je 10° az 10" CFU/ml. Tekuté médium v kultivadni
lahvice BacT/ALERT® MP (viz ptiloha 3b) o obsahu 10 ml se sklada z Middlebrook
7H9, pankreaticky natraveného kaseinu, hovéziho sérového albuminu a katalazy
Vv purifikované vodé. Pied vlastni inokulaci se do kultiva¢ni lahvicky jesté piridava
antibioticky doplnék - MB/BacT® Antibiotic Supplement (amfotericin B, azlocillin,
kyselina nalidixova, polymyxin B, trimetoprim, vankomycin) ur¢eny K potlaceni ristu
ptipadné kontaminuji flory [bioMérieux 2008].

Automaticky detekéni systém BACTEC™ MGIT™ 960 (viz piiloha 4a) je piistroj
vyuzivajici neinvazivni neradiometrickou fluorescenéni technologii. Béhem kultivacni
doby se v 60 minutovém intervalu monitoruje nartist fluorescence, ktery je zplisoben
spotiebou kysliku aerobnich mikroorganismii. Zivotaschopné mikroorganismy, které
jsou ve vzorcich ptitomné, metabolizuji Ziviny a kyslik v kultufe. Hodnota fluorescence
je zavisla a pfimo uUmérnd mnoZstvi mikroorganismy spotiebovaného kysliku.

K signalizaci pozitivniho nalezu dochazi v okamziku, kdy je v kultiva¢ni zkumavce
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pfiblizng v poctu 10° az 10° CFU/mI [Becton, Dickinson and Company 2004].
Zkumavka BBL™ MGIT™ 7 ml (viz piiloha 4b) se §roubovacim polypropylenovym
uzavérem urcend ke kultivaci obsahuje 7 ml upraveného zékladniho tekutého Zivného
média Middlebrook 7H9. Dale 110 pl fluorescencniho ukazatele, ktery je zality
v zékladu ze silikonové pryze v kulatém dnu a je vypInéna 10% CO;. Fluorescenéni
slou¢enina je vysoce citlivd na ptritomnost kysliku v tekutém zivném médiu. Do
zkumavky BBL MGIT se pied inokulaci pfidiva smés antimikrobialnich latek
BACTEC™ MGIT™ PANTA (PANTA). Smés obsahuje antimikrobialni latky, které
snizuji moZnost kontaminace ve sloZeni: polymyxin B, amfotericin B, kyselina
nalidixova, trimetoprim a azlocillin. Zkumavky se pouzivaji i pro kultivaci pii 30 °C
nebo 42 °C. K inkubaci vSak nelze vSak pouzit automaticky detekéni systém. Zkumavky
se vkladaji do klasického inkubatoru a odecet nardstu mikroorganismi je nutné provést

ru¢né [Becton, Dickinson and Company 2011].

1.4.1.5 Druhova identifikace

Cilem screeningovych metod, které se vzdy provadéji u kazdého nové izolovaného
kmene je odliSeni druhti obligidtné patogennich od podminéné patogennich nebo
saprofytickych [Kolektiv autort 1998]. Identifikace jednotlivych izolati se zaklada na
prukazu druhové charakteristickych genotypicky fixovanych rastovych, morfologickych
1 metabolickych znakli [Bednat et al. 1996]. V soucasné dobé jsou casto k rychlé

identifikaci vyuzivany molekularné - genetické metody.
1.4.1.5.1 Zakladni fenotypové metody

Zakladnimi fenotypovymi znaky jsou, které jsou u izolovanych kmenti hodnoceny

- morfologie ART, morfologie a pigmentace kolonii, biochemické znaky (viz tab. 6).
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Morfologie ART:
- mikroskopické ovéteni acidorezistence a morfologické (velikost, usporadani tycek,

tvorba provazct hodnoceni mykobakterialnich kultur (viz pfiloha 5).

Morfologie a pigmentace kolonii:

- na pevnych pudach se hodnoti rist, velikost, pigmentace, povrch a tvar kolonii a
na pudach tekutych se hodnoti tvorba blanky, riist v sedimentu, zdkal, pigmentace.
Bohaty rtst se oznacuje jako eugonicky a Spatny jako dysgonicky. Hodnoceni rastu pro
jednotlivé kolonie se oznacuje: typ ,,R“ (z angl. ,, rough* - drsny) nebo typ ,,S“ (z angl.
,,smooth“ - jemny, hebky) [Sula 1965]. Na pevnych pidach jsou kolonie typu R
rozmanitého tvaru. Jsou to neprithledné, hrudkovité (kvétakovité, bradavcité; viz priloha
6a, 6b) nebo dobie vyvinuté ploché kolonie. Povrch maji nerovny a drsny. Okraje
byvaji nepravidelné. Konzistence kolonii je sucha, drobiva, nebo mazlava. Nékteré maji
podobu stfiSky a uvnitf jsou prazdné. Jiné mohou byt vypouklé nebo ve stiedu vpacené,
pupkovité, ve tvaru vénecklt. Kolonie typu S jsou rizné pigmentace a velikosti.
V tekutych pudach se mize na povrchu tvofit sucha blanka (viz ptiloha 7a). Sediment je
granulovany (zrnickovity; viz piiloha 7b), ktery je neroztiepatelny (viz piiloha 7c).
Muze byt i jemny, po roztiepani vznika mlé¢ny zakal. Podle barvy pigmentu se kolonie
oznaduji jako nonchromogeny, skotochromogeny, fotochromogeny [Sula 1965, Votava
et al. 2010].

Biochemické znaky:
rust pfi rdznych teplotdich (25 °C, 37 °C, 30 °C, 42 °C), redukce nitratd (pfi
enzymatické reakci je redukovan dusiCnan na dusitan), niacinovy test (kyselina
nikotinova tvofi s kyanidy derivaty), test fotochromogenity (zavislost pigmentace na
svétle), hydrolyza Tweenu 80 (enzymatickou hydrolyzou dochazi k odstépeni kyseliny
olejové z Tweenu), tvorba ureazy, citlivost na TCH (hydrazin kyseliny thiofen-2-
karbonové) [Kolektiv autortt 1998].
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M. tuberculosis 100 | 100 | O 0 0 0 |100 | 100 | 14 | 100
M. bovis 100 | O 0 0 0 0 0 0 0 | 100
M. bovis BCG 100 [ 100 | O 0 0 0 0 20 0 | 100
M. avium 0 0 0 0 80 | 100 | 100 | O 0 0
M. intracellulare 0 0 0 0 80 | 100 | 100 | O 0 0
M. fortuitum / / 0 / / / / 1100 | 21 /
M. kansasii 95 0 0 | 100 | 100 | 75 | 100 | 100 | 100 | 100
M. xenopi 0 0 |[100] O 0O |100 | 100 | O 0 0
M. marinum 0 0 0O |[100|100| O |100 | 16 | 23 | 100
Tab. 6: Hodnoceni - fenotypové znaky Zdroj: Kolektiv autorti 1998

1.4.1.5.2 Imunochromatograficky test

Jednoducha a rychla identifikace komplexu Mycobacterium tuberculosis v tekuté
kultufe ze zkumavky BBL™ MGIT™ 7 ml se provadi konfirmadnim
imunochromatografickym testem - BD MGIT™ TBC Identification Test (TBc ID).
Principem sendvicového testu je vazba antigenu MPT64 (mykobakteridlni protein)
s monoklonalni protilatkou anti-MPT64 a s naslednou vazbou na druhovou specifickou
sekundarni protilatku (anti-MPT64). Testovani lze provést i v piipadé, jedna-li se o
smés tuberkuléznich a netuberkul6znich kultur [Becton, Dickinson and Company
2009]. Antigen je ve vyznamném mnozstvi vylucovan jiz v pocateCnim obdobi
kultivace a s delsi kultivaci klesa [Nagai et al. 1991]. Ve srovnani se zakladnimi
biochemickymi testy (napf. redukce nitratl, niacinovy testy) vykazuje tento test, snadné
pouziti, 98,8% senzitivitu a 100% specificitu. Proto je vhodnou alternativou

pouzivanych zakladnim biochemickych testti [Yu MC et al 2011].
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1.4.1.5.3 Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF

Hmotnostni spektrometrie je pomérné novou technologii pro rutinni druhovou
identifikaci bakterialnich mikroorganismti. Ve srovnani s konven¢nimi fenotypovymi
identifika¢nimi metodami umoziuje tato analytickd metoda snadnéj$i a rychlejsi
diagnostiku pozitivnich kultur [Garcia et al. 2012]. Je zaloZena na principu rozdéleni
nabitych castic podle jejich molekulovych hmotnosti v elektrickém poli. Pro stanoveni
vzorkli s vy$§i molekulovou hmotnosti (rozmezi 100 Da az 100 kDa) se pouziva
MALDI TOF hmotnostni spektrometrie. Pfistroje zaloZené na principu hmotnostni
spektrometrie zastupuji prevazné analyzatory Biotyper (Bruker Daltonics, Némecko)
nebo VITEK MS (bioMérieux, Francie). VyuZiva se ionizace laserem za pfitomnosti
matrice (MALDI, matrix assisted laser desorption/ionization) v kombinaci s detektorem
doby letu (TOF, time-of-flight) [Belkum et al. 2012].

1.4.1.5.4 Molekularné - genetické metody

V posledni dobé se casto k identifikaci mykobakterialnich kment z pevnych i1
tekutych médii uzivaji molekularné-genetické metody [Votava et al. 2010]. V soucasné
dobé je k dispozici fada diagnostickych souprav. Jedna se o stripové techniky, kterymi
hodin, coz je velkym pfinosem v porovnani s konven¢nimi metodami. Zakladem testu
INNO-LIPA (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgie) je k ziskani DNA amplifikace 16S -
23S rRNA genomu. Test je urCen k identifikaci 17 nejcastéji detekovanych
mykobakterialnich druht. Senzitivita identifikacnich testt je 100% a specifita 94,4%
[Suffys et al. 2001]. Obdobnou  variantou  stripové  metody je
GenoType”Mycobacterium CM/AS (Hain Lifescience, Nehren, N&mecko). K
identifikaci komplexu Mycobacterium tuberculosis a 24 nejcastéjsich NTM se pouziva
GenoType® Mycobacterium CM (napf. M. avium, M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, M. kansasii, M. xenopi). Pokud neni identifikace mykobakterialni kmene

, vv s ’ r1r r v . ’ ®
uspé€$na v prvnim kroku, provadi se nasledné identifikace pomoci GenoType
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Mycobacterium AS, ktera umoziuje identifikaci dalSich 19 NTM druht (napt. M.

kansasii, M. lentiflavum, M. mucogenicum) [Richter et al. 2006].

1.4.1.6 Lékova citlivost

Nedilnou soucésti laboratorniho prikazu je i testovani citlivosti na uc¢innost
antituberkulotika. Provadi u kazdého nové zjisténého kmene, a to predev§im u kment
M. tuberculosis. U NTM druht se vysetfeni citlivosti konzultuje s osetfujicim 1ékafem
[Homolka et al. 2012].

Velkym problémem soucasné doby je rezistence vuci antituberkulotikim (ATT) a
Sifeni multirezistentnich i vysoce rezistentnich kmend M. tuberculosis. Multirezistentni
kmeny (MDR = multi drug resistant) jsou oznaCovany ty kmeny, které¢ vykazuji
rezistenci minimalné vaci isoniazidu a rifampicinu. Kmeny, které se oznacuji jako
vysoce rezistentni nebo téz extrémné rezistentni (XDR = extensively drug resistant) jsou
rezistentni na isoniazid, rifampicin, fluorochinolony (ciprofloxacin, ofloxacin) a dale
minimalné na jeden ze tii 1€kt druhé volby, ktery je aplikovan injekéné (amikacin,
kanamycin, capreomycin) [Stoffels et al. 2013]. V roce 2009 byla diagnostikovana dalsi
rezistentni forma - TDR (TDR = total drug resistant), ktera vykazuje rezistenci na
vSechny ATT prvni a druhé fady [Barti 2010].

V prvni linii se testuje 5 zakladnich preparatt: streptomycin (STM, S), isoniazid
(INH, 1), rifampicin (RMP, R), etambutol (EMB, E), pyrazinamid (PZA, P). V piipadé
zjisténé rezistence se ve druhé linii provadi testovani: p-aminosalycilova kyselina
(PAS), cykloserin (CS), etionamid (ETA), kanamycin (KANA), amikacin (AMI),
rifabutin (RFB), ciprofloxacin (CIP), ofloxacin (OFLO), azitromycin (AZI),
claritromycin (CLA), clofazimin (CLO), capreomycin (CAP) [Votava et al. 2010].

1.4.1.6.1 Propor¢ni metoda dle Canettiho

Proporéni metodou dle Canettiho se provadi stanoveni 1ékové citlivosti na zékladni

fadu (1. linii) ATT. Tento zplsob testovani je v podstaté nepiimy test, pii kterém se
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srovnava pocet narostlych kolonii na pudé s kritickou koncentraci 1éku s poctem
narostlych kolonii ve stejném fedéni na pid¢ kontrolni. Doba inkubace pti optimalni
teploté trva obvykle 3 tydny. V piipadé potieby z diivodu nedostate¢né vyrostlé kultury
se prodluzuje o dalsi 1 - 2 tydny. Pokud je prokazana rezistence k ATT, provadi se
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) mikrodilu¢ni metodou na 2. linii ATT

[Kolektiv autortt 1998, Votava et al. 2003].

1.4.1.6.2 Automatické detekéni systémy

K testovani citlivosti lze vyuZit i automatické detekéni systémy, které oproti
klasické metodé znacné vySetieni urychluji (7 - 10 dni). K vySetieni lze pouzit narostlé

kultury z pevné 1 tekuté pady [Garrigé et al. 2007, Havelkova et al. 2003].

1.4.2 Molekularné - geneticky priikaz

K pfimému prukazu Mycobacterium tuberculosis se vyuziva rychla a specificka
metoda - polymerazova fetézova reakce (PCR, z angl. ,,Polymerase Chain Reaction )
Kk prikazu DNA nebo amplifikaci 16S rRNA [Votava et al. 2010].

K amplifikaci uré¢ité ¢asti DNA se pouzivaji kratké tiseky DNA, jejichZ sekvence je
znama. Nazyvaji se primery. Cilové sekvence, s nimiz primery hybridizuji musi byt
specifické jen pro tu pfisluSnou oblast, ktera se bude amplifikovat a nevyskytuji se na
jinych mistech DNA [Kocarek 2007]. Pro Mycobacterium tuberculosis je specificka
sekvence IS6110 [Alli et al. 2011]. Vysledkem procesu je mnohondsobné zmnozeni
vybraného testovaného tiseku DNA. Produkty PCR se nazyvaji amplikony [Smarda et
al. 2005]. Jsou obvykle o velikosti desitky az tisice bp a jsou analogické restrikénim
fragmentim. Prokazuji se stanovenim jejich velikosti pomoci elektroforézy
Vv agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. V soucasné dob¢ se stale Castéji pouziva
metoda real-time PCR, ktera umoznuje méfeni naristu koncentrace amplifikovaného
produktu v prubéhu PCR. K detekci produktu se pouzivaji fluorescenéni sondy [Espy et
al. 2006].
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1.4.3 Imunologicky prikaz

Metodami nepiimého prukazu jsou diagnostické in vitro testy. V soucasné dobé
jsou komeréng dostupné QuantiFERON®TB Gold (QFT-G) a QuantiFERON®TB Gold
In-Tube (QFT-GIT) od firmy Cellestis International nebo T-SPOT.TB od firmy Oxford
Immunotec. Testy jsou uréeny k nepiimé diagnostice Mycobacterium tuberculosis a
jsou schopny odlisit imunitni odpoveéd’ postinfekéni a postvakcinacni.

Zakladem test je stimulace efektorovych bun€k (Thl lymfocyti) pomoci TB-
specifickych rekombinantnich antigeni ESAT-6, CFP-10 a TB7.7, které jsou
charakteristické pro Mycobacterium tuberculosis [Powell et al. 2011]. Nevyskytuji se
piitom u BCG vakciny a ani u vétSiny netuberkuldoznich mykobakterii. Vyjimku tvofi
M. kansasii, M. szulgai a M. marinum [Homolka et al. 2012]. Stanoveni koncentrace
INF-y produkovaného specifickymi T-lymfocyty se u QFT-G a QFT-GIT provadi
pomoci sérologického testu zaloZzeného na principu ELISA (enzymova imunoanalyza).
Pro interpretaci jsou definované ,cut-off“ hranice (0,35 IU/ml). Ta ale musi byt
uvazena, aby se zabranilo chybné diagnoze. V piipadé potieby se vySetieni opakuje
odebranim nového vzorku [Powell et al. 2011]. U testu T-SPOT.TB se hodnoceni

koncentrace uvolnéného INF-y odecita ve formé spoti [Connell et al. 2008].
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2. Cil prace

1. Porovnani a ovéfeni ucinnosti dekontamina¢nich metod, které jsou nezbytnou
soucasti bakteriologického prikazu. Pouzita byla metoda s kyselinou chlorovodikovou

(metoda s HCI) a metoda s N-acetyl-L-cysteinem (metoda s NALC).

2. Porovnani vytéznosti a hodnoceni doby detekce u pouzivanych kultiva¢nich
metod. Porovnany byly konvenéni kultivaéni média (klasicka kultivace: LJ a Ogawa) a

automaticky detekéni systém BACTEC™ MGIT™ 960.
3. Zpracovani ptrehledu ¢etnosti izolovanych mykobakteridlnich kmenti v laboratofi

Nemocnice C. Budéjovice, a.s. za obdobi 2010 - 2012 dle véku pacienta a pivodce

onemocnéni.
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3. Metodika

3.1 Material a metody

V obdobi 1.1. - 6.6. 2013 jsem v Nemocnici Ceské Budéjovice, a. s. v Centralnich
laboratotich Vv Laboratofi lékatské mikrobiologie, Pracovisté bakteriologie (PBAK)
provadéla zpracovani zaslaného materidlu se specifikaci pozadavku vySetfeni: prikaz
mykobakterii nebo prukaz BK. Vzhledem k tomu, Ze infekéni onemocnéni ve vét$iné
ptipadi postihuje dychaci ustroji, pouZila jsem pro zhodnoceni vysledkd své studie data
ziskand z vySetfovanych sput. V daném obdobi bylo celkové vySetieno 400 sput.
Pfevazna cast vzorkd byla zasldna z oddéleni, jejichz specializace se zaméfuje na
dychaci ustroji. Z Plicni 1écebny (1é€ebna TRN) 206 vzorkl (52%), z ambulantniho
plicniho oddéleni (poliklinika TBC) 120 vzorkl (30 %) a z liZkového plicniho oddéleni
(lazka TRN) 59 vzorkl (15 %). Mensi procento (3 %) tvoti vzorky, které jsou zaslany
z ostatnich nemocni¢nich (Iizka ne TBC) a ambulantnich oddéleni (poliklinika ne TBC)

(viz tab. 7).

Tab. 7: Piehled zaslanych sput z jednotlivych oddéleni

Oddéleni celkem (vzorkii)
poliklinika ne TBC 2 (-1 %)
lizka ne TBC 13 (3 %)
lé¢ebna TRN 206 (52 %)
lizka TRN 59 (15 %)
poliklinika TBC 120 (30 %)
Celkem 400

Vsechny zaslané vzorky byly zpracovavany dle jednotlivych kroku ptislusnych pro
danou metodu (viz Pracovni postupy). Zakladnim krokem pii zpracovani je
dekontaminace vzorku. Porovnavana a ovéfovana byla metoda s HCl a metoda s NALC.

Dekontaminacni metoda s NALC je doporucovdna vyrobcem pro automaticky systém
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BACTEC™ MGIT™ 960 (BACTEC MGIT), ktery byl na zagatku roku v laboratofi
PBAK uveden do provozu. Vsechny zpracované vzorky byly poté paralelné kultivovany
v kombinaci konvenéniho zptisobu na pevnych vaje¢nych ptadach (klasicka kultivace)
s kultivaci v automatickém detekénim systému BACTEC MGIT. Pro klasickou kultivaci
jsem pouzila kombinaci 1 pudy LJ a 1 pidy Ogawa. Pevné ptdy jsou slozeny ze smési
homogenizované vaje¢né masy, mineralnich soli, asparaginu a glycerinu. K této smési
se pridava rozpustny Skrob podle Sorensena, 2% vodny roztok malachitové zelené a
destilovana H0. Pro automaticky detekéni systém BACTEC MGIT jsem pouzila
zkumavku BBL™ MGIT™ 7 ml (BBL MGIT), ktera obsahuje 7 ml Middlebrookova
7H9 média, kterd byla doplnéna suplementem s obsahem antimikrobidlnich latek
BBL™ MGIT™ PANTA™ (PANTA: polymyxin B, amfotericin B, kyselina
nalidixova, trimetoprim, azlocillin). Inokulované piudy LJ a Ogawa jsem vlozila do
termostatu, kde byly inkubovany pti 37 °C po dobu 63 dni. Hodnoceni bylo provedeno
dle standardni metodiky 3, 6 a 9 tyden. Zkumavky BBL MGIT jsem vlozila do pfistroje
s nastavenou dobou inkubace na 42 dni s nepfetrzitou detekci. Z kazdého zpracovaného
vzorku byl zaroven zhotoven natér pro vySetfeni pifimou mikroskopii barveny
fluorescen¢ni metodou. Zhotovuje se vzdy na nové podlozni sklicko, jez je zbavené
mastnoty a z divoda archivace se oznaceni protokolarnim c¢islem provadi vyrytim
diamantovou tuzkou. Pozitivita nalezu u obou kultivaénich metod byla vzdy
mikroskopicky ovéfena. K obarveni byla pouzita metoda dle ZN. V piipadé pozitivity
zkumavek z BACTEC MGIT se navic provadi subkultivace, nebot’ ve zkumavce BBL
MGIT nelze hodnotit morfologické znaky. Pro tento postup se pouziva Ogawa a Sulova
puda, kterd se skladd z mineralnich soli, hovéziho séra, glycerinu, 2% vodného roztoku
malachitové zelené a destilované H,O. Druhova identifikace kazdého nové izolovaného
mykobakterialniho kmene byla provedena v Laboratoti 1ékaiské molekularni biologie a

genetiky za pouZiti stripové metody GenoType® Mycobacterium CM /AS.

38



3.2 Vybaveni, kultiva¢ni média, reagencie, pomiicky

Vybaveni laboratofe:
- box laminarni (Jouan, Francie), termostat EB-1000 (Jouan, Francie), centrifuga Rotina
46 (Hettich, SRN), BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton Dickinson and Company, USA),
tiepacka, fluorescenéni mikroskop (Olympus), svételny mikroskop (Olympus).

Kultivaéni média:
- puda Lowenstein-Jensenova, pida podle Ogawy, Sulova pida - (Trios s.r.0.);
zkumavka BBL™MGIT™ 7 ml (Becton, Dickinson and Company, USA).

Reagencie:
- BD BACTEC™ MGIT™ 960 Supplement Kit (BD BACTEC™ MGIT™ Growth
Supplement, BD BBL™ MGIT™ PANTA™), 1 M HCI, 2 M NaOH, 4% NaOH, 2,9%
Nascitrat, NALC, fosfatovy pufr (pH 6,8), fyziologicky roztok, roztoky pro
fluorescencni barveni, roztoky pro barveni dle ZN.

Pomucky:

- davkovac, plastova Pasteurova pipeta, podlozni sklicko, diamantova tuzka.

3.3 Pracovni postupy

3.3.1 Dekontaminaéni metoda s HCI

. Ptidat 7 ml 1M HCI ke vzorku, intenzivné promichat (\Vortex).
. Homogenizovat 20 minut v tfepacce.

. Pfidat 4 ml 2M NaOH, intenzivné promichat (\Vortex).

. Centrifugovat 20 minut p#i 3000 g.

. Slit supernatant do odpadni naddoby s desinfekénim piipravkem.
. Resuspendovat sediment 1,5 ml fyziologického roztoku.

. Inokulovat resuspendovany sediment: 0,5 ml BBL MGIT, 0,5 ml LJ, 0,5 ml Ogawa.

0o N o OB~ W N P

. Zhotovit preparat (fluorescencni barveni).
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3.3.2 Dekontamina¢éni metoda s NALC

1. Ptidat 2 - 3 ml dekontaminaéniho roztoku ke vzorku, intenzivné promichat (Vortex).
Ptiprava roztoku: kazdy den novy, smichanim (1 : 1) 25 ml 4% NaOH a 25 ml 2,9%
Nascitratu s pridanim 0,125 g NALC.

2. Homogenizovat 15 minut v tfepacce.

3. Ptidat 25 ml fosfatového pufru, promichat.

4. Centrifugovat 20 minut pii 3000 g.

5. Slit supernatant do odpadni nadoby s desinfekénim ptipravkem.

6. Resuspendovat sediment 1,5 ml fyziologického roztoku.

7. Inokulovat resuspendovany sediment: 0,5 ml BBL MGIT; 0,5 ml LJ; 0,5 ml Ogawa.

8. Zhotovit preparat (fluorescenéni barveni).
3.3.3 Kultivace: vajeéné pidy LJ a Ogawa

1. Temperovat zkumavku LJ a Ogawa pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
2. Inokulovat resuspendovany sediment: 0,5 ml LJ a Ogawa s naslednym ptelitim klinu.
3. Vlozit do inkubatoru na dobu 63 dni pfi teploté 37 °C (oznacit datum odectu).

3.3.4 Kultivace: automaticky detekéni systém BACTEC ™ MGIT™ 960

1. Temperovat zkumavku BBL MGIT pii pokojové teploté po dobu 30 minut.

2. Pridat do zkumavky 800 pul smési PANTA. Pfiprava: 15 ml rustového piidavku BD
BACTEC™MGIT™ Growth Supplement do antibiotického lyofilizatu PANTA.
Expirace: 5 dni pfi teploté 2-8 °C.

3. Inokulovat resuspendovany sediment: 0,5 ml do BBL MGIT.

4. Vlozit do ptistroje BACTEC MGIT na dobu 42 dni pfi teploté 37 °C.

40



3.3.5 Fluorescencni barveni (nativni natér)

1. Natéry dokonale ususené a vyzaiené pod UV svétlem se fixuji po dobu 10 minut pfi
105 °C v horkovzdus$ném sterilizatoru.

2. Barvit roztokem fluorochromti (auramin a rhodamin) po dobu 15 minut v kyvet¢.

3. Slit roztok a opatrné oplachnout vodou.

4. Odbarvit kyselym alkoholem po dobu 5 minut

o1

. Slit roztok a opatrné oplachnout vodou.

6. Dobarvit roztokem Evansovy modfi po dobu 4 minut.

7. Slit roztok, opatrné oplachnout vodou a susit.

8. Prohlizet ve fluorescencnim mikroskopu. Nalez ART se kvantitativné hodnoti ve 25

zornych polich.
3.3.6 Barveni dle ZN (ovéreni narostlé kultury)

1. Natéry dokonale ususené a vyzarené pod UV svétlem se fixuji protahnutim v plameni
nebo po dobu 10 minut pti 105° C v horkovzdusném sterilizatoru.

2. Podlozni sklicko polozené na stojanku piekryt filtratnim papiren a pievrstvit
karbolfuchsinem na dobu 5 minut. Plamen zahiivat shora, dokud neni filtra¢ni papir
vysuseny, poté odstranit.

3. Opatrné oplachnout vodou.

4. Odbarvit kyselym alkoholem tak dlouho, dokud odtéka barvivo, pfiblizné 2 — 3 krat.
V pribehu oplachnout vodou.

5. Dobarvit 1% roztokem vodného roztoku malachitové zelené po dobu 20 - 60 sekund.
6. Opatrné oplachnout vodou a ususit.

7. Prohlizet ve svételném mikroskopu. Nalez ART se kvantitativné hodnoti v 50

zornych polich.
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4. Vysledky

4.1 Porovnani a ovéreni u¢innosti dekontaminac¢nich metod

Z celkového mnozstvi zpracovanych vzorka (400) bylo 69 % vzorkt negativnich.
11 % vzorki bylo kontaminovano v Klasické kultivaci i v BACTEC MGIT, 16 % pouze
v klasické kultivaci, 4 % vzorkta pouze v BACTEC MGIT (viz graf 2).

Graf 2: Pocet a procentualni vyjadieni celkového poctu negativnich a kontaminovanych

vzorka
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4.1.1 Hodnoceni u¢innosti metody s HCI

Z celkového poc¢tu 200 vzorkd bylo 185 (92 %) negativnich. Kontaminace pak byla
zaznamenana u 15 vzorkt (8 %), z toho v BACTEC MGIT u 7 (4 %) vzorku v klasické
kultivaci a u 2 (1 % vzorkd) Vv obou metodach (viz tab. 8). U 13 vzorkd byla

kontaminace Vv jedné z pouzitych metod. U vySe zminénych 2 vzorkd byla kultivace
znehodnocena jak v BACTEC MGIT, tak v klasické kultivaci (viz graf 3). Celkem byla
kontaminace v BACTEC MGIT u 9 (5 %) a v klasické kultivaci u 8 (4 %) vzorku.

Tab 8: Pocet negativnich a kontaminovanych nalezi v BACTEC MGIT a klasické

kultivaci u metody s HCI

Hodnoceni Kontaminace
Negativni |  BACTEC MGIT | Pouze BACTEC kfaosﬁé
Metoda + klasicka kultivace MGIT kultivace
metoda s HCl | 185 (92 %) 2 (1%) 7 (4 %) 6 (3 %)

Graf 3: Pocet a procentualni vyjadieni hodnocenych vzorki u metody s HCI
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4.1.2 Hodnoceni ucinnosti metody s NALC

Z celkového poctu 200 vzorki bylo 90 (45 %) negativnich. Kontaminace pak byla
zaznamenana u 110 (55 %) vzorkt, z toho v BACTEC MGIT u 11 (5 %) vzorki a v
klasické kultivaci u 58 (29 % vzorki). V obou metodach u 41 (21 %) vzorkd (viz tab.

9). U 69 (34 %) vzorkd byla kultivace zachovana alesponi v jedné z pouzitych metod.
Kontaminace v BACTEC MGIT i v klasické kultivaci byla u 41 vzorkd (viz graf 4).
Celkem byla kontaminace v BACTEC MGIT u 52 (26 %) a v klasické kultivaci u 99

(50 %) vzorki.

Tab 9: Pocet negativnich a kontaminovanych nalezi v BACTEC MGIT a klasické

kultivaci u metody s NALC

Hodnoceni Kontaminace
Negativni | BACTEC MGIT |Pouze BACTEC klf;sliflié
Metoda + klasicka kultivace MGIT .
kultivace
metoda s NALC | 90 (45 %) 41 (21 %) 11 (5 %) 58 (29 %)

Graf 4: Pocet a procentualni vyjadieni hodnocenych nalezti u metody s NALC
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4.2 Porovnani vvtéZznosti a doby detekce pouzitych

kultivaé¢nich metod

Porovnavana byla vytéZznost a doba detekce z konvenénich kultivacnich médii
(Klasicka kultivace: LJ a Ogawa) a automatického detekéniho systému BACTEC MGIT

u celkového poctu 400 vzorki.

4.2.1 Hodnoceni vytéznosti v klasické kultivaci a BACTEC™MGIT™
960

Z celkového poctu 400 vzorkad bylo jako 1. zachyt u pacienta izolovano 17
mykobakterialnich druhti (viz tab. 10). Z toho 3 TB kmeny a 14 NTM kment, pficemz
nejveétsi podil tvofily kmeny M. gordonae (23 %, 4 kmeny) a M. tuberculosis (17 %, 3
kmeny). 12 % (2 kmeny) tvotily kmeny M. avium, M. fortuitum, M. lentiflavum,

M. xenopi a 6 % (1 kmen) M. genavense, M. species (graf 5).

Tab. 10: Ptehled izolovanych kmenu (1. zachyt)

Pocet izolovanych kment
ol " BACTEC MGIT Pouze Pouze |Celkem
Z0 ovany men : r
i klasicka kultivace | BACTEC MGIT | Klasickd
Kultivace
B M. . 3 0 0 3
tuberculosis
M. avium 2 0 0 2
M. fortuitum 1 1 0 2
M. genavence 0 1 0 1
M. gordonae 1 2 1 4
NTM -
M. lentiflavum 1 1 0 2
M. species 0 0 1 1
M. xenopi 0 2 0 2
Celkem 8 7 2 17
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Graf 5: Procentualni vyjadieni izolovanych TB a NTM druhti (1. zachyt)
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Z celkového poctu 17 izolovanych kmend byl zachyt ve 12 % (2 NTM kmeny)
klasickou metodou, v 47 % v BACTEC MGIT (7 NTM kmeni) a v4l % (3 TB a
5 NTM kmentl) automatickym detekénim systémem i klasickou kultivaci (viz tab.10,
graf 6). Celkem bylo v BACTEC MGIT izolovano 15 (60 %) kment a klasickou
kultivaci 10 (40 %) kmenu (viz graf 7).

Graf 6: Srovnani vytéznosti klasické kultivace a BACTEC MGIT
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Graf 7: Procentualni srovnani zachytu mykobakterialnich kmena klasickou kultivaci a

v BACTEC MGIT
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4.2.2 Hodnoceni doby detekce v klasické kultivaci

Celkem bylo klasickou kultivaci izolovano 10 kment, ztoho 3 TB a7 NTM. Z 3

izolovanych TB kmenu (viz tab. 11) byla pozitivita u 2 kmentt hodnocena po 21 dnech a

u 1 kmene po 42 dnech inkubace. Ze 7 izolovanych NTM kment (viz tab. 12) byla po

21 dnech inkubace hodnocena pozitivita u 3 kmend, ve 42. dni inkubace u 4 kment. Z

NTM kmenu byla u 1 vzorku hodnocena kontaminace po 21 dnech inkubace a u 6

kment bylo hodnoceno jako negativni. Primérna doba detekce TB a NTM kmenil byla

31,5 dni.

Tab. 11: Hodnoceni doby detekce izolovanych TB kment klasickou kultivaci

Hodnoceni Klasicka kultivace (LJ, Ogawa)
3.tyden 6.tyden 9.tyden
(21 dnt) (42 dntt) (63 dntt)
Pozitivni 2 1 0
Negativni 0 0 0
Kontaminace 0 0 0
Celkem 2 1 0
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Tab. 12: Hodnoceni doby detekce izolovanych NTM kment klasickou kultivaci

Hodnoceni Klasicka kultivace (LJ, Ogawa)
3.tyden 6.tyden 9.tyden
(21 dnu) (42 dnt) (63 dnt1)
Pozitivni 3 4 0
Negativni 0 0 6
Kontaminace 1 0 0
Celkem 4 4 6

4.2.3 Hodnoceni doby detekce v BACTEC™ MGIT™ 960

Celkové bylo automatickym detekénim systémem izolovano 15 kment, z toho 3

TB a 12 NTM. Primérna doba detekce byla 16,2 dni. Z toho u TB kment za 9 dni a

NTM kmenti za 17,9 dni. U 11 kment byla signalizace rustu jiz do 21. dne inkubace

(viz tab. 13).

Tab. 13: Hodnoceni doby detekce izolovanych TB a NTM kmeni v BACTEC MGIT

Signalizace rustu (dni)

TB NTM
<5 (3 kmeny) 3 2;4
<10 (2 kmeny) 7 6; 8
<15 (1 kmen) 0 0
<20 (4 kmeny) 17 16; 16; 17, 20
<25 (1 kmen) 0 0
> 25 (3 kmeny) 0 27;27;31; 41
9 dni 17, 9 dni
rumérny Cas detekce
P g 16, 2 dni
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4.3 Statisticky prrehled izolovanvch kmenu dle véku za obdobi
2010 - 2012

V roce 2010 bylo z celkového mnozstvi 2414 klinickych vzorkl izolovano 70
kment (27 TB a 43 NTM). Z toho 12 kmend M. bovis, 15 M. tuberculosis a 43 NTM.
V roce 2011 bylo z celkového mnozstvi 1957 klinickych vzorkl izolovano 38 kment
(17 TB a 31 NTM). Z toho 3 kmeny M. bovis BCG, 14 M. tuberculosis a 31 NTM.
V roce 2012 bylo z celkového mnozstvi 1772 klinickych vzorkl izolovano 54 kmend.
Z toho 11 kmend M. tuberculosis a 43 NTM (viz graf 8).

Graf 8: Pichled izolovanych TB a NTM kment za obdobi 2010 - 2012

43

2010 2011 2012

M.bovisBCG  m M.tuberculosis NTM

4.3.1 Statisticky prehled za obdobi 2010
V roce 2010 bylo celkové vySetteno 2414 klinickych vzorki (1798 sput, 128 jinych

respiracnich materidli, 37 laryngedlnich vytérti, 93 moci, 4 hnis, 186 punktatl a

vypotkd, 2 likvory, 14 uzlin, 150 jiného materialu). Z celkového mnozstvi 70
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izolovanych kmeni (viz tab. 14) byl nejcastéjsi zachyt u vékové kategorie 0-10 let a u

61 let a vice (viz graf 9).

Tab. 14: Izolované TB a NTM kmeny v roce 2010 dle vékové kategorie

s|&|8|s|8|8|R|8|8|5
5 — — - — — - — — ©
— N (qp] <r Lo ({o] N~ e ) O
M. tuberculosis 0 0 1 0 5 2 3 1 3 15
M.bovis BCG 12 0 0 0 0 0 0 0 0 12
M. avium 0 0 0 0 0 2 0 0 3 5
M. fortuitum 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
M. gordonae 0 0 0 10 1 0 4 7 3 16
M. intracellulare 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2
M. kansasii 0 0 0 1 1 0 0 1 1 4
M. lentiflavum 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2
M. scrofulaceum 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
M. species 0 0 0 0 0 0 2 2 1 5
M. xenopi 0 0 0 2 0 1 2 0 1 6
Celkem 12 0 1 4 8 5 12 13 15 70
Graf 9: Pichled izolovanych kmenti dle vékové kategorie v roce 2010
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4.3.2 Statisticky prehled za obdobi 2011

V roce 2011 bylo celkové vySetteno 1957 klinickych vzorki (1431 sput, 116 jinych
respiracnich materiald, 71 laryngedlnich vytérti, 81 moci, 3 hnisy, 166 punktitd a
vypotkt, 2 likvory, 5 uzlin, 82 jiného materidlu). Z celkového mnozstvi 38 izolovanych

kment (viz tab. 15) byl nejcastéjsi zachyt u vékové kategorie 61 - 80 let (viz graf 10).

Tab. 15: Izolované TB a NTM kmeny v roce 2011 dle vékové kategorie

s|R|[8|¢|8|8|R|8|8]| §

| 1 1 1 1 1 1 1 X
cla|lI|s|F|8|8|~r|3| 8

M. tuberculosis 0 0 2 3 2 3 2 1 1 14
M.bovis BCG 3 0 0 0 0 0 0 0 0 3
M. avium 0 0 0 0 0 0 1 1 0 2
M. gordonae 0 0 0 1 1 1 3 8 2 16
M. intracellulare 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2
M. kansasii 0 0 1 0 1 1 0 1 0 4
M. malmoense 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
M. scrofulaceum 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
M. species 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
M. xenopi 0 0 0 0 0 0 3 0 0 3
Celkem 3 0 3 4 4 7 11 12 4 48

Graf 10: Ptehled izolovanych kment dle v€kové kategorie v roce 2011
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4.3.3 Statisticky prehled za obdobi 2012

V roce 2012 bylo celkové zpracovano 1772 klinickych vzorkl (1264 sput, 162
jinych respiracnich materialti, 78 laryngealnich vytért, 78 moci, 5 hnisti, 119 punktatt a
vypotkd, 1 likvor, 4 uzliny, 61 jiného materialu). Z celkového mnozstvi 54 izolovanych

kment (viz tab. 16) byla nejcastéjsi zachyt u vékové kategorie 61 - 80 let (viz graf 11).

Tab. 16: Izolované TB a NTM kmeny v roce 2012 dle vékové kategorie

S | | 8[| 8| 83| R | 8| 8| o &
‘_| 1 1 1 1 1 1 1 1 m x
oclad||&|F|d|S|~r|S|"]| &
M. tuberculosis 0 0 0 2 2 5 2 0 0 0 11
M. avium 0 0 0 0 0 2 4 0 0 0 6
M. fortuitum 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
M. gordonae 0 0 0 0 1 1 9 6 3 1 21
M. intracellulare| 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 3
M. kansasii 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
M. lentiflavum 0 0 0 0 0 0 3 2 0 0 5
M. malmoense 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
M. species 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 3
M. xenopi 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
Celkem 0 0 0 2 4 10 21 13 3 1 54
Graf 11: Ptehled izolovanych kmeni dle v€kové kategorie v roce 2012
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5. Diskuse

V této studii bylo jednim zcili prace porovnani a oveéfeni ucinnosti
dekontamina¢nich metod, které jsou zékladnim krokem pii laboratornim prikazu.
Béhem obdobi 1.1. - 6.6. 2013 bylo celkem vySetieno 400 sput zaslanych jak
z lazkovych, tak i z ambulantnich oddéleni (na prikaz mykobakterii / prikaz BK), ktera
byla zpracovana dle postupti pouzivanych laboratofi. V této studii bylo jedno omezeni.
Vzhledem k nedostupnosti vzorkd nemohlo byt paralelné provedeno ovétfeni uc¢innosti
dekontaminaénim metod. Dekontamina¢ni metoda s HCI byla tedy pouzita na jednu
polovinu (200) a metoda s NALC na druhou polovinu vzorka (200).

U metody s HCI bylo celkem 92 % (185) kultivaci vyhodnoceno jako negativni.
Kontaminace byla zaznamenana v BACTEC MGIT u 5 % (9), v klasické kultivaci u
4 % (8) a u obou metod u 1 % (2) vzorka (viz tab. 8). Na druhé strané u metody S
NALC bylo jako negativni vyhodnoceno 45 % (90) vzorki a kontaminace v BACTEC
MGIT byla zaznamenana u 26 % (52) vzorku, v klasické kultivaci u 50 % (99) vzorkd.
Kontaminace v obou pouzitych kultiva¢nich metodach byla zaznamenana celkem u 21
% (41) vzorku (viz tab. 9). Porovnanim téchto vysledka je tedy patrna nizsi ucinnost
dekontaminace pti pouziti metody S NALC, kdy bylo celkem kontaminovano 21 %
vzorkt (41), oproti 1 % u metody sHCIl. Obecné je jako nadmérné znecisténi
definovana kontaminace vzorkd vyssi nez 5 %, pti vySsi kontaminaci je pouzita metoda
pravdépodobné piili§ slaba [Murray 2007]. Shrnutim vysledk lze konstatovat, Ze
metoda s NALC je zcela nevyhovujici, pokud nebude pfistoupeno k opatienim, ktera by
miru kontaminace snizila. Divodem by mohla byt kratka doba dekontaminace (15 min).
K podobnym vysledkim u metody s NALC dospéla ve své studii i Kozakova [2006],
ktera pristoupila k prodlouzeni doby dekontaminace. Zaroven je i mozné, ze chybou,
kteréd tuto metodu miZze zatizit je vlastni pfiprava dekontaminac¢niho roztoku (NaOH +
Naz citrat + NALC). Zajimavé je ale i porovnani, pti kterém typu kultivaéni metody
byla kontaminace u ptislusné dekontamina¢ni metody zaznamenana. U metody s HCI se
celkové vysledky v podstaté nelisily (5 % BACTEC MGIT, 4 % klasicka kultivace), zda

se tedy, ze dekontaminace je dostatecné spolehliva. U metody s NALC je patrny rozdil
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mezi klasickou kultivaci (50 %) a BACTEC MGIT (26 %). Jednim z faktor vysoké
miry znecisténi by mohla byt jiz zminéna doba dekontaminace. Zaroven by tento rozdil
mohl byt vysvétlen i pfidavkem suplementu PANTA s obsahem antimikrobialnich latek
(polymyxin B, amfotericin B, Kyselina nalidixova, trimetoprim, azlocilin), ktery se
pridava do zkumavek BBL MGIT s tekutym médiem Middlebrook 7H9 [Becton,
Dickinson and Company 2011], nebot’ pro piipravu pud pouzivanych v klasické
kultivaci (LJ, Ogawa) neni dle doporuéenych standardnich metod piidani AML
doporugeno [1998]. Uginnost dekontamina¢ni metody s HCI Ize kladn& hodnotit, neni
ale vyrobcem ovéfena pro BACTEC MGIT. Dalsi variantou by mohlo byt ovéfeni
ucinnosti jiné dekontamina¢ni metody - Petroffova metoda. Tato metoda je také Casto
pouzivana v laboratofich vyuzivajicich ke kultivaci BACTEC MGIT [SZU Praha].
Hlavni slozkou je rovnéz 4 % NaOH. Metoda sice vyZzaduje ¢asové delsi ptipravu, ale
z ekonomického hlediska je jeji cena ptizniva.

Dalsim cilem bylo porovnani vytéznosti a hodnoceni doby detekce u klasické
kultivace (LJ, Ogawa) a automatického detekéniho systému BACTEC MGIT z hlediska
zachytu izolovanych kmenti ve stejném casovém obdobi a ze stejné¢ho poctu vzork
(400), jako u oveéfeni dekontamina¢nich metod. Vysledky ukazuji, Ze bylo celkem nové
izolovano 17 mykobakterialnich kmenti TB i NTM (viz tab. 10). Z toho se jednalo o 3
kmeny TB (17 %) a o 14 kmenii NTM (83 %, viz graf 5). Zachyt u obou pouzitych
metod byl v 7 ptipadech (41 %). Pouze klasickou kultivaci byly prokazany 2 kmeny
(12 %), pouze automatickou kultivaci v BACTEC MGIT bylo prokazano 8 kmeni
(47 %, viz graf 6). Pfi porovnani obou metod je zfejmé, ze systém BACTEC MGIT je
oproti klasické kultivaci citlivéjsi, nebot’ zachyt €inil 60 % ve srovnani se 40 % klasické
kultivace (viz graf 7), ale 100% citlivost prokazana nebyla. Systém nezachytil 2 kmeny.
I Lu et al. 2002 ve své studii potvrzuje, ze systtm BACTEC MGIT vykazuje oproti
klasické kultivaci lepsi vytéznost, 1 kdyz citlivost neni vzdy 100 %. Jednim z moZnych
duvodi je pravdépodobné nedostate¢na kvantita (systém zachyti koncentraci ptiblizné
vpodtu 10° az 10° CFU/ml) [Becton, Dickinson and Company 2011]. Klasicka
kultivace by méla byt citlivéjsi, nebot’ 1ze zachytit i zcela ojedinély nalez, pokud je

makroskopicky viditelny. Na druhé strané¢ bylo takto zachyceno pouze 10 kment
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z celkovych 17. Dle mého nazoru je vhodné paralelné pouzivat metody rozdilného typu
kultivace, ¢imz dochazi ke zvySeni citlivosti zdchytu. Podstatnym divodem je ale i
skuteCnost, ze na kazdé puad¢ jsou pozorovatelné rozdilné morfologické znaky ristu.
Vezmeme-li dale v uvahu i dobu detekce, je jasné patrné, Ze v piipadé BACTEC MGIT
je vyrazné krat$i. Primérna doba detekce byla 16,2 dni, zatimco u klasické kultivace
31,5 dni. Tento rozdil Ize jednoduse vysvétlit, nebot’ dilezitym faktorem je hodnoceni u
jednotlivych metod. V automatickém systému je detekovana fluorescence, ktera je
pfimo imérnd mnoZstvi mikroorganismy spotfebovaného kysliku a pfi dosazeni urcité
koncentrace je nasledné monitorovana (60 minutovy interval). Oproti tomu u klasické
metody je nutné vyckat na makroskopicky viditelné kolonie (3., 6. nebo 9. tyden) (viz
teorie). Velmi dulezitou skute¢nosti u hodnoceni je, jak i Zaruba et al. 2002 uvadi, ze do
21. dne kultivace byl systémem BACTEC MGIT zachycen oproti klasické kultivaci
vys§i pocet izolath. Toto lze pouze jenom potvrdit, nebot’ jak ma studie ukazuje,
systémem bylo do 21. dne zachyceno jiz 11 z celkové 15 zachycenych kment (viz tab.
13). Vyssi vytéznost a zkraceni doby detekce je velkym piinosem z pohledu
diagnostiky, nebot’ Ize tak nasledné urychlit stanoveni druhové identifikace a nasledné
pak stanoveni 1ékové citlivosti zakladni fady ATT, kterou téz automatickym systémem
Ize provést. Z pohledu dnesni doby je toto velkym piinosem, nebot’ problémem je
stoupajici rezistence k ATT. Stale cast&ji se vyskytuji MDR a XDR kmeny
Mycobacterium tuberculosis.

V zavéru své studie jsem zpracovala statistické udaje izolovanych kment na
pracovisti PBAK za obdobi 2010 - 2012. Ze zpracovanych dat je patrny mirny pokles
zachytu mykobakterii, pfevazné TB kmena (viz graf 8), ale zaroven i snizeni poctu
vySetfovanych vzorkil. V roce 2010 bylo na pracovisti PBAK celkové zpracovano 2414
klinickych vzorkd a z nich izolovano 27 TB (komplex M. tuberculosis) a 43 NTM
kmend, celkem tedy 70 mykobakterialnich kmenti. TB kmeny byly zastoupeny 15
kmeny M. tuberculosis a 12 izolovanymi kmeny M. bovis BCG (viz tab. 14). Casty byl
zachyt u v€kové kategorie 0-10 a 61-90 let (viz graf 9). Z celkového mnozstvi 1957
zpracovanych klinickych vzorkta v roce 2011 bylo izolovano 17 TB a 31 NTM, celkem

48 kment. Skupinu TB kment tvofilo 14 kment M. tuberculosis a 3 kmeny M. bovis
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BCG (viz tab. 15). Casty byl zachyt u vékové kategorie 61-90 let (viz graf 10). V roce
2012 bylo z celkového mnozstvi (1772) zpracovanych vzorki izolovano 11 TB (M.
tuberculosis) a 43 NTM kment, celkem 54 kmenii (viz tab. 16). Casty byl zachyt u
vékové kategorie 61-80 let (viz graf 11). Je otazkou, zda je to snizenim poctu
infikovanych jedincti nebo indikaci k vySetfeni. Vezmeme-li v avahu zachyt TB a NTM
kmend, nedochazi i pti poklesu poctu vysetiovanych vzorki k vyraznému snizeni, coz
ukazuje na cilenou indikaci vySetfeni. Znatelny je pokles u kment M. bovis BCG. Toto
se da vysvétlit tim, ze ockovani proti TBC neni jiz od roku 2011 provadéno plosné, ale
podle nové platné legislativy pouze u rizikovych skupin (viz graf 10, 11, 12).
Zajimavou skutecnosti je i to, Ze kazdoro¢né je v laboratofi nejvyssi zachyt ve veékové
kategorii nad 60 let. I kdyz, jak UZIS CR (2013) ve své zpravé uvadi, ze hlediska
veékovych skupin je za posledni rok nejvice nemocnych (absolutné i relativng) ve

veékove kategorii nad 75 let.
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6. Zavér

V praci byla porovnana a ovéfena t¢innost jednotlivych dekontamina¢nich metod,
které jsou zdkladnim krokem pii detekci mykobakterii. Ovéieni bylo dulezité i
z hlediska provozu laboratofe, nebot’ v letosnim roce 2013 byl od zacatku roku na
PBAK zaveden do provozu novy typ automatického detekéniho systému - BACTEC™
MGIT™ 960, pro ktery je vyrobcem metodicky doporuceno pouziti metody s NALC.
Porovnanim metod, u kterych byla u¢innost ovéfovana, byla metoda s HCI v porovnani
s metodou NALC vyhodnocena jako u¢innéjsi. Kontaminace, ktera byla rozhodujicim
ritérium pro hodnoceni byla 1 % vzorkti u metody HCI a 21 % vzorkii u NALC.
Vysledky u metody s HCI byly uspokojivé, ale jeji u¢innost pro BACTEC™ MGIT™
960 neni vyrobcem ovétena.

Pii porovnani jednotlivych kultivaénich metod bylo u systtmu BACTEC™
MGIT™ 960 prokézano, Ze vykazuje oproti klasické kultivaci vy33i citlivost a zaroveri i
vyrazné kratS$i rychlost detekce. Tato kratS$i doba detekce je zaroven piinosem k
urychleni nasledné druhové identifikace a vySetieni citlivosti na ATT, ktera je
v soucasné dob& v laboratofi testovana. Optimalnich vysledkt je ale dosazeno
kombinaci obou pouZivanych metod, nebot jak studie ukazala, citlivost u BACTEC™
MGIT™ 960 nebyla vzdy 100%.

Ze statistického piehledu izolovanych kmenti za obdobi 2010 - 2012 je patrné, ze
laboratof sice zpracovava mén¢ vzork, ale zachyt izolovanych kment ziistava na stejné
urovni. Patrny je pouze vyrazny pokles izolovanych kmentt M. bovis BCG a kazdoroéné

je nejcast¢jsi zachyt ve vékové kategorii nad 60 let.

57



7. Seznam pouZzité literatury

Alli, OA., Ogbolu, OD., Alaka, OO. Direct molecular detection of Mycobacterium
tuberculosis complex from clinical samples — An adjunct to cultural method of
laboratory diagnosis of tuberculosis. N Am J Med Sci. 2011; 3(6): 281-288.

Bartu, V. Tuberkuloza ve svétle 21. stoleti. Medical Tribune 2010; 4: D2.

Becton, Dickinson and Company. BACTEC™ MGIT™ 960 Uzivatelski prirucka
systému. 2004/06, Cislo dokumentu: MA-0117, Revize: E, Katalogové &islo: 445876.

Becton, Dickinson and Company. BBL MGIT: Mycobacteria Growth Indicator Tube 7
ml s BACTEC MGIT 960 Supplement Kit (dopliikova sada) - pribalovy letak. 2011/06;
LOO0180JAA.

Bednaf, M., Franikova, V., Schindler, J., Soucek, A., Vavra, J. Lékarskd mikrobiologie:
Bakteriologie, virologie, parazitologie. 1. vydani. Praha: Marvil, 1996, s. 305 - 311.
ISBN 80-238-0297-6.

bioMérieux, Inc., BacT/ALERT® MP - pfibalovy letdk. REF 259797 259760 259787, 43-
03064 - RA-3 - CS - 2008/01.

Espy, MJ., Uhl, JR., Sloan, LM., Buckwalter, SP., Jones, MF., Vetter, EA., Yao, JDC.,
Wengenack, NL., Rosenblatt, JE., Cockerill Ill, FR., Smith, TF. Real-Time PCR in
Clinical Microbiology: Applications for Routine Laboratory Testing. Clin Microbiol
Rev. 2006; 19: 165-256.

Chioji, A., Kazue, H., Testuo, T. Simple and Rapid Identification of the Mycobacterium

tuberculosis Complex by Immunochromatographic Assay Using Anti-MPB64
Monoclonal Antibodies. J Clin Microbiol. 1999 November; 37(11): 3693-3697.

58



Garcia, P., Allende, F., Legarraga, P., Huilcaman, M., Solari, S. Bacterial identification
based on protein mass spectrometry: A new insight at the microbiology of the 21%
century. Rev Chilena Infectol 2012; 29 (3): 263-272.

Garrig6, M., Aragdon, LM., Alcaide, F., Borrell, S., Cardefiosa, E., Galan, JJ., Gonzales-
Martin, J., Martin-Casabona, N., Moreno, C., Salvado, M., Coll, P. Multicenter
laboratory evaluation of the MB/BacT Mycobacterium detection system and the
BACTEC MGIT 960 system in comparison with the BACTEC 460TB system for
susceptibility testing of Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. 2007 Jun; 45(6):
1766-70.

Greenwood, D., Slack, CBR., Peutherer, JF et al. Lékarskda mikrobiologie. 1. vydani
Ceské. Praha: Grada Publishing, 1999, 215 - 234. ISBN 80-7169-365-0.

Havelkova, M., Mezensky, L. Testovdni citlivosti Mycobacterium tuberculosis na

zdakladni  antituberkulotika.  Doplnék  k doporucenym  standardnim  metoddam

v mikrobiologii mykobakteridalnich infekci. Klin mikrobiol inf 1¢k 2003; 9(6): 304-306.

Homolka, J., Votava, V. Tuberkuléza. 4. upravené vydani. Praha: Karolinum, 2012.
ISBN 978-80-246-2070-1.

ISBT. WWW.trios.cz [online]. [cit. 2013-08-13]. Dostupné z:

http://www.trios.cz/ sgg/me 1.htm

Klaban, V. Svét mikrobii: Maly mikrobiologicky slovnik. 1. vydani. Hradec Kralové:
Gaudeamus, 1999. ISBN 80-7041-639-4.

Kocarek, E. Molekularni biologie v mediciné. 1. vydani. Brno: NCO NZO, 2007, s. 95-
96. ISBN 978-80-7013-450-4.

59


http://www.trios.cz/_sgg/me_1.htm

Kolek, V., Kasak, V., Vasakova, M. a kolektiv. Pneumologie. 1. vydani. Praha:
Maxdorf, 2011, s. 495 - 501. ISBN 978-80-7345-255-1.

Kolektiv autort. Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich
infekci. Praha: Néarodni referenéni jednotka pro mykobakterie, SZU Praha ve spolupraci

s firmou Trios, s.r.0., 1998.

Kozakova, B. Posouzeni ucinnosti metabolické kultivacni rychlometody MGIT

(manualni systém) pro zachyt mykobakterii ve srovnani s klasickou kultivacni metodou.

Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 2006; 1(55): 37-40.

Kubin, M. a kolektiv. Vysetrovici metody u mykobakteridlnich infekci. 1. vydani. Praha:
Avicenum, 1986. 86 2038. ISBN 08-029-86.

Lu, D., Heeren, B., Dunne, WM. Comparison of the Automated Mycobacteria Growth
Indicator Tube Systém (BACTEC 960/MGIT) With Léwenstein-Jensen Medium For
Recovery of Mycobacteria From Clinical Specimens. Am J Clin Pathol. 2002 Oct;
118(4): 542-5.

Murray, PR. Manual of CLINICAL MICROBIOLOGY: 9TH edition. Washington: ASM,
2007, s. 543 - 566. ISBN 978-1-55581-371-0.

Nagai, S., Wiker, HG., Harboe, M., Kinomoto, M. Isolation and partial
characterization of major protein antigens in the culture fluid of Mycobacterium
tuberculosis. Infet Immun. 1991; 59: 372-382.

Narodni jednotka dohledu nad TBC: bulovka.cz [online]. [cit. 2013-08-13]. Dostupné z:
http://bulovka.cz/kliniky-a-oddeleni/oddeleni/narodni-jednotka-dohledu-nad-thc

60


http://bulovka.cz/kliniky-a-oddeleni/oddeleni/narodni-jednotka-dohledu-nad-tbc

Parrish, NM., Carroll, KC. Role of the Clinical Mycobacteriology Laboratory in
Diagnosis and Management of Tuberculosis in Low-Prevalence Settings. J Clim
Microbiol. 2011; 49: 772-776.

Piersimoni, C., Scarparo, C., Callegaro, A., Tosi, CP., Nista, D., Bornigia, S., Scagnelli,
M., Rigon, A., Ruggiero, G., Goglio, A. Comparison of MB/Bact alert 3D system with
radiometric BACTEC system and Léwenstein-Jensen medium for recovery and
identification of mycobacteria from clinical specimens: a multicenter study. J Clin
Microbiol. 2001 Feb; 39(2): 651-7.

Powell Ill, RD., Whitworth, WC., Bernardo, J., Moonan, PK., Mazurek, GH. Unusual
Interferon Gamma Measurements with QuantiFERON-TB Gold and QuantiFERON-TB
Gold In-Tube Tests. PLoS One. 2011; 6: €20061.

Richter, E., Riisch-Gerdes, S., Hilleman D. Evaluation of the GenoType Mycobacterium
Assay for Identification of Mycobacterial Species from Cultures. J Clin Microbiol. 2006
May; 44(5): 1769-1775.

Schindler, J. Mikrobiologie. 1. vydani. Praha: Grada publishing, a.s., 2010, s. 107 - 111.
ISBN 978-80-247-3170-4.

Stoffels, K., Allix-Béguec, C., Groenen, G., Wanlin, M., Berkvens, D., Mathys, V.,
Supply, P., Fauville-Dufaux, M. From Multidrug- to Extensively Drug-Resistant
Tuberculosis: Upward Trends as Seen from a 15-Year Nationwide Study. PLoS One.
2013; 8(5): e63128.

SZU PRAHA. Zavérecnd zprava: ZkouSeni zpiisobilosti v Iékarské mikrobiologii

(Externi hodnoceni kvality) - PT#M/2/2013(€.776); MYKOBAKTERIE - prikaz

metabolickymi metodami. Praha, 2013.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piersimoni%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scarparo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Callegaro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tosi%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nista%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bornigia%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scagnelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scagnelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rigon%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruggiero%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goglio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11158124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comparsion+of+MB%2FBacT+3D+system+with+radiometric+Bactec+system%2C+Piersimoni
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comparsion+of+MB%2FBacT+3D+system+with+radiometric+Bactec+system%2C+Piersimoni

Suffys, PN., da Silva Rocha, A., de Oliveira, M., Dias Campos, CE., Barreto, WAM.,
Portaels, F., Rigouts, L., Wouters, G. Jannes, G., van Reybroeck, G., Mijs, W.,
Vanderborght, B. Rapid Identification of Mycobacteria to the Species Level Using
INNO-LiPA Mycobacteria, a Reverse Hybridization Assay. J Clin Microbiol. 2001
December; 39(12): 4477-4482.

Smarda, J., Doskat, J., Panttéek, R., Ruzickova, V., Koptikova, J. Metody molekularni
biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005, s. 59 - 110. ISBN 80-210-3841-1.

Sula, L. Mikrobiologie tuberkulézy. 1. vydani. Praha: Statni zdravotnické nakladatelstvi,
1965. ISBN 08-055-65.

UziIs CR.  www.uzis.cz  [online].  [cit.  2013-08-12].  Dostupné  z:

http://www.uzis.cz/registry/organu-ochrany-verejneho-zdravi/reqistr-tuberkulozy

Van Belkum, A., Welker, M., Erhard, M., Chatellier, S. Biomedical mass spectrometry
in today's and tomorrow's clinical microbiology laboratories. J Clin Microbiol. 2012
May; 50(5): 1513-7.

Votava, M. a kolektiv. Lékarska mikrobiologie specidalni. Brno: Neptun, 2003, s. 159 -
168. ISBN 80-902896-6-5.

Votava, M. a kolektiv. Lékarska mikrobiologie vysetiovaci metody, Brno: Neptun,
2010. ISBN 978-80-86850-04-8.

Yu, MC., Chen, HY., Wu, MH., Huan, WL., Kuo, YM., Yu, FL., Jou, R. Evaluation of
the rapid MGIT TBC identification test for culture confirmation of Mycobacterium
tuberculosis complex strain detection. J Clim Microbiol. 2011 Mar; 49(3): 8027. doi:
10.1128/JCM.02243-10. Epub 2010 Dec 29.

62


http://www.uzis.cz/registry/organu-ochrany-verejneho-zdravi/registr-tuberkulozy

Zaruba, R., Kralova, M. Posouzeni ucinnosti automatického kultivacniho systéemu pro
zachyt mykobakterii BACTEC MGIT 960 ve srovnani s klasickou kultivacni metodou.
ZkuSenosti po jednorocnim provozu. Epidemiol. Mikrobiol. Imunol. 2002; 2(51): 66-70.

63



8. Klicova slova
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9. Prilohy

Ptiloha 1: ART, fluorescencni barveni (nativni natér)

Zdroj: vlastni

Piiloha 2: (a) Lowenstein-Jensenova piida, (b) ptida podle Ogawy, (¢) Sulova ptda,

(d) termostat

Zdroj: vlastni
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Piiloha 3: (a) Automaticky detekéni systém BacT / ALERT® 3D, (b) kultivaéni lahvicka
BacT/ALERT® MP

Zdroj: vlastni

Piiloha 4: (a) Automaticky detekéni systém BACTEC™ MGIT™ 960, (b) kultivaéni
zkumavka BBL™MGIT™ 7 ml

Zdroj: vlastni
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Ptiloha 5: ART, barveni dle Zichl-Neelsena (kultura: Mycobacterium tuberculosis)

Zdroj: vlastni

Ptiloha 6: pevna vaje¢na pada LJ (Mycobacterium tuberculosis)

Zdroj: vlastni

Zdroj: vlastni
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