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Souhrn

Tato bakalafskd prace se zabyva laboratorni diagnostikou bakterii rodu
Mycobacterium. Teoreticka Cast se zaméfuje nejprve na charakteristiku tohoto
bakteridlniho rodu, dale obsahuje ptehled jednotlivych klinicky vyznamnych druht
mykobakterii, jejich popis a patogenitu. Nejveétsi ¢ast této prace je v€novana jednotlivym
laboratornim metodam, které vedou k Usp&$né diagnostice mykobakteridlnich
onemocnéni. V praktické ¢asti je vyhodnocen piehled analyz vzorkii klinického
materialu, které byly zpracovany v mykobakteriologické laboratofi za dané Casové
obdobi. Soucasné tato ¢ast popisuje souhrn v§ech zachycenych mykobakteridlnich agens

V této laboratofi za stejné obdobi.



ANNOTATION

Surname and name: Karolina Mikova

Department: Department of Rescue Services, Diagnostic Fields and Public Health
Title of thesis: Diagnosis of Mycobacteria

Consultant: MUDr. Jana Amlerova

Number of pages — numbered: 48, unnumbered: 12

Number of appendices: 3

Number of literature items used: 21

Key words: mycobacterium, diagnostics, tuberculosis, cultivation

Summary

This bachelor thesis deals with laboratory diagnosis of the bacteria
Mycobacterium. Theoretical part is focused at first on characteristics of this bacterial
genus, further, it is consisting the overview of the individual clinically significant species
of mycobacteria, their description and pathogenicity. The biggest part of the thesis is
dedicated to individual laboratory methods, which lead to the successful diagnostics of
mycobacterial diseases. In the practical part there is evaluated the overview of analysis
of the clinical material’s samples, which were elaborated in the mycobacteriological
laboratory over a specified period. Simultaneously this part describes the summary of all

the detected mycobacterial agents in this laboratory during the same period.
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UVOD
V této praci se zabyvam problematikou diagnostiky bakterii rodu Mycobacterium.

Mezi nejznaméjsi mykobakterialni druh patii bezpochybné Mycobacterium tuberculosis,

které spolu s M. bovis a M. africanum vyvolava onemocnéni zvané tuberkuloza (TBC).

Tuberkuloza je specifické infekéni onemocnéni, které je celosvétové natolik
rozsifené, Zze miizeme hovofit o pandemii. Tuberkul6zni nakazy nejsou problémem pouze
V rozvojovych zemich, ale stale vice ohrozuji i zemé¢ civilizované. To je zpusobené hlavné
vznikem novych rezistentnich kmenti mykobakterii, které¢ odolévaji souc¢asnym lécebnym
postupum. Z celosvétového hlediska predstavuje TBC zcela zasadni problém. Rocné

na toto onemocnéni umiraji témét 2 miliony lidi.

Podle odhadi je bakterii M. tuberculosis infikovana zhruba jedna tfetina svétové
populace. Ve velké ¢&asti pripad vSak onemocnéni neptfechazi do aktivni formy
tuberkul6zy a jedinci zistavaji asymptomati¢ti. Tento stav se nazyva latentni infekce.
Lidé s touto formou infekce musi celit celozivotnimu riziku, ze v ptipadé oslabeni
organismu muze dojit k aktivaci tuberkuldzy. Imunosuprese je vyvolavdna mimo jiné
virem HIV (Human Immunodeficiency Virus), se kterym je onemocnéni tuberkuldzou

uzce spjato. U lidi nakazenych HIV patii TBC mezi hlavni pfiiny amrti.

Tuberkuléze je nutné vénovat pozornost také z divodu soucasné migrace
obyvatelstva. Vé&tSina imigrantl pochdzi z oblasti, kde je vysokd mira incidence
tuberkulozy. V hostitelské zemi pak dochazi k Siteni infekce, zvlasté nebezpecnymi jsou
zejména polyrezistentni kmeny. Zcela nas neochrani ani ockovani. Vyznamnym faktorem

v boji s TBC je i spolecensky zajem o tuberkulozu a kontrola tohoto onemocnéni.

Prognoézu tohoto onemocnéni mizZzeme povazZovat za dobrou, pokud je vcas a
spravné léceno. Proto je pravé rychld, presna a vCasnd diagnostika velmi dulezita.
Rozhodujicim kritériem je laboratorni prikaz mykobakterii v pacientském vzorku.
ktera se li§i od béZnych postupil pii pritkkazu jinych bakteridlnich rodd. Mezi nejcastéji
vyuzivané laboratorni metody prikazu mykobakterii patii stale kultivace, kterd trva
piiblizné 4—12 tydnt z diivodu pomalého rastu téchto bakterii. Proto je pro efektivné;jsi
diagnostiku velmi dilezity rozvoj novych laboratornich metod, v soucasnosti zejména

molekularné genetickych, které zajistuji predbézné vysledky jiz v fadu nékolika hodin.
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Cilem této prace je vytvofit uceleny piehled dostupnych laboratorné
diagnostickych metod, pouzivanych k diagnostice mykobakterii. V praktické ¢asti se pak
zamé&fuji na laboratorni metody vyzivané v konkrétni mykobakteriologické laboratofi,
jejichz vysledkem je piehled provedenych analyz klinickych vzorkti a vyhodnoceni

zachycenych mykobakteridlnich agens za dané ¢asové obdobi.
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TEORETICKA CAST
1 CHARAKTERISTIKA RODU MYCOBACTERIUM

Bakterie rodu Mycobacterium se fadi do ¢eledi Mycobacteriacac a fadu
Actinomycetales (Ktepela, 1995). Rod Mycobacterium zahrnuje v sou¢asnosti vice nez
150 druhti a poddruht bakterii (Biological Library, online). Néktera jsou pro ¢lovéka
obligatorn¢ patogenni, nazyvaji se prava mykobakteria, druhou skupinou jsou
mykobakteria netuberkul6zni (atypicka). Netuberkuldézni mykobakteria mohu byt
nepatogenni, nebo se jedna o patogeny podminéné, které mohou byt nebezpecné zejména

U osob se snizenou imunitou, nebo zplisobuji onemocnéni pouze u zvifat (Netval, 2004).

1.1 Morfologie

Mykobakteria v mikroskopu vypadaji jako kratké, tenké, mirn¢ prohnuté ty¢inky
o délce 1-4 um a sifce 0,3-0,5 um. Tycinky se mohou vyskytovat bud’ izolovang, ale
Castéji se uspotadavaji do podélnych shluki. Jsou nepohyblivé, na koncich nebo ve stiedu
tvoti granula. Z hlediska vztahu ke kysliku jsou aerobni, nékterd mikroaerofilni a netvoii

spory (Kiepela, 1995).

Jejich spoleénym znakem je stavba bunécné stény odlisnd od béznych druhi
bakterii, proto vyZaduji specialni barveni. Nebarvi se klasickymi anilinovymi barvivy,
jsou tzv. acidoalkoholorezistentni. Tato vlastnost znamend, Ze jsou odolné vici
kyselinam, alkoholim, ale 1 louhlim, coz jim pomaha 1épe pfezit v téchto roztocich, a
mohou byt odolné i viuci desinfekénim prostiedkim (Kiepela, 1995). Za jejich odolnost

je zodpovédné voskové pouzdro, které je chrani také ped vysychanim (Tomasek, 1938).

1.2 Chemické slozeni

Télo mykobakterie je slozeno z 60 % vodou. Bunécna sténa mykobakterii
obsahuje znacné mnozstvi tukti (30—40 %). Tyto lipidy obsahuji kyselinu mykolovou,
fosfolipidy, vosk D a glykolipidy. Lipidy mykobakterii jsou toxické pro jejich hostitele.
Dalsi dilezitou sloZkou mykobakterii jsou polysacharidy, které jsou sloZzeny z arabindzy,
galaktdzy, mandzy a glukanu. Lipopolysacharidy zajist'uji permeabilitu membrany a maji
uplatnéni pii sérologickych reakcich. Biologicky nejaktivngjsi ¢asti jsou proteiny, které
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se elektroforeticky déli na frakce A, B a C. Proteiny tvoii antigeny, ty jsou nejsilnéjsi
ve frakci A. Nedilnou souc¢asti mykobakterialni buiiky jsou také nukleové kyseliny a
pigmenty (Kiepela, 1995; Netval, 2004).
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Obrazek €. 1 — Schéma bunécné stény mykobakterii

povrchovy glykolipid
‘ fibrézni struktury

peptldoclykan

‘plazmatickt membrana

Zdroj obrazku: M. Bednaf, V. Frankova, J. Schindler, A. Soucek, J. Vavra:
Lékatska mikrobiologie. Marvil, 1996, s. 306.
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2 JEDNOTLIVE DRUHY MYKOBAKTERII A JEJICH
VYZNAM

Tabulka ¢. 1 uvadi ptehled zdkladnich mykobakteridlnich druhti podle patogenity.

Tabulka €. 1 Klasifikace n¢kterych mykobakterii dle patogenity

Prava mykobakteria Netuberkul6zni mykobakteria

Obligatorné patogenni Potencialné patogenni

Nepatogenni mykobakteria

mykobakteria mykobakteria
M. tuberculosis M. kansasii M. gordonae
M. bovis M. marinum M. flavescens
M. bovis BCG kmen M. simiae M. terrae
M. africanum M. asiaticum M. smegmatis
M. microti M. scrofulaceum M. phlei
M. leprae M. szulgai

M. xenopi

M. avium-intracellulare

M. ulcerans

M. malmonensae

M. haemophilum

M. shimodei

M. fortuitum

M. chelonei

Zdroj: Doporuc¢ené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infeket,

1998

Prava mykobakteria jsou pro ¢lovéka striktné patogenni, proto jsou klinicky velmi
vyznamna. Do této skupiny patii zejména tzv. mykobakteria tuberkul6zniho komplexu
(tj. M. tuberculosis, M. bovis, M bovis BCG kmen a M. africanum). Skupina téchto
mykobakterii vyvoldva onemocnéni zvané tuberkul6za, a to u lidi i u nekterych zvirat.

Tuberkuléza se vyskytuje v n€kolika formach, z nichZ nejcastéjsi je jeji plicni forma. Dale
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sem patii M. leprae, zptsobujici onemocnéni lepra (malomocenstvi) (Netval, 2004;

Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

2.1  Mycobacterium tuberculosis (hominis)

M. tuberculosis (MTB), ve starSich pramenech nékdy nazyvané jako M. hominis,
je klinicky nejvyznamnéjs$i mykobakterium. Je pivodcem asi 95 % vSech tuberkuloznich
nékaz. Radi se do tzv. tuberkulézniho komplexu mykobakterii. Je nazyvano také jako
bacil Kochiiv (BK), a to podle jména jeho objevitele — némeckého 1ékaie — Roberta
Kocha. Tento vyznamny objev se stal v roce 1882 a pozdé&ji za né&j dostal Robert Koch
Nobelovu cenu (Homolka, 2003; Kiepela, 1995).

2.1.1 Morfologicka charakteristika

M. tuberculosis je kratka, rovna nebo lehce zahnuta tycinka, dosahujici délky
1,5-5 um. Je nepohybliva, v natéru se ¢asto nachazi v podob¢ paralelné orientovanych
provazcu. Optimalné roste pii teploté 37-38 °C a ke svému pieziti vyzaduje kyslik — je
vyrazng aerobni. Avsak jeji rist na vSech kultiva¢nich médiich je velmi pomaly, kultivace
trva minimalné dva tydny od inokulace. Divodem je velmi dlouhd genera¢ni doba,
mykobakterialni buiika se za¢ina délit az po 20-30 hodinach od jejiho vzniku (u ostatnich
bakterii byva generac¢ni doba dlouha 20—-30 minut). Naptiklad na vaje¢nych ptidach roste
M. tuberculosis ve formé drsnych, suchych kolonii, které jsou krémové zbarvené a maji
drobivou strukturu. V tekutych ptidach je mizeme pozorovat ve formé bilych granul, jez

nejdou roztepat.

Bunécna sténa obsahuje velké mnozstvi lipidl, proto jsou tyto tyCinky silné
acidorezistentni. Diky této vlastnosti se daji snadno izolovat od ostatnich mikrobi. Jsou
vysoce hydrofobni, stavbou jejich bunééné stény pfipominaji spiSe grampozitivni
bakterie, ale nedaji se obarvit podle Grama. Nejcastéji je barvime metodou dle Ziehl-
Neelsena, kde se obarvi kyselym karbolfuchsinem. V mikroskopu je poté jejich struktura
obarvena Gervend, pozadi je vétSinou svétle zelené nebo blankytné modré. Casto se
mykobakteria oznacuji také pomoci fluorochromu, tyCinky poté ve fluorescencnim
mikroskopu zafi zlutozelené na temné Cerveném pozadi (Netval, 2004; Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
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2.1.2 Odolnost, virulence a antigeny

cey

MTB 7ziji intracelularné, ale dokézi dlouho pfezit i extracelularn€. Jsou odolné
proti vysychani, ale ni¢i je slunecni zéfeni a teploty nad 60 °C. Vici niz§im teplotam jsou
odolnéjsi, ve zmrzlém materidlu jsou bez poskozeni svych funkei schopna prezit 1 roky.
Jejich odolnost je i k nékterym dezinfekénim prostfedkiim. Spolehlivé je likviduje 5%
lyzol nebo chlorseptol s chlorem a aktivovanymi solemi. Pred MTB se miizeme chranit
také sterilizaci v autoklavu, obecné je spolehlivé nici teploty kolem 90 °C, coz se vyuziva

pfi pasterizaci (Kiepela, 1995; Netval, 2004).

M. tuberculosis netvoii zadné endotoxiny ani exotoxiny. Na virulenci MTB se
podili hlavné tyto glykolipidy: kord faktor a sulfatidy. Kord faktor zajist'uje jeho toxicitu,
pusobi na mitochondridlni membranu a tim inhibuje respiraci a fosforylaci. Sulfatidy maji
schopnost potlaceni tvorby fagolysozomti a brani fagocytdze. Virulence muize byt riizna,
muze se spontdnné vytratit nebo se ztraty virulence uméle vyuziva pii oslabovéani
kultiva¢ni technikou, naptiklad u BCG kmene bovinnich mykobakterii, jez se vyuzivaji
pii vakcinaci. Mezi dalsi dulezité mykobakterialni glykolipidy patfi napiiklad

peptidoklykolipid, arabinogalaktan nebo lipoarabinomanan.

Mykobakterialni infekce, jako naptiklad tuberkuldza, se je provazena piitomnosti
antigent. Tyto latky jsou produktem mykobakterialni bunécéné stény a jejich cytoplazmy.
Nejvyznamngj§im antigenem je tuberkulin, ktery roku 1891 objevil Robert Koch.
Izoloval rizné druhy tuberkulinli a zkousel je vyuZivat terapeuticky a diagnosticky. Dfive
se tuberkulin pfipravoval ze zahu$téné tekuté pidy po oddéleni mykobakterii (stary
tuberkulin). Dnes se tuberkulin ziskava z vysrazeného proteinového komplexu z filtratu
mykobakterii a oznacujeme ho jako PPD (purfied protein derivative). Vyuziva se pii
tzv. Mantouxové koznim testu, kdy se PPD aplikuje pod kiizi. U zdravych osob
nevyvolava zadnou reakci, ale u o¢kovanych nebo tuberkulézou infikovanych jedinct se

Vv misté vpichu objevuje zanétliva kozni reakce (BEDNAR, 1996; Tomasek 1938).

Tento druh mykobakteria vyvolava tuberkulézu hlavné u Clovéka, primati a
u nekterych zvirat, jez jsou s lidmi v kontaktu. Experimentalné je patogenni pro morcata,
kiecky a mysi. Ve vychodni Africe a v jihovychodni Asii se vyskytuje tzv. indicka forma
M. tuberculosis, ktera se do Evropy muize pienést imigranty z téchto zemi (Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
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2.2  Mycobacterium bovis

M. bovis je obligatorn¢ patogenni mykobakterie, ktera spolu s M. tuberculosis a
M. africanum a nékterymi dal$imi druhy tvofi tzv. tuberkuldzni komplex. Na rozdil od
M. tuberculosis zpisobuje tuberkulézu zejména u hovéziho dobytka, ale ojedinéle se

prenasi i na Cloveka.
2.2.1 Morfologicka charakteristika

Tyc¢inky M. bovis jsou silngjsi, granulované a ruzné¢ dlouhé. Svymi vlastnostmi
ptipominaji M. tuberculosis. Rozdilem je, Ze nejsou aerobni jako M. tuberculosis, ale 1épe
se jim dafi za mikroaerofilnich podminek. Pro sviij rist vyzaduji teplotu 37 °C. Nejlépe
rostou na vajeCnych pitidich obohacenych o pyrohroznan sodny, a to ve formé
drobnéjsich, plochych, bezbarvych a lesklych kolonii. V tekutych ptadach jsou kolonie
bilé a neroztiepatelné (Doporu¢ené standardni metody v  mikrobiologii

mykobakterialnich infekci, 1998; Tomasek, 1938).
2.2.2  Virulence a patogenita

Toto mykobakterium pieziva v kulturach déle nez M. tuberculosis. Ma velmi
podobny genom, jejich antigeny jsou shodné. Spole¢né maji 1 tuberkuliny, které se 1isi
jen reakci. M. bovis vyvolava tuberkul6zu hlavné u hovéziho dobytka, dalSich domacich
zvitat, napt. u vepti nebo divoce Zijicich zivoc¢ichd. Mlze se prenést i na ¢loveka a ostatni
primaty, dnes uZ jen velmi vzacné. U clovéka nevyvolava plicni tuberkulozu, ale
tuberkulozu lymfatickych krénich uzlin. Dfive se toto onemocnéni pfenaselo predevSim
nepasterizovanym mlékem, ale v roce 1968 se v byvalém Ceskoslovensku povedlo

tuberkuldozu skotu eradikovat (Tomasek, 1938; Doporucené standardni metody

v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998; Homolka, 2003).

2.3  Mycobacterium bovis BCG (bacille Calmette Guérin)

Jedna se o uméle vytvofeny kmen mykobakteria s velmi nizkou virulenci, ktery
vznikl dlouhodobou kultivaci z M. bovis. Vyrabi se z n€j vakcina, vyuzivana k ockovani

proti tuberkuléze.

Mikrob svou morfologii pfipomina spise M. tuberculosis, a to jak

v mikroskopickém preparatu, tak v narostlych kulturdch. Biochemické vlastnosti ma
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podobné jako M. bovis, od kterého byl odvozen. Francouzsti 1ékafi Albert Calmette a
Camille Guérin izolovali M. bovis z vemene tuberkul6zn¢ infikované kravy a kultivovali
jej na bramborové pudé s ptimési zluce. Asi po 13 letech stovek opakovanych kultivaci
docilili sniZzeni jeho virulence na minimum, a proto je tento kmen pouzivan pro vakcinaci
proti TBC. U osob se snizenou imunitou a u vnimavych jedinci muze vyvolavat
postvakcinaéni komplikace (Doporucené standardni metody v mikrobiologii

mykobakterialnich infekci, 1998; Homolka, 2003).

2.4  Mycobacterium africanum

Toto obligatorné patogenni mykobakterium spada do bakterii tuberkul6zniho
komplexu. Zptsobuje tuberkulézu u lidi Zijicich pfedevsim ve stftedovychodni Africe, u
nas se muze vyskytovat ptenosem z africkych oblasti cestou imigrace. V Evropé bylo
zatim onemocnéni popsano v Némecku a Anglii (Doporucené standardni metody

v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998; Kiepela, 1995).
2.4.1 Morfologicka charakteristika

Ty¢inky M. africanum se mikroskopicky podobaji M. tuberculosis i M. bovis. Ve
vajenych plidach rostou minimélné 3 tydny pii 37 °C. Kolonie jsou ploché a drsné,
mohou mit centralni vyvyseni. Jsou nepigmentované nebo mohou mit krémové zbarveni

(Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

2.5  Mycobacterium leprae

M. leprae zpuisobuje na rozdil od ptedchozich mykobakterii onemocnéni zvané
lepra. Rika se ji téZ malomocenstvi nebo Hansenova choroba. Pravé norsky mikrobiolog
G. A. Hansen toto mykobakterium v roce 1874 objevil v lepromech (uzliky vyskytujici

se na postizené kuzi) (Seghal, 2006).
2.5.1 Morfologicka charakteristika

Morfologicky bakterie také vypadaji jako tyCinky, jsou granulované a dlouhé
1,5-8 um. Mohou byt rovné nebo lehce prohnuté, shlukuji se ve svazecky a kulovité
utvary (globi), které jsou stmelené zbytky rozpadlych mykobakterii. Jsou to intracelularni
patogeny a jsou siln€ acidorezistentni. Barvi se dle Grama gram-pozitivng, ale pouziva se

specialni barveni na acidorezistenci, dle Ziehl-Neelsena. Nevyhodou pii vyzkumu a 1é€bé
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onemocnéni zpisobené M. leprae je, ze se velmi $patné kultivuje. Proto se onemocnéni
vySetiuje prevazné geneticky (Doporucené standardni metody v mikrobiologii

mykobakterialnich infekci, 1998; Sehgal, 2006).

M. leprae vyvolava onemocnéni pouze u ¢lovéka, nékterych druhti opic a
U pasovce. Lidé se mohou nakazit bud’ kozni formou, nebo nervovou formou
malomocenstvi. Ob¢ formy zacinaji tvorbou uzlikd na kiizi — tzv. lepromt. Onemocnéni
se vyskytuje pievazné v tropickych zemich, hlavné¢ ve stiedni Africe a jihovychodni Asii,

ojedinéle i v jizni Evropé (Tomasek, 1938; Sehgal, 2006).
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3 DIAGNOSTIKA MYKOBAKTERII

3.1  Odbér biologického materialu a jeho transport do laboratore

Vybér vhodného biologického materialu a spravné zésady odbéru jsou pro kvalitni
vysledek mikrobiologického vysetieni nezbytné. Materidl odebirame ve spravnou dobu,
idedln¢ pred zahajenim antibiotické 1éCby, ze spravného mista — tedy tam, kde
predpokladame vyskyt bakterii. NejcCastéji zasilanym biologickym materidlem pro
diagnostiku plicni formy tuberkulézy 1 jinych plicnich forem mykobakterioz
(onemocnéni zpusobena netuberkuldoznimi mykobakterii) je sputum. Kromé spontanné
vykaslaného nebo indukovaného sputa je vhodné vySetfeni bronchoalveolarni tekutiny
(BAT), je mozn¢é vysetfit i zalude¢ni $tavu nebo lavaz. Nevhodnymi vzorky pro tuto
diagnostiku jsou rizné formy vytér z dychacich cest. Pro mykobakteridzy a tuberkulozy
lokalizované jinde, nez v plicich vybirdme vhodny biologicky materidl podle mista
procesu. Jedna se naptiklad o likvor, hnis, mo¢ nebo tkénové biopsie. U diseminovanych
infekci mizeme pro vySetfeni pouzit také vzorek krve nebo stolice (Votava, 2000;

Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

Biologicky vzorek odebirame zasadné do sterilnich souprav, obvykle dodavanych
komeréné. Odbér je provadén zkusenym pracovnikem, nejcastéji zdravotni sestrou, ve
specidlni mistnosti, kde je zajiStén fadny uklid, dezinfekce povrchi a odvétrani. Povéreny
pracovnik musi odbérovou néddobku oznacit jménem pacienta, jeho rodnym cislem a
sterilné odebrat dostatecné mnozstvi vzorku. Odebrany vzorek je doprovazen privodnim
listem, tzv. zddankou o mikrobiologické vysetteni, kde je uveden druh biologického
materidlu, identifikace Zadajiciho oddé€leni, vcetné¢ adresy a kontaktu, identifikace
osetfujiciho lékate, jeho odbornost, ICO, razitko a podpis, datum a cas odbéru,
identifikace pacienta — jeho jméno a ptimeni, rodné ¢islo, bydliste, zakladni diagnoza a
kod jeho zdravotni pojiStovny. V ptipad€ potieby mohou byt uvedeny dalsi dopliujici
informace (Votava, 2000; Doporucené standardni metody v mikrobiologii
mykobakteridlnich infekci, 1998).

Vzorek s pruvodnim listem je ihned po odbéru transportovan do laboratoie, kde
se musi zpracovat nejpozdéji do 24 hodin. Neni-li moZné transport ihned realizovat, je

nutno vzorek skladovat v chladnicce pii 2—4 °C a zabranit pisobeni pfimého slune¢niho
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zateni. Vlastni transport musi byt Setrny, aby nedoslo k rozbiti a vyliti obsahu, privodni
list je zabalen v umélohmotné f6lii, kvtili kontaminaci. Material vkladame do termobox,
zejména v letnich mésicich, aby nedochazelo k velkym vykyvim teploty a znehodnoceni
vzorku (Doporuc¢ené standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich infekeci,

1998).
3.1.1 Sputum

Sputum neboli sekret z dolnich cest dychacich patii mezi nejvhodnéjsi materialy
s nejvetsi vytéznosti mykobakterii. Jedna se o vazky sekret, ktery je ziskan vykasSlanim,
nesmi byt zaménén za sliny. Sputum je odebirano obvykle rdno nala¢no, nejlépe pied
hygienou dutiny ustni. Pacient dikladn¢ vykaslava sekret se zavienymi usty, ktery je
nasledn¢ odebran do speciadlni umélohmotné konické nadobky se Sirokym hrdlem,
tzv. sputnic¢ky. Objem kvalitniho vzorku by mél byt 2-5 ml (Votava, 2000; Doporucené
standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

3.1.2 Indukované sputum

Takzvané indukované sputum se odebird u pacienta, ktery nemuze sekret
spontann¢ vykaslat. Pfed odbérem dochazi k inhalaci solného roztoku, obsahujiciho
15 % NaCl a sterilni destilovanou vodu. V inhalatoru vznika aerosol tohoto roztoku, jez
pacient vdechuje 2—3 minuty. Vlastni odbér poté probiha vykaslanim sputa 15-30 minut
po inhalaci (Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci,

1998).
3.1.3 Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Cilem tohoto vySetfeni je ziskat bronchoalveolarni tekutinu pro vySetieni
bunécnych 1 nebunécnych slozek. Pacientovi se do segmentidlniho bronchu zavede
bronchoskop a postupné se do pradusky aplikuje fyziologicky roztok v nékolika mensich
frakcich, ktery je souCasné zpét odsavan. Celkové mnoZzstvi aplikovaného fyziologického
roztoku je 150-300 ml. Toto vySetieni se miize provadét pod lokalni anestezii (Stanley et
al, 1991).

3.1.4 Zaludeéni vyplach

Tento vykon se provadi nala¢no, pacientovi je do zaludku zavedena zaludecni
sonda. Nasledn¢ je odsato 50-100 ml obsahu pomoci sterilni stiikacky. Pacientovi

muzeme dat pred odbérem vypit 50-100 ml vlazné sterilni destilované vody. Vzorek musi
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byt ihned dopraven do laboratote a zpracovan do 4 hodin po odbéru. V opacném piipade
se material neutralizuje roztokem fosfore¢nanu nebo uhli¢itanu sodného a zpracuje se
ihned jak je to mozné (Doporuéené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich
infekci, 1998).

3.1.5 Moé

Mykobakterie se ve vzorku moce prokazuji obtizné, proto se odebira vice vzorkt
moci nékolik dni po sob&. Moc se odebira rano, do sterilnich nadobek se Sirokym hrdlem,
v mnozstvi 50-100 ml (Kiepela, 1995; Doporucené standardni metody
v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

3.1.6 Likvor, punktat, pleularni vypotek

Jedna se o sterilni material, ktery se odebirda v mnozstvi 3—5 ml do sterilni
zkumavky. Pfi odbéru je nutné striktn¢ dodrzet aseptické podminky (Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
3.1.7 Vytéry a stéry z abscesii nebo piStéli, hnisavych procesii a ran

Tekuty material se nasaje do injekéni stiikacky v mnozstvi nejvyse 10 ml. Pokud
tekuty material odebrat nelze, k ziskdni vzorku z postizeného loziska se pouziji vatové
tampony nebo laryngealni vytérky navlhéené v destilované vodé (Kiepela, 1995;

Doporuéené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
3.1.8 Menstruacni krev

Vzorek menstruaéni krve se odebira v prvnich tfech dnech menstruace. Ziska se
zavedenim sterilniho gdzového tamponu do pochvy alesponn na 3 hodiny. Po vynéti se
tampon ihned odesle do laboratofe, nejcastéji ve sterilni Petriho misce. Menstruaéni krev
se odebira opakované, nejlépe 3 dni po sobé&. Pro pritkaz gynekologické tuberkuldzy je
vhodnéjs$i pouzit material ziskany kyretdzi (Ktepela, 1995; Doporucené standardni

metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
3.1.9 Stolice

Odebira se vzorek stolice o velikosti liskového ofisku, odbér se sériové opakuje.
K odbéru i transportu jsou uzivany parazitologické zkumavky s lopatickou (Kiepela,

1995; Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
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3.1.10 Biopticky material

Biopticky nebo sek¢ni material je odebiran chirurgicky, vzorek tkané by mél byt
o velkosti pfiblizné 2 cm?®. Uklad4 se do sterilnich nadobek, ve kterych nesmi byt ptidana
zadna fixacni ani konzervacni tekutina. Takovéto vzorky se v laboratoii homogenizuji
rozetienim se sterilnim motskym piskem nebo s rozdrcenymi sterilnimi krycimi sklicky.
Homogenizace probiha v tkanovém homogenizatoru (Doporucené standardni metody

v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
3.1.11 Laryngealni vytér

Laryngealni vytér se ziskava rano, nalac¢no, pfed provedenim hygieny dutiny
ustni. Vzorek se odebird na 3 laryngeédlni sondy, které musi byt navlhceny sterilni
destilovanou vodou, kvtli zivotnosti mykobakterii. Laryngeélni sonda je ze specidlniho
chrommolybdenového dratku. Pacient vyplazne jazyk, sonda je zavedena nad epiglottis a

nasledné je vyzvén k prudkému zakaslani. Tampon je pak zasunut zpét do zkumavky.

Vzhledem k nizké prikaznosti mykobakterii v tomto materialu, napiiklad oproti
prikaznosti ze sputa, ktera o vice nez 50 % vyssi, se laryngealni vytér provadi vyjimecne.
Pro odebirajici personal je tento ukon velice rizikovy. Pfed pfipadnou infekci se chrani
rouSkou, Stitem, pokryvkou hlavy, gumovou zastérou a rukavicemi. Samotny odbér
metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

3.1.12 Krev

Krev se odebira na vysetfeni metodami IGRA (interferon gamma release assay).
Tyto metody detekuji interferon gama produkovany senzibilizovanymi T lymfocyty po
stimulaci in vitro tuberkul6znimi antigeny. Umoziuji detekci tuberkuldznich antigent

Vv organismu, ale nedokaZzi rozliSit mezi latentni a aktivni formou tuberkul6ézy (Amlerova,

2016).

3.2 Dekontaminace

Pted zhotovenim mikroskopického preparatu a kultivaci je nutné biologicky
material zpracovat. Aby nedochazelo k ovliviiovani vySetfeni piitomnosti jinych
mikrobialnich kultur, provadi se tzv. dekontaminace. Dekontaminace vyuziva relativni

odolnosti mykobakterii vuci kyselindm, zdsaddm a detergentlim, pivodni mikrobialni
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flora tuto odolnost nemd, a dochdzi tedy k potlaceni jejiho rtistu. K dekontaminaci se
vyuziva tzv. Petroffovy metody za pouziti roztoku hydroxidu sodného, metody
s laurylsulfatem sodnym nebo metody s N-acetyl-L-cysteinem. Nasleduje homogenizace
vzorku pomoci mechanického tfepani i samotnym pusobeni dekontaminac¢nich Cinidel.
Vzorek se pak koncentruje centrifugaci a k natéru se pouziva pouze jeho sediment.
Stejného postupu se vyuziva i u kultivacnich metod. Zpravidla se z takto pfipravené¢ho
vzorku  provadi  nejprve  naockovani na  kultivaci, teprve poté  se
ptfipravuje mikroskopicky preparat (Amlerova a kol, 2015, online; Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998)
3.2.1 Dekontaminacni metody

Jednou z nejcastéjSich dekontaminacnich metod je modifikovana metoda
Petroffova. Tato metoda vyuZiva 1 molarni roztok hydroxidu sodného (NaOH), ktery
vzorek dobfe dekontaminuje i homogenizuje. Béhem této metody je vzorek nékolikrat
protiepavam, centrifugovan a fedén sterilni destilovanou vodou. Vznikly sediment se
resuspenduje v 0,5-1 ml sterilniho fyziologického roztoku a o¢kuje se pomoci Pasteurovy
pipety nebo kalibrované klicky na jedno pouziti. Dal$i metoda moteni vyuziva plisobeni
laurylsulfatu sodného ve smési s 1 % NaOH, zde je vzorek neutralizovan roztokem
kyseliny chlorovodikové (HCI). Po homogenizaci a centrifugaci je supernatant
resuspendovan v 0,5-1 ml sterilniho fyziologického roztoku a o¢kovan na kultiva¢ni pudy
Pasteurovou pipetou. Po dekontaminaci vzorku metodou s laurylsulfatem sodnym nelze
o¢kovat na Sulovu tekutou piidu, ani na ostatni tekuté pidy, kvili ¢aste¢né denaturaci
bilkoviny. Dekontaminaci lze provést také metodou s N-acetyl-L-cysteinem, ktery je
ptidan do smési roztoktt NaOH a citratu sodného. Timto roztokem se vzorek dobie
dekontaminuje a homogenizuje. Ptida se fosfatovy pufr a po centrifugaci se sediment
rozpusti ve sterilnim fyziologickém roztoku. Laryngealni vytéry se dekontaminuji
specialné s roztoky HCIl a NaOH, které jsou sou¢asné titrovany za pomoci alkoholového
roztoku fenolftaleinu. Specialni dekontaminaci vyzaduji také vzorky moci. Zde se pridava
roztok kyseliny sulfosalicylové a po centrifugaci je sediment smisen se 4 % roztokem
kyseliny sirové (H2SO4). Vzorek se centrifuguje podruhé a nasledné je pridan ampicilin
nebo penicilin rozpustény ve sterilni destilované vodé. Sediment vhodny k ockovani na
pudy ziskame po tieti centrifugaci (Doporucené standardni metody v mikrobiologii

mykobakterialnich infekci, 1998; Votava, 2000).
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3.3  Mikroskopicky priukaz mykobakterii

Mikroskopicky priikaz acidorezistentnich tycek v biologickém materialu je velice
cennou metodou. VySetfeni je rychlé, jednoduché a ekonomicky vyhodné. Je vyuzivano
pti vyhledavani pacientd s aktivni formou tuberkuldzy i pii kontrolovani uspésnosti 1écby
u pacientl s probihajici chorobou. Pfesto se jedna pouze o vysetieni doplnkové, které
probiha soucasné s jinou metodou stanoveni, nejCastéji kultivaci, a nelze podle néj
stanovit diagnézu. Pro prukaz acidorezistentnich tyCek (ART) v mikroskopickém
preparatu je nutnd minimalni koncentrace 10° ART v 1 ml vySetfovaného materiélu.
Vysledek této ptimé diagnostické metody je vyjadien pouze kvalitativné¢ — materidl je
bud’ pozitivni, nebo negativni na pfitomnost ART. Mikroskopicky pozitivni vysledek
musi byt nahlaSen ihned po zjisténi (Votava, 2003; Doporucené standardni metody

v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

Mikroskopicky natér provadime na Cista a odmasténé podlozni sklicka, ktera jsou
fadn¢ oznafena piisluSnym cislem vzorku. Na sklicko se pfenese kapka sedimentu a
rovnomérné se rozetfe pomoci bakteriologické klicky. U ¢irych vzorkl, jako je
napiiklad likvor nebo punktat, provadime vicevrstevny natér, pro vétsi pravdépodobnost
zachyceni acidorezistentnich ty¢ek v preparatu. Husty materidl, naptiklad hnis, je po
naneseni na sklo suspendovan v kapce fyziologického roztoku nebo sterilni destilované
vody. Mikroskopicky natér lze zhotovit taktéZ z jiz narostlych kolonii. V takovémto
ptipadé¢ je k materialu rovnéz pifimichdna kapka sterilni destilované vody ¢i
fyziologického roztoku. Natéry se nechaji uschnout pti laboratorni teploté nebo Ize suSeni
urychlit v horkovzdu$ném sterilizatoru pii teploté do 60 °C, nikoliv vSak nad plamenem.
Pro mikroskopicky prikaz mykobakterii jsou vyuZivany dvé metody barveni.
Acidoalkoholorezistentni ty¢ky barvime metodou dle Ziehl-Neelsena nebo jsou k barveni
pouzivany fluorochromy za pouziti fluorescenéni mikroskopie (Amlerova a kol, 2015,
online; Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infeket,
1998).

3.3.1 Barveni dle Ziehl-Neelsena

Pied barvenim dle Ziehl-Neelsena preparat fixujeme Vv horkovzdusném
sterilizatoru teplotou 105 °C po dobu 10 minut. Fixované preparaty rozloZime na barvici

miizku tak, aby se navzajem nedotykaly. Nasleduje preliti roztokem karbolfuchsinu,
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ktery nechdme plsobit 5 minut. Mezitim zahfivdme preparat nad plamenem, az do
vystupu par. Nesmi dojit k varu ani odparu barviva. Barvivo slijeme a natér oplachneme
pod slabym proudem vody. Nésleduje odbarveni odbarvovacim roztokem. Odbarvujeme
obvykle 2—-3 minuty, dokud barvivo odtéka (siln&jsi natéry se odbarvuji déle). Roztok se
slije a preparat oplachne vodou. Poté natér dobarvujeme za pouziti dobarvovaciho
roztoku obsahujiciho malachitovou zelefi nebo metylénovou modf, ktery nechame
pusobit 20—60 sekund. Nakonec roztok slijeme, preparat oplachneme vodou a nechame
ususit (Slozeni barviv je uvedeno v piiloze ¢. 2) (Amlerova a kol, 2015, online;

Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

Takto pfipraveny preparat hodnotime pod svételnym mikroskopem. Celkové
zvétseni je 1000x (100x zvétSeni objektivu, 10x zvétSeni okularu), za pouziti imerzniho
oleje. Celkem hodnotime asi 50 zornych poli, v riznych mistech preparatu.
Meandrovitym pohybem postupujeme po tfech podélnych pruzich a hledame
acidorezistentni tycky, které se jevi ervené. Pozadi je svétle zelené nebo svétle modré,
podle pouzitého barviva. Vysledek vysetieni odecteme podle tabulky €. 2 (Doporucené
standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998). Obrazek ¢. 2

ukazuje M. tuberculosis v preparatu obarveném podle Ziehl-Neelsena.

Tabulka ¢. 2 Hodnoceni nalezu ART v preparatu barveném dle Ziehl-Neelsena

0 ART nenalezeny

1-9 Ojedin€lé ART (do 9 ART v preparatu, udava se pocet)
+ 10-21 ART

++ 21-100 ART

+++ Vice nez 100 ART

Zdroj: Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekei,
1998
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Obrazek ¢. 2 Mikroskopicky nalez M. tuberculosis v preparatu obarveném
metodou dle Ziehl-Neelsena

Zdroj: M. Votava a kol.: Lékaiska mikrobiologie specialni. Neptun, 2006,
obrazkova priloha, obrazek ¢. 21, ISBN 80-902896-6-5.
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3.3.2 Barveni fluorochromy pro fluorescen¢ni mikroskopii

Pro fluorescen¢ni mikroskopii barvime preparaty smési auraminu a rhodaminu.
Fixace probihd v horkovzdu$ném sterilizatoru 10 minut pfi teploté 105 °C, nebo je mozna
fixace plamenem stejna jako pii fixaci preparati barvenych podle Ziehl-Neelsena.
Samotné barveni roztokem fluorochromu probiha 10-15 minut bez zahtivani, nasledné je
barvivo slito a preparat oplachnut malym proudem tekouci vody. Odbarvujeme kyselym
alkoholem 5 minut a znovu oplachneme vodou. K dobarveni pouzivame roztok kyselého
fuchsinu obsahujici manganistan draselny, ktery nechame piisobit 2 minuty. Poté preparat
oplachneme a ususime (Slozeni barviv je uvedeno v ptiloze ¢. 2) (Amlerova a kol, 2015,
online; Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci,
1998).

K hodnoceni mikroskopického preparatu obarveného fluorochromy pouzivame
binokularni fluorescen¢ni mikroskop se suchym objektivem. Celkové zvétSeni je
160-400x. Po celé plose preparatu se meandrovitym pohybem vysetii 25 zornych poli.
Na temné Cerveném pozadi hleddme zlutozelené az stfibrné zéfici tyCinky. Zvlasteé pii
prvnim zéichytu je vhodné pouzit ke kontrole morfologie tyCinek imerzni objektiv a
specialni imerzni olej pro fluorescencéni mikroskopii. Pfi odecitani vysledku postupujeme
podle tabulky ¢. 3. Nékteré bunécéné substance se mohou barvit podobn¢ jako ART, proto
je pii pochybnostech vhodné natér odbarvit kyselym alkoholem a znovu obarvit podle
Ziehl-Neelsena (Doporuc¢ené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich
infekci, 1998).

Tabulka ¢. 3 Hodnoceni nalezu ART ve fluorescencni mikroskopii

0 ART nenalezeny (nebo nalezeny 14 ve 25 zornych polich)
+ ojedinélé ART (5-20 ve 25 zornych polich)

++ pocetné ART (21-100 ve 25 zornych polich)

+++ velmi pocetné ART (vice nez 100 ve 25 zornych polich)

Zdroj: Doporuéené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infeket,
1998.

Imerzni objektiv mikroskopu se po odecteni kazdého preparatu utird suchou
gazou, kvuli pfipadné kontaminaci dalSiho odecitaného preparatu acidorezistentnimi

ty¢kami. Odectené pozitivni preparaty se nalozi do histologické kyvety s xylolem, aby se
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zbavily imerzniho oleje. V xylolu jsou ponotfeny cca 5 minut a nasledné se nechaji
uschnout. Vsechny nové pozitivni nalezy se ihned telefonicky hlasi odesilajicimu
odd¢€leni nebo Iékaii. Ostatni vysledky jsou odeslany na piislusné oddéleni nejpozdéji do
48 hodin od piijeti materidlu. VSechny preparaty jsou uchovavany az do konce
mikrobiologického vySetfeni a kompletniho uzavieni vysledku (Amlerova a kol, 2015,
online; Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998;
Votava, 2000)

Mikroskopické vysSetfeni je pouze doplitkové a vyuzivd se zejména pro jeho
rychlost. Nalez ART v natéru nemusi nutné znamenat diagnozu tuberkul6zy. Nalezené
ART mohou byt patogeneticky nevyznamné nebo mohou byt snadno zaménény S jinymi
bakterialnimi rody (napt. rodem Nocardia, Rhodococcus nebo Corynebacterium). Avsak
ART nalezené v likvoru jsou natolik zédvazné, ze je tifeba ihned nasadit antibiotickou
1é¢bu. U pacientd s nalezem ART ve sputu musime pomyslet na to, Ze mohou byt velmi
nebezpecnym zdrojem mykobakterii pro okoli, hlavné kviali snadnému pienosu
(Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekei, 1998;

Votava, 2000).

3.4  Kultivaéni prikaz mykobakterii

Dal8i moZnou metodou k diagnostickému prikazu mykobakterii je kultivace.
Sterilné odebrané vzorky, naptiklad likvor nebo biopticky material, 1ze kultivovat rovnou,
bez pfedchozi upravy. VétSina ostatnich vzorkl obsahuje dalsi nespecifickou mikrofloru,
ktera by mykobakterie pferostla a kultivace by byla znehodnocena. Proto se provadi
tzv. dekontaminace neboli motfeni vzorku, viz vySe. Mofenim je vzorek taktéz
homogenizovan a ztekucovan, mykobakterie se pak lépe uvoliuji z mucinu. Pfed
kultivaci je vzorek rovnéz koncentrovdn centrifugaci nebo precipitaci (Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich infekci, 1998; Votava, 2000).
3.4.1 Kultivaéni pady

Kultiva¢ni vySetfeni vzorku na pfitomnost mykobakterii je Casov€ néarocné,
z dlvodu jejich pomalého ristu. Oproti mikroskopickému vySetfeni je vSak mnohem
citlivéj$i. Pro pozitivni kultivaéni nalez je minimélni koncentrace mykobakterii 102 az
10% v 1 ml vysetiovaného materialu (Kiepela, 1995). Vzorky pro kultivaéni priikaz ART

se zpravidla oc¢kuji na 3—4 riizné kultivacni plidy. Vyuzivany jsou jednak ptidy pevné, a
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to piida Lowenstein-Jensenova (L-J) a piida Ogawova a jednak piidy tekuté — Sulova piida

a Banicova puda.

Pevné pidy se vyznacuji obsahem vaje¢né masy. Ta je pfipravovana z cerstvych
vajec (pouzije se asi 22 vajec pro pripravu 1 | vajeCné masy). Vejce jsou postupné
pridavany do nadoby, kde se tiepou se sklenénymi perliCkami nebo mixuji ponornym
mixérem, dokud nevznikne homogenni vaje¢nd suspenze. Cely postup probiha za
sterilnich podminek. L-J ptida obsahuje asparagin, glycerin, Skrob a nékteré soli. Piida ma
ve vysledku slabé zelenou barvu, diky ptidavku vodného roztoku malachitové zelen€. Po
dokonalém promiseni a pfipadném piefiltrovani se tato smés rozpliuje po 5 ml do
vysokych zkumavek. Srazeni pid probiha ve specidlnim srdzecim apardtu nebo
vV Arnoldové pfistroji, ktery vyuZziva proudici paru o teploté 85 °C. Uzaviené zkumavky
jsou do pfistroje vkladany v Sikmé poloze, aby se zvétsila o€kovaci plocha piidy. Spravné
pfipravend ptida ma zrcadlové leskly povrch bez bublinek. L-J piida v§ak neni vhodna
pro kultivaci M. bovis. Glycerin obsazeny v této ptd¢ inhibuje jeho rust, proto se pro ucel
kultivace tohoto mykobakteridlniho druhu do pidy ptidd misto glycerinu pyrohroznan
sodny. Ogawova puda je na svou piipravu jednodu$si nez L-J pida. Neobsahuje
asparagin, ale glutamat. K zakladnimu roztoku je taktéz pridana vajecna masa, glycerin a
malachitova zelen. Stejné jako L-J ptida je rozlévana do zkumavek a srazena v Arnoldové
pfistroji. Obé& tyto pidy se svymi vlastnostmi vhodné dopliuji (Doporucené standardni

metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998; Votava, 2000).

Tekuté pldy, na rozdil od pevnych, obsahuji nativni bilkovinu, protoze se
obohacuji sterilnim hovézim sérem. Sulova tekuta piida ve svém zakladnim roztoku
obsahuje mimo jiné glycerin a l-alanin a obohacuje se kaseinovym hydrolyzatem. Je
dodavana komer¢né jako koncentrat, ktery se fedi sterilni destilovanou vodou. Pfi
ptipravé této pidy je nutné pracovat v boxu pro aseptickou praci, zkumavky jsou
rozpliiovany po 5 ml za dodrZeni striktné sterilnich podminek. Tekut4 ptida Banicova
obsahuje l-alanin a je do ni pfidavan penicilin. Pfi pfiprave ji chranime pted kontaminaci,
stejné jako pudu Sulovu (Doporu¢ené standardni metody v mikrobiologii
mykobakteridlnich infekei, 1998; Votava, 2000). Slozeni zdkladnich roztokt jednotlivych

druhti kultivac¢nich ptd je uvedeno v pftiloze.

Pidy se ockuji sterilni Pasteurovou pipetou 0,2 ml homogenizovaného sedimentu

vzorku. Kazdy vzorek je naockovan na 3—4 ptdy, vétSinou byva kombinace tekutych i
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pevnych pad. Pevné vajecné ptidy jsou ockovany pouze na jejich povrch. Nékteré vzorky,
jako naptiklad vzorky z kiize nebo abscesii vyzaduji specidlni kultivaci. Ockuji se na dvé
fady médii, z nichz jedna je uloZena v komorovém termostatu pii 28-30 °C, kvli
M. marinum a M. chelonae. Druha fada médii se inkubuje pii 35-37 °C, tak jako ostatni
vzorky. Naockované pevné pidy se uchovavaji uzaviené v takové poloze, aby inokulum
zakryvalo celou plochu piidy minimalné na 24 hodin. VSechny zkumavky jsou fadné
oznacené protokolarnim ¢islem a vzorky od jednoho pacienta jsou sepnuty gumic¢kou do
jednotlivych svazki. Celkova doba inkubace na pevnych pudach trva obvykle 9, piipadné
12 tydni. Béhem doby kultivace nesmi byt prekrocena teplota 40 °C, vzduch musi
v termostatu spravné cirkulovat (Doporucené standardni metody v mikrobiologii

mykobakteridlnich infekci, 1998; Votava, 2000).

Prvni odecitani probiha po tfech tydnech od zacatku inkubace. VysokosSkolsky
pracovnik, ktery odecitani provadi, vybere pidy s narostlymi mykobakterialnimi
koloniemi a zhodnoti je podle schématu uvedeném v tabulce ¢. 4. Na ptidach se objevuji
kolonie rychle rostoucich i nékterych dal$ich druhti mykobakterii. U pozitivnich kultur
se provede jejich identifikace a prubézné vysledky se odesilaji na pfislusné oddéleni.
Zaroven se také vyrazuji vzorky kontaminované (po mikroskopické kontrole), spolu
s zadosti o opakovani vysetfeni. Po Sesti tydnech inkubace se hodnoti a zaroven odesilaji
vSechny vzorky. Pozitivni piidy se identifikuji, u negativnich pokracuje kultivace dalsi tii
tydny. Sdéleni dalSich vysledkl probiha pouze v ptipadé€ pozitivniho nalezu. Po 9 tydnech
se inkubace obvykle ukon¢i, vyjimkou mohou byt vzorky, u kterych byly
v mikroskopickém preparatu nalezeny acidorezistentni ty¢ky. U téchto vzorkl je vhodné
kultivaci prodlouZit jesté o 3 tydny. Kviili urychleni vySetfeni se v nékterych laboratotich
muzou vzorky odecitat navic jiZz po dvou tydnech. Zejména se vyfazuji kontaminované
pudy, odecitaji se prvni zachyty rychle rostoucich mykobakterii nebo vzorky, které byly
pozitivni na pfitomnost ART v mikroskopickém preparatu (Doporucené standardni

metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekei, 1998; Votava, 2000).
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Tabulka €. 4 Hodnoceni pozitivnich kultur pfi kultivaénim vysetfeni

1-9 ojedinél¢ kolonie, uvadi se jejich pocet
+ 10-20 kolonii
++ 21-100 kolonii

nepocitatelny pocet kolonii, blanka na povrchu tekuté pidy,
splyvajici riist na vajecné pudé
Zdroj: Doporuc¢ené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infeket,

1998.

+++

3.4.2 Vzhled kolonii

Jeden z klinicky nejvyznamnéjSich druhti mykobakterii, M. tuberculosis, roste na
vajecnych ptdach v podobé drsnych kvétakovitych kolonii nazloutlé barvy. Kolonie maji
nepravidelny okraj a jejich konzistence je droliva (eugonicky rust). Rast M. tuberculosis
na L-J pudé mizeme vidét na obrazku ¢. 3. Naopak M. bovis roste dysgonicky. Jeho
kolonie jsou malé, sotva viditelné, jejich povrch je hladky a nepigmentovany. Ostatni
druhy mykobakterii tvofi velmi rozmanité kolonie. V tekutych pidach se tuberkuldzni

mykobakteria jevi jako krupicovity sediment, ktery nelze rozttepat (\Votava, 2000).
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Obrazek ¢. 3 Kolonie M. tuberculosis na L-J padé

Zdroj: E. W. Nester, C. E. Roberts, M. T. Nester: Microbiology — a human
perspective. WM. C. Brown Publishers, 1995, s. 482, ISBN 0-697-12760-5.
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3.4.3 Metody urychlené kultivace

V soucasné dob¢ jsou stale vice pouzivané tzv. urychlené kultivacni postupy,
jejichz principem je stanoveni metabolickych produktti mykobakterii, které jsou béhem
jejich rastu uvoliiovany do tekutych ptd. Pozitivni vzorky jsou detekovany pocitacem jiz
za 10-14 dnt. Dalsi pfistroje funguji na bazi detekce ubytku kysliku, ktery je
mykobakteriemi spotfebovavan v prubéhu jejich rustu. (Votava, 2003; Ptakova, 2011).

Prikladem vySetfeni zalozeného na méfeni metabolickych produkti mykobakterii
je systétm BACTEC 460 TB. Testovany vzorek je inokulovan pomoci injek¢ni stiikacky
do specidlni diagnostické lahvicky, obsahujici obohacené Middlebrookovo tekuté
médium 7H12B. K médiu je pfiddna kyselina palmitova, znadena radioizotopem 24C.
Tento substrat je za pfitomnosti Zivych mykobakterii metabolizovan na 4COs..
Radioaktivni plyn se hromadi nad médiem a pii dosaZeni urcité koncentrace se vysledek
automaticky zaznamena jako pozitivni (Homolka a Votava, 2003; Doporuc¢ené standardni

metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

Na principu méteni CO2 slouzi také neradiometricky ptistroj MB/BacT. Rozdil od
ptedchozi metody spociva ve zpusobu detekce COp, ktera probiha kolorimetricky. Na dné
kultivaénich lahvicek jsou zabudovany terciky, které s pfibyvajicim mnoZstvim oxidu
uhli¢itétho méni svou barvu. Inkubacni skifiné pfistroje jsou vybaveny senzory, jez
svételné a zvukoveé hlasi zmény barvy jednotlivych terciki. Dal$i novéjsi
neradiometerické pfistroje vyuzivaji obdobného zplsobu detekce, s rozdilem méteni
fluorescence (Homolka a Votava 2003; Doporucené standardni metody v mikrobiologii
mykobakterialnich infekci, 1998).

Kultivaéni systém MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) je systém,
ktery méfi spotiebu kysliku. Biologicky vzorek je plnén do specidlnich lahvicek,
vybavenych oxygenovym senzorem. Jako kultivacni pida je vyuzivano selektivni
Middlebrookovo 7H12B meédium a na lahvicky je pomoci silikonové zatky upevnén
fluorescenéni indikator. Vysledna intenzita fluorescencniho zafeni je meéfena UV
transluminatorem a je pfimo Umérnd spotiebé kysliku, tedy mnozstvi pfitomnych
mykobakterii (Kozdkova, 2006; Doporucené standardni metody v mikrobiologii

mykobakterialnich infekci, 1998).
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3.5 ldentifikace izolovanych kment mykobakterii

Izolované kmeny mykobakterii je potieba identifikovat. Cilem identifikace je
hlavné odliSeni obligatorn¢ patogennich mykobakterii (nejcastéji mykobakterie
tuberkul6zniho komplexu) od netuberkul6znich mykobakterii (NTM). Tomuto vySetfeni
podléhaji vSechny nové izolované kmeny, které by mély byt uréeny na uroven druhu
mykobakteria. (Amlerova a kol, 2015, online; Doporuc¢ené standardni metody
v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998). Porovnani jednotlivych metod

identifikace je uvedeno v tabulce ¢. 6.
3.5.1 Screeningové testy

Ptedbézné se vzorky hodnoti na zaklad¢é screeningovych testli. Na pevnych
i tekutych pidach pozorujeme makroskopicky vzhled kolonii. V tekutych pudach
rozliSujeme sediment nebo zékal, n¢které kolonie rostou v podobé blanky na povrchu
pudy. Na pevnych i tekutych ptdach hodnotime velikost kolonii, jejich povrch a
konzistenci. Vaje¢né ptidy nam umoziuji rozlisit eugonicky (typicky pro M. tuberculosis)
a dysgonicky rust (typicky pro M. bovis). Identifikovat jednotlivé druhy mykobakterii
nam pomdaha také pigmentace kultur (Votava, 2000; Doporucené standardni metody

v mikrobiologii mykobakteridlnich infekci, 1998).

V mikroskopickém preparatu kontrolujeme pfitomnost ART a tim potvrzujeme
rod Mycobacterium. Mikroskopicka morfologie musi byt ovéfena alesponl z jedné pudy
izolovaného kmene. V mikroskopu hodnotime tvar, uspofadani a velikost ART, tvorbu
provazci, vlaken nebo shluki a pfitomnost granul. Zaroven posuzujeme Cistotu kultury,
pro dalsi testovani je nutno ziskat kulturu s pfitomnosti pouze jednoho druhu ART.
Mikroskopické vySetfeni povaZzujeme pouze za orientacni, nebot’ vétSina mykobakterii
nema specifické morfologické znaky (Amlerova a kol, 2015, online; Doporucené

standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich infekci, 1998).

Jako dalSi screeningové testy se vyuzivaji metody zalozené na odliSnych
biochemickych vlastnostech jednotlivych druhi mykobakterii. Mezi zékladni
biochemické testy patii produkce niacinu, redukce nitrati a schopnost rstu na ptidach
s ptidavkem hydrazidu kyseliny thiofen-2-karbonové (TCH). Screeningoveé se u kazdého
nove¢ izolované¢ho kmene mykobakterii testuje také citlivost na antituberkulotika (AT)

(Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).
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V poslednich letech se vyuziva imunochromatograficky test na pritkaz proteinu MPT 64,

jehoz produkce je specificka pro druhy komplexu M. tuberculosis (Arora, 2015).
3.5.2 Niacinovy test

Na zaklad¢ schopnosti tvofit niacin odliSujeme screeningové M. tuberculosis od
ostatnich druht mykobakterii. Niacin produkovany mykobakteriemi tvoii derivaty
s kyanidy a za pfitomnosti anilinu je tvofeno zluté zabarveni. Pozitivni vysledek tohoto
testu sledujeme u M. tuberculosis a nékterych podkment M. bovis BCG. Mozna tvorba
niacinu je zji$téna také u M. microti, M. chelonae a u n¢kterych kmena M. africanum ¢i
M. simiae. M. bovis a ostatni mykobakterie niacin netvoii, vysledek je negativni

(Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich infekci, 1998).
3.5.3 Redukce nitrati

Enzymatické vlastnosti nékterych mykobakterii zajist'uji redukci nitratl na nitrity,
které jsou prokazovany detekénimi ¢inidly jako cervena sloucenina. Pozitivni vzorky se
projevi jasné Cervenym zabarvenim, negativni nikoliv. Kontrola negativity testu spoc¢iva
Vv pfidani zinkového prachu, kdy se negativni vysledek barvi ¢ervené. Pozitivitu tohoto
testu prokazuje M. tuberculosis, M. kansasii, M. fortuitum a M. szulgai. Typicky negativni
vysledek nachazime v pfitomnosti M. bovis, M. avium-intracellulare, M. xenopi,
M. chelonae nebo M. simiae. U M. bovis BCG, M. scrofulaceum a M. marinum muze byt
vysledek variabilni (Doporuc¢ené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich

infekei, 1998).
3.5.4 Citlivost na TCH

Tento test slouzi zejména k odliseni M. tuberculosis a M. bovis. Vzorek
mykobakteridlni kultury se naockuje na vaje¢nou ptidu s ptidavkem 1 mg TCH a soucasné
na kontrolni ptidu bez TCH. Rust M. bovis je za ptitomnosti TCH inhibovan. Na pudé
s TCH neroste ani M. bovis BCG ani M. africanum. Naopak M. tuberculosis a jina
mykobakteria se na ptdé¢ s ptidavkem TCH pomnozuji (Doporuc¢ené standardni metody

v mikrobiologii mykobakteridlnich infekci, 1998).
3.5.,5 Test fotochromogenity

Neékteré  druhy  mykobakterii  vykazuji  schopnost  fotochromogenity.
Fotochromogenni mykobakteria, M. kansasii a M. marinum, obsahuji nebarevné

prekurzory, které se po ozareni viditelnou ¢asti svétla a za ptitomnosti vzduchu méni na
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zluté az oranzové zbarvené derivaty beta karotenu. Kultivace probihd ve dvou sériich.
Prvni série zkumavek se kultivuje zabalend do tmavého papiru, druhd se ponecha
nezabalena. Po tfech tydnech inkubace se nezabalené zkumavky vystavuji na dvé hodiny
ucinku svételného zareni. Fotochromogenita je prokdzana, pokud maji ozarené zkumavky
zlutou pigmentaci kolonii, ve srovnani s neozafenymi, ve kterych rostou kolonie krémové

barvy (Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci, 1998).

3.5.6 Dalsi metody identifikace zaloZené na prikazu biochemickych a
rustovych vlastnosti mykobakterii

Krome¢ téchto testa se k druhovému urceni mykobakterii vyuzivaji jesté dalsi testy

zalozené na pritkazu biochemickych a rastovych vlastnosti. Patii mezi né naptiklad:
Rast pti riznych teplotach
Redukce Zelezitych iontd
Rist na ptidé€ s 5% chloridem sodnym (NaCl)
Rust na pudé s 0,5 mg/ml hydroxiaminu (HA)
Rist na pudé s 0,5 mg/ml p-nitrobenzoatu sodného (PNB)
Rist na pudé s 1 % dezoxycholatu sodného (DS)
Hydrolyza Tweenu 80
Prikaz arylsulfatazy
Prikaz kyselé fosfatazy
Prikaz beta-galaktosidazy
Prikaz diaminooxidazy
Prikaz acylamidaz
Degradace p-aminosalicylatu
Tvorba kyseliny ze sacharidi

(Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci,
1998)
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3.5.7 ldentifikace pomoci hmotnostni spektrometrie

,Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry
(MALDI — TOF MS) je zalozena na srovnani hmotnostniho spektra biomolekul (hlavné
proteinil) vySetfovaného izolatu s hmotnostnim spektrem zndmého mikroorganismu‘

(Melter a Malmgren, 2014, s. 126).

Pomoci hmotnostni spektrometrie jsou biomolekuly nejprve ionizovany a
separovany. M¢fi se Cas letu ¢astic a dochézi k vytvareni hmotnostniho spektra, které se
nakonec srovnava s databdzi znamych hmotnostnich spekter, specifickych pro kazdy
mikroorganismus. Tato metoda zatim neni pro identifikaci mykobakterii tak spolehliva,
jako pro ostatni bakterialni druhy, je zde nutnd pfiprava kmene tzv. extrakci (Amlerova,
2014). Vyhodou je jeji rychlost — vzorek muze byt identifikovan béhem nékolika minut
(Melter a Malmgren, 2014; Amlerova a kol, 2015, online).

3.6  Molekularné genetické metody

V poslednich letech se v souvislosti s rozvojem molekularni genetiky stale vice
vyuzivaji k detekci M. tuberculosis ve vzorcich pravé molekularné genetické metody.
Nejptinosnéjsi jsou metody amplifikacni, konkrétné PCR (polymerdzova fetézova
reakce. Tyto metody jsou velmi senzitivni i1 specifické. Provedeni je velice rychlé, do
nekolika hodin. U diagnostiky tuberkul6zy je nutné vzdy tyto metody doplnit o vySetfeni

kultiva¢ni, které je v kazdém ptipad€ nepominutelné.

Molekularné¢ genetické metody vyuZzivaji detekci specifickych sekvenci
nukleovych kyselin, které jsou namnozen¢ amplifikaci. Tento amplifikovany produkt je

detekovan hybridizaci se specifickymi sondami (Ptakova, 2011).
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3.7 Stanoveni citlivosti na antituberkulotika

Test citlivosti na zakladni antituberkulotika (AT) se provadi u kazdého nové
izolovaného kmene mykobakterii tuberkul6zniho komplexu, na pozadani klinika se
testuji i podminéné patogenni druhy mykobakterii. Mezi zékladni druhy AT tadime
izoniazid (INH), streptomycin (STM), rifampicin (RIF), pyrazinamid (PZA) a etambutol
(EMB). Pokud u pacienta nedochazi ke zlepSeni stavu a je laboratorni nalez pozitivni i po
3 meésicich od zahajeni 1écby, musi se vySetieni citlivosti opakovat. Pfi pietrvavajici
rezistenci se stanoveni citlivosti rozSifuje i jinymi antibiotiky a antituberkulotiky, jedna
se predevsim o fluorochinolony, rifabutin, etionamid, klaritromycin, aminoglykosidy,
capreomycin, clofazimin a cykloserin. K testovani lékové citlivosti je vyuzivana
tzv. proporéni metoda dle Canettiho na vajenych ptidach, k modernim a rychlejSim
metoddm tadime testovani v automatickych systémech typu Bactec nebo molekularné
genetické vySetieni gent zodpovédnych za Iékovou rezistenci. DalSi moznosti je
stanoveni tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera se pouziva predevSim u
rezistentnich kment M. tuberculosis jako doplitkova metoda (Homolka a Votava, 2012;

Amlerova a kol, 2015, online).
3.7.1 Propor¢ni metoda dle Canettiho

Testovani 1ékové citlivosti mykobakterii se 1i8i od bézného testovani ostatnich
bakterialnich druhti. Podstatou tohoto stanoveni je srovndni rlistu mykobakterialniho
kmene na pidé bez AT s rlstem na pidé s tzv. kritickou koncentraci 1éku. Kritickou
koncentraci mizeme definovat jako minimalni koncentraci, ktera inhibuje "divoké
kmeny", které se nikdy pfedtim nedostaly do styku s danym lékem. Zaroven ale tato
koncentrace neumoznuje inhibici izolath ziskanych od pacientdl, jeZ nereaguji na 1écbu

(Votava, 2000; Amlerova a kol, 2015, online).

Kultivace probiha na vajeénych L-J ptudach, které¢ obsahuji takové mnozstvi
pfisluSného AT, aby byla zajiSténa kriticka koncentrace. Prehled kritickych koncentraci
u zdkladnich AT je zndzornén v tabulce ¢. 5. Takto pfipravené piidy jsou obvykle

dodavany komercné (Amlerova a kol, 2015, online).
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Tabulka €. 5 Ptehled kritickych koncentraci u zdkladnich AT

Druh AT Kriticka koncentrace v miligramech na litr (mg/l)
INH 0,2
STM 4
RIF 40
EMB 2
PZA 400
Zdroj: Amlerova a kol, 2015, online

http://www.splm.cz/dokumenty/NSVP7_navrhl.pdf

Inkubace probiha 3—4 tydny, poté se odecita vysledek v tzv. kritickych proporcich
(x%). Kritickd proporce udava procento rezistentnich zarodkd a vypocita se podle
nasledujiciho vzorce:

a-100
b H

X% =

kde a je rovno poctu kolonii vyrostlych na pudé s kritickou koncentraci 1éku, a
b udava pocet kolonii vyrostlych na kontrolni piidé o stejném fedéni (Amlerova a kol,
2015, online; Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakterialnich infekci,
1998).

Testovany kmen je hodnocen jako citlivy, pokud je x% mensi nebo roven 1%.
V ptipadé, ze je x% vétsi nez 1 %, vyhodnotime kmen jako rezistentni. Relevantni
vysledek je mozné vyhodnotit pouze tehdy, je-li v kontrolni ptd¢ ptitomno minimalné
20 narostlych kolonii. V opa¢ném piipadé je tieba stanoveni opakovat s pouzitim vétsiho
mnozstvi inokula (Doporucené standardni metody v mikrobiologii mykobakteridlnich

infekei, 1998; Amlerova a kol, 2015, online).

3.8  Neprima diagnostika tuberkulozy

V mykobakteriologické diagnostice se uplatituje 1 diagnostika nepiima, ale je
omezena pouze na pritkaz onemocnéni zptisobenych M. tuberculosis. Piinosné jsou tzv.
metody IGRA (Interferon Gamma Release Assay). Principem je stanoveni mnozstvi
interferonu gama, ktery je produkovan efektorovymi T-lymfocyty pti styku
s tuberkul6znimi antigeny. Testy byly vyvinuty k detekci latentni formy tuberkulézy, ale
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1ze je vyuzit i pro detekci aktivni formy nemoci. Patii mezi n¢ metody QuantiFeron TB
Gold a T-SPOT TB (Amlerova, 2016).

Priikaz protilatek se jiz v diagnostice nevyuziva, WHO oznacila tuto metodu jako

nevhodnou a zavadgéjici pro diagnostiku tuberkulézy (www.who.int, 2015, on-line).

Tabulka ¢. 6 Porovnani jednotlivych metod prikazu mykobakterii

Laboratorni Doba do
Biologicky material ziskani Hodnoceni — priikaz
metoda ,
vysledku
Mikroskopicky Vsevchny druhy matefla,lu; ‘ ‘ o
. mo¢, krev, menstruacni 2h acidorezistentni tyCky
preparat . T
krev, stolice na vyzadani
KuvltljfacTu Vsechny druhy materialt 2-9 tydni | ziva mykobakteria
vysetreni
Metabolicka n¢kolik
kultivace (napi. | VSechny druhy materiali | dntiaz 6 ziva mykobakteria
Bactec) tydnu
Molekularng eneticky material
genetické Vsechny druhy materiala senetieRy
y < 6-8 specificky pro M.
metody (napf. kromé krve tuberculosis komplex
MTD, PCR P
QuantiFERON | Krev 24 h interferon gama (IF N-

v) stav bunécné imunity

Zdroj: Ptakova, 2011 https://www.medicinapropraxi.cz/pdfs/med/2011/11/06.pdf
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PRAKTICKA CAST
4 CiL PRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovat v teoretické casti uceleny pichled
moznosti laboratorni diagnostiky mykobakteridlnich onemocnéni. Déle v praktické ¢asti
zpracovat analyzu vzorkll klinického materidlu vySetfenych v mykobakteriologické
laboratoii za dané casové obdobi vcetné piehledu zachytu jednotlivych

mykobakterialnich agens.
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3) CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

V praktické casti byly zkouméany vzorky klinického materidlu vySetfené
v Laboratofi pro dg. mykobakterii Ustavu mikrobiologie Fakultni nemocnice v Plzni
od 1. 1. 2017 do 31. 12. 2017. Vzorky pochazely pifedev§im od pacientd Fakultni
nemocnice z ambulantni i lizkové casti, dale z LéCebny tuberkuldzy a respira¢nich
nemoci v Janové, dale z ambulantnich zafizeni odbornych plicnich lékaiti a také
z ambulantnich i lizkovych zafizeni jinych specialisti. Bylo vySetfeno celkem 7419

vzorkl riiznych druhii klinického materialu.
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6 METODIKA PRACE

Vzorky klinického materidlu byly doddny na piijem laboratofe pro
dg. mykobakterii, byly zkontrolovany a kazdému bylo pfidéleno jedine¢né protokolové

¢islo. U sputa byla zhodnocena jeho kvalita, napt. hnisavé, krvavé, sliny apod.

VSechny vzorky byly dekontaminovany metodou s N-acetyl-1-cysteinem.
Dekontaminacni proces obsahoval piidani roztoki N-acetyl-L-cysteinu s NaOH, 5%
Tweenu 80 a fosfatového pufru do vzorku spolu s pribéznym tfepanim a naslednou
centrifugaci 30 minut pii ota¢kach 3500 za min. Po sliti supernatantu se k sedimentu
pridal ¢tvrty roztok — fyziologicky roztok s Tweenem 80. Nasledovala resuspenzace

vortexem, resp. proplachnuti Pasteurovou pipetou.

Ze vSech vzorkli materidlu kromé moc¢i a LV byl zhotoven mikroskopicky
preparat. Na podlozni sklicko se nakapaly 1-2 kapky dekontaminovaného vzorku,
nechaly se zaschnout pii pokojové teploté a nasledné se preparat fixoval ve sterilizatoru
po dobu 15 minut pii teploté¢ 100°C. Pied vlastnim barvenim se jesté 3x preparat protahl
plamenem. Vsechny zhotovené preparaty se screeningové barvily fluorescenéni metodou,
ktera spocivala v postupném naneseni 3 roztokl. Fluorescencni barveni A preparat
obarvilo, roztok B odbarvil v§echny struktury mimo ART a roztok C dobarvil pozadi

preparatu. Do prohlizeni ve fluorescencnim mikroskopu byly preparaty ulozeny ve tm¢.

Dalsi ¢ast dekontaminovaného vzorku byla o¢kovana na sadu kultiva¢nich ptd ve
slozeni BBL MGIT s tekutym médiem Middlebrook 7H12B pro detekéni systém
BACTEC® MGIT ™ 960 (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA) v mnozstvi 0,5 ml a na
vaje¢né kultivaéni pidy Lowenstein-Jensen a Ogawa (TRIOS, Olomouc, Ceska
republika) v mnozstvi 0,2-0,5 ml. Po naockovani na pevné pudy se vzorek rozlil po celém
povrchu pudy, byl ulozen do Sikmého stojanu a vlozen do termostatu s teplotou 37 °C na
24 a7z 72 hodin.. Poté byly pidy uloZeny do boxu podle probihajiciho kalendainiho tydne
opct do termostatu o teploté 37 °C. V piipadé indikace kultivace i jinych teplotach
1ékatem byly naockovény dalsi piidy a kultivovany v teploté 30 °C nebo 42 °C. Zkumavka
BBL MGIT byla vloZena do pfistroje BACTEC MGIT 960. Zbytky vzorkli byly
likvidovany az po uzavieni vysledkti mikroskopie. Kultivace byla odeéitana standardné
po 3, 6 a 9 tydnech, kultivace v Bactec MGIT probihala automaticky, pozitivita vzorka

byla hlasena ihned, kultivace negativnich vzorkt byla ukonc¢ena po 42 dnech.
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Izolované kmeny byly identifikovany nejprve v ramci rozliseni M. tuberculosis
komplexu imunochromatografickym testem MPT 64. V ramci M. tuberculosis komplexu
pak niacinovym testem a rastem v pfitomnosti TCH. U netuberkul6znich druha byla

k identifikaci pouzita metoda MALDI TOF MS.
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7 VYSLEDKY

Za obdobi od 1. 1. 2017 do 31. 12. 2017 bylo vysetieno celkem 7419 vzorku.
V tabulce ¢. 7 je uveden piehled kategorii zdravotnickych =zafizeni, ktera

mykobakteriologické vysetieni indikovala a také kategorie typt klinickych vzorki.

Tabulka ¢. 7 Druhy klinického materialu a poéty vzorki v jednotlivych typech

zdravotnickych zafizeni

Typ klinického materialu Celkem
Indikujici Jing
subjekt o , -
) Spu- respiracni | - Mo¢ Hnis Hrudn'l Likvor | Uzlina Jiny "
tum material punktat material
(BAL)
Ambulance | 445 0 0|41 5 9 0 1 21 192
ne TBC
LGZka ne
TBC 322 99 3 23 16 129 5 5 56 658
Lécebna
RN 2129 2 32 | 20 5 2 0 0 51 2241
Luzka TRN | 1102 206 14 5 0 150 0 0 15 1492
Ambulance | 1gog | 716 | 7 | 45 | 0 | 129 | O 1 22 2818
Oddéleni
patologie 0 0 0 0 0 0 0 0 18 18
Celkem 5566 1023 56 | 134 | 26 419 5 7 183 7419

Ze vsech vysetienych vzorkd bylo mykobakteridlni agens zachyceno v 508
ptipadech v riznych materialech — ptehled je uveden v tabulce €. 8. U nékterych pacientli
byla pozitivita zachycena opakované, proto je celkovy pocet pozitivnich pacientii mensi,

nez pocet vzorkll — viz tabulka €. 9.

Ptehled pacientii s pozitivhim nalezem je rozdélen také podle klinické
vyznamnosti nalezu. V tabulce ¢. 9 jsou nalezy klinicky vyznamné, v tabulce ¢. 10 pak
nalezy bez klinické vyznamnosti. U téchto klinicky nevyznamnych nalezi byl u kazdého

pacienta pozitivni prave jen jeden vzorek.
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Tabulka ¢. 8 Pocet pozitivnich vzorti podle mykobakteridlnich druht a typu

materialu
Mykobakterialni druh | Druh vySetfovaného materialu Potet Pozitivnich
vzorki
Sputum 377
BAL 13
M. tuberculosis Uzlina 2
Pleuralni vypotek 2
Jiny material 10
Sputum 56
M. avium Uzlina 1
Jiny material 2
Sputum 9
M. intracellulare BAL 1
Ostatni material 1
Sputum 16
M. kansasii
Jiny material 2
M. fortuitum Sputum 5)
_ Sputum 4
M. xenopi
Jiny material 2
M. gordonae Sputum 2
M. marinum Jiny material 1
M. peregrinum Sputum 2
Celkem 508
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Tabulka ¢. 9 Pocet pacientl s pozitivnim vysledkem podle jednotlivych druha

mykobakterii — klinicky vyznamné nélezy

Mykobakterialni druh Pocet pozitivnich pacienti
M. tuberculosis 78
M. avium 25
M. intracellulare 6
M. kansasii 3
M. fortuitum 4
M. xenopi 2
M. gordonae 1
M. marinum 1
M. peregrinum 2
Celkem 122

Tabulka ¢. 10 Pocet pacientil s pozitivnim vysledkem podle jednotlivych druht

mykobakterii — klinicky nevyznamné nalezy

Mykobakterialni druh Pocet pozitivnich pacienta
M. gordonae 10
M. paragordonae 5
M. fortuitum 6
M. peregrinum 3
M. porcinum 1
M. chimaera 2
Celkem 27
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8 DISKUZE

Ve sledovaném souboru bylo vySetfeno 7419 vzorku klinického materialu.
Spadova oblast laboratofe je pomérné velkd, laboratot prakticky vySetiuje mykobakterie
pro cely Plzensky kraj a dale i pro néktera zdravotnicka zafizeni z jinych oblasti. Pti
pozitivité 508 vzorkl je procento pozitivnich nalezi 6,85. Tento vysledek odpovida
situaci ve vyskytu tuberkulézy v CR, ktery je velmi nizky, v poslednich letech je
incidence 4,9 novych piipadi na 100 000 obyvatel (UZIS, 2016).

Nejvice vysetiovanych vzorkl bylo z dolnich cest dychacich. Nejcastéjsi forma
mykobakteridlnich onemocnéni je forma plicni, proto i tento material je nejCastéjsi.
Zaroven je mykobakteriologické vySetieni vhodné i tam, kde je podezieni na tuto etologii
i jen velmi malé, ale kde je ziskany vzorek jedine¢ny, tedy napt. z invazivnich odbért.

Tak jsou vySetfovany materialy jako napf. likvory, tkang, uzliny.

508 pozitivnich vzorkl bylo zachyceno u 78 osob, netuberkul6zni mykobakteria
s klinickym vyznamem celkem u 44 osob. Pfi laboratorni diagnostice mykobakterialnich
onemocnéni se doporucuje vysetiovani série vzorki, tedy minimalné tii. Toto doporuceni
je vydano na zdklad¢ faktu, Ze k vylucovani mykobakterii pfi aktivhim onemocnéni
nedochdzi plynule, ale intermitentné, a tedy z jednoho vzorku by nemusela byt zachycena.

Déle se pozitivni pacienti vySetiuji opakované z divodu monitorace usp€snosti 1écby.

V nékolika ptipadech byla kultivaéné zachycena netuberkul6zni mykobakteria,
jejichz pfitomnost byla nakonec hodnocena jako nélez klinicky nevyznamny. Tato
mykobakteria se do vzorku mohla dostat napt. jako kontaminace z prostfedi nebo mohla
byt pfitomna v dychacich cestach pacienta jako kolonizace. Pacientovi tento nalez

nepusobil zadné obtize a 1écba nebyla nutna.
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9 ZAVER

Bakalafska prace je zaméfena zejména na shrnuti jednotlivych laboratornich
metod, vedoucich ke spravné diagnostice mykobakterii v biologickych vzorcich. VEasna
a piesna laboratorni diagnostika je klicem k spravnému ur¢eni onemocnéni a nasledné tak

k zahajeni vhodné 1é¢by.

Hlavni naplni prace mykobakteriologickych laboratoii je prikaz mykobakterii
tzv. tuberkul6zniho komplexu, jez zplsobuji tuberkul6zu. Nutno podotknout, ze toto
infekéni onemocnéni stale patfi mezi nemoci celosvétove nejrozsifenéjsi. Nebezpeci
hrozi hlavné¢ v dasledku Sifeni mykobakterialnich kment, které jsou rezistentni na 1écbu.

Z téchto diivodii bychom méli tuberkuléze stale vénovat velkou pozornost.

Prvni a druha kapitola je vénovana charakteristice bakteridlniho rodu
Mycobacterium a popisu jednotlivych klinicky nejvyznamnéjsich zastupct tohoto rodu.
V kapitole nésledujici je vypracovany piehled laboratornich metod vyuzivanych
k diagnostice mykobakterii. V ramci kapitoly laboratorni diagnostiky jsou zde vypsany
druhy biologického materidlu, které lze pro vySetfeni pouzit, véetné moznosti jejich
zpracovani pro dal$i vySetfeni. Mezi nejcastéji vyuzivané diagnostické postupy patii
mikroskopicky a kultivaéni pritkaz mykobakteridlnich agens. Zaroven se tyto metody
stale povazuji za nejspolehlivéjsi. Stale vice vyuzivanou metodou pritkazu mykobakterii
jsou molekularné genetické metody, které mohou vyrazné urychlit ziskani vysledku
vySetfeni. Kapitola popisuje rovnéz postup identifikace izolovanych kmenta bakterii a

stanoveni jejich citlivosti k 1écbé antituberkulotiky. Cilem bylo také provést stru¢né

srovnani jednotlivych laboratornich metod, které je uvedeno v zavéru kapitoly.
Naplnén byl rovnéz cil praktické Casti prace, kde je piehledné zpracovano
vyhodnoceni vSech laboratornich nélezt z klinického materialu za rok 2017. Vysledkem

je shrnuti klinicky vyznamnych laboratornich nalezl a nalezl klinicky nevyznamnych,

které pacienta nijak neohrozuji.
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Ptiloha ¢. 1
Pi'ehled mykobakterialnich druhu podle BioLib.cz (online)

1. Mycobacterium abscessus Kusonoki & Ezaki, 1992
2.Mycobacterium africanum Castets et al., 1969
3.Mycobacterium agri (ex Tsukamura, 1972) Tsukamura, 1981
4. Mycobacterium aichiense (ex Tsukamura, 1973) Tsukamura, 1981
5.Mycobacterium alvei Ausina et al., 1992
6. Mycobacterium arupense Cloud et al., 2006
7.Mycobacterium asiaticum Weiszfeiler et al., 1971
8.Mycobacterium aurum Tsukamura, 1966
9.Mycobacterium austroafricanum Tsukamura et al., 1983
10. Mycobacterium avium Chester, 1901
a. poddruh Mycobacterium avium avium Chester, 1901
b. poddruh Mycobacterium avium paratuberculosis
c. poddruh Mycobacterium avium silvaticum Thorel et al., 1990
11. Mycobacterium boenickei Schinsky et al., 2004
12. Mycobacterium bohemicum Reischl et al., 1998
13. Mycobacterium bolletii Adékambi et al., 2006
14. Mycobacterium botniense Torkko et al., 2000
15. Mycobacterium bovis Karlson & Lessel, 1970
16. Mycobacterium branderi Koukila-K&hkolé et al., 1995
17. Mycobacterium brisbanense Schinsky et al., 2004
18. Mycobacterium brumae Luquin et al., 1993
19. Mycobacterium canariasense Jiménez et al., 2004
20. Mycobacterium canettii D van Soolingen, et al., 1997
21. Mycobacterium caprae Aranaz et al., 2003
22. Mycobacterium celatum Butler et al., 1993
23. Mycobacterium chelonae Bergey et al., 1923
24. Mycobacterium chimaera Tortoli et al., 2004
25. Mycobacterium chitae Tsukamura, 1967
26. Mycobacterium chubuense (ex Tsukamura, 1973) Tsukamura et al., 1981
27. Mycobacterium colombiense Murcia et al., 2006
28. Mycobacterium conceptionense Adékambi et al., 2006
29. Mycobacterium confluentis Kirschner et al., 1992
30. Mycobacterium conspicuum Springer et al., 1996
31. Mycobacterium cookii Kazda et al., 1990
32. Mycobacterium cosmeticum Cooksey et al., 2004
33. Mycobacterium diernhoferi Tsukamura et al., 1983
34. Mycobacterium doricum Ausina et al., 1992
35. Mycobacterium duvalii Stanford & Gunthorpe, 1971
36. Mycobacterium elephantis Motomura, 1961
37. Mycobacterium fallax Lévy-Frébault et al., 1983
38. Mycobacterium farcinogenes Chamoiseau, 1973
39. Mycobacterium flavescens Bojalil et al., 1962
40. Mycobacterium florentinum Tortoli et al., 2005
41. Mycobacterium fortuitum Da Costa Cruz, 1938
42. Mycobacterium frederiksbergense Willumsen et al., 2001
43. Mycobacterium gadium Casal & Calero, 1974
44. Mycobacterium gastri Wayne, 1966
45. Mycobacterium genavense Bottger et al., 1993
46. Mycobacterium gilvum Stanford & Gunthorpe, 1971
47. Mycobacterium goodii Brown et al., 1999
48. Mycobacterium gordonae Bojalil et al., 1962
49. Mycobacterium haemophilum Sompolinsky et al., 1978
50. Mycobacterium hassiacum Schroder et al., 1997
51. Mycobacterium heckeshornense Roth et al., 2001
52. Mycobacterium heidelbergense Haas et al., 1998

57



53. Mycobacterium hiberniae Kazda et al., 1993

54. Mycobacterium hodleri Kleespies et al., 1996

55. Mycobacterium holsaticum Richter et al., 2002

56. Mycobacterium houstonense Schinsky et al., 2004

57. Mycobacterium interjectum Springer et al., 1995

58. Mycobacterium intermedium Meier et al., 1993

59. Mycobacterium intracellulare Runyon, 1965

60. Mycobacterium kansasii Hauduroy, 1955

61. Mycobacterium komossense Kazda & Muller, 1979

62. Mycobacterium kubicae Floyd et al., 2000

63. Mycobacterium lacus Turenne et al., 2002

64. Mycobacterium lentiflavum Springer et al., 1996

65. Mycobacterium leprae Hansen, 1874

66. Mycobacterium lepraemurium Marchoux & Sorel, 1912

67. Mycobacterium lepromatosis Xiang-Yang Han, M. D., 2008
68. Mycobacterium madagascariense Ausina et al., 1992

69. Mycobacterium mageritense Domenech et al., 1997

70. Mycobacterium malmoense Schroder & Juhlin, 1977

71. Mycobacterium marinum Aronson, 1926

72. Mycobacterium microti Reed, 1957

73. Mycobacterium monacense Reischl et al., 2006

74. Mycobacterium montefiorense Levi et al., 2003

75. Mycobacterium mucogenicum Springer et al., 1995

76. Mycobacterium murale Vuorio et al., 1999

77. Mycobacterium nebraskense Mohamed et al., 2004

78. Mycobacterium neoaurum Tsukamura, 1972

79. Mycobacterium neworleansense Schinsky et al., 2004

80. Mycobacterium nonchromogenicumTsukamura, 1965

81. Mycobacterium obuense (Tsukamura & Mizuno,1971) Tsukamura & Mizuno, 1981
82. Mycobacterium palustre Torkko et al., 2002

83. Mycobacterium parafortuitum Tsukamura et al., 1965

84. Mycobacterium parascrofulaceum Turenne et al., 2004

85. Mycobacterium peregrinum (ex Bojalil et al., 1962) Kusunoki & Ezaki, 1992
86. Mycobacterium phlei Lehmann & Neumann, 1899

87. Mycobacterium pinnipedii Cousins et al., 2003

88. Mycobacterium porcinum Tsukamura et al., 1983

89. Mycobacterium pseudoshottsii Rhodes et al., 2005

90. Mycobacterium saskatchewanense Turenne et al., 2004

91. Mycobacterium scrofulaceum Prissick & Masson, 1956

92. Mycobacterium senegalense (Chamoiseau, 1973) Chamoiseau, 1979
93. Mycobacterium septicum Schinsky et al., 2000

94. Mycobacterium shimoidei Tsukamura et al., 1975

95. Mycobacterium shottsii Rhodes et al., 2003

96. Mycobacterium simiae Karassova et al., 1965

97. Mycobacterium smegmatis (Trevisan, 1889) Lehmann & Neumann, 1899
98. Mycobacterium sphagni Kazda, 1980

99. Mycobacterium szulgai Marks et al., 1972

100. Mycobacterium terrae Wayne, 1966

101. Mycobacterium thermoresistibile Tsukamura, 1966

102. Mycobacterium triplex Floyd et al., 1997

103. Mycobacterium triviale Kubica, 1970

104. Mycobacterium tuberculosis Zopf, 1883

105. Mycobacterium tusciae Tortoli et al., 1999

106. Mycobacterium ulcerans McCallum, Tolbert & Buckle in Fenner, 1950
107. Mycobacterium vaccae Bonicke & Juhasz, 1964

108. Mycobacterium wolinskyi Brown et al., 1999

109. Mycobacterium xenopi Schwabacher, 1959
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Ptiloha ¢. 2 — Piiprava a sloZeni roztoki

Barveni dle Ziehl-Neelsena
Karbolfuchsin:
Ptipravi se smisenim pfefiltrovaného roztoku A a B v poméru 1:10.
Roztok A:
e  Fuchsin krystalicky bazicky 1049
e Alkohol 96% nebo lihobenzin 100 ml
Roztok B:
e Fenol krystalicky 50 ¢
e HxOdest. 200 ml
Po rozpusténi se H20 dest. doplni do 1000 ml
Odbarvovaci roztok:
e 25% kyselina sirova
e HSO4 konc. 100 ml
e H>Odest. 300 mlnebo kysely alkohol
e HCl koncentrovana 3 ml
e Alkohol 96% nebo lihobenzin 97 ml
Dobarvovaci roztok:
e 1% vodny roztok malachitové zelené nebo methylénové modri. (1 g barviva rozpustit ve 100 ml
H20 dest.)

Barveni na fluorescenéni mikroskopii
Fluorochromy:

e Auramin 0,19

e RhodaminB 0,19

e H,Odest. (pH 7,6) 1000 ml
Chemikélie i pfipraveny roztok se musi uchovavat v tmavych lahvich, chranénych pred svétlem. Uéinnost
barviva musi byt kontrolovana pribézné na kontrolnich preparatech. Pro vysledek barveni je velmi dilezita
kvalita pouzitého Auraminu.
Odbarvovaci roztok:

e NaCl 4g

e HClkonc. 4ml

e  Alkohol 96% (lihobenzin) 1000 ml
Dobarvovaci roztok: (Uchovavat v tmavé lahvi)

e Kysely fuchsin 29

e HClkonc. 2ml

e HyOdest. 1000 mi
Jako dobarvovaci roztok je mozno také pouzit: Manganistan draselny (KMnO4) 0,5 g

H.0O dest. 100 ml

Poznamka: Pro tyto ucely lze pouzit chemikalie v Cistoté ,chemicky Cisty™ nebo v Cistoté p.a. ,,pro
analysis®.
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Ptiloha ¢. 3 — SloZeni zakladnich roztoki kultiva¢nich pid

Vaje€na puda Lowenstein-Jensenova:

Zakladni roztok:

KH.PO:s 2,409

MgSO, - 7TH.O 0,24 ¢

Mg citrat (nebo Na citrat) 0,60 g
L-asparagin 3,60 g

Glycerin 12,009

H,0 dest. ad 600,00 ml

Vajecna puda podle Ogawy:

Zakladni roztok:

K2POy4 (bezvody) 3,09
Na glutamat 3,0 g
H.O dest.  300,0 ml

Tekuté piida Sulova:

Zakladni roztok:

Na;HPO, - 12H,O0 1,25¢g
KH2PO4 0,759

MgSO. - 7TH,O 0,259

Citronan sodny 1,259

L-alanin  0,075¢g

Citronan Zelezito-amonny 0,025 g
Kaseinovy hydrolyzat 10% 25,00 ml
Glycerin redest. 15,00 ml
Malachitova zeleni oxalat 1,00 ml
(0,2% vodny roztok)

H-0 dest. ad 1000,00 ml

Tekuta puda Bani¢ova:

Zakladni roztok:

KHPOs 259

KoHPO. - 3H,O 2,59

MgSO, 1,049

Nacitrat 2,59

L-asparagin 5,0¢

Citronan Zelezito-amonny 0,05 g
Malachitova zeleni oxalat 0,1 ml
(2% vodny roztok)

H,0 dest. ad 1000,0 ml
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