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ABSTRAKT

Mycobacterium tuberculosis bylo objeveno némeckym lékafem a mikrobiologem
Robertem Kochem jiz v roce 1882. Jsou to obligatné patogenni bakterie zplsobujici
uclovéka velmi vazné infekéni onemocnéni — tuberkulézu. Toto onemocnéni
predstavuje celosvétové velky epidemiologicky problém. Ke snizeni vyskytu a
zabranéni $ifeni této nemoci je nutné diagnostikovat vSechny pfipady onemocnéni,
pacienty izolovat a podrobit spravné 1é€be€. Zasadni soucasti diagnostiky tuberkulozy je
kultivaéni ovéfeni nemoci tj. izolace Mycobacterium tuberculosis ze vzorku klinického
materialu, presna identifikace a stanoventi citlivosti k antituberkulotikiim.

Tématem této Dbakalarské prace bylo stanoveni citlivosti k zakladnim
antituberkulotikim (streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid).
Teoretickd cast obsahuje piehled metod stanoveni citlivosti. V praktické c¢asti byl
vySetfen soubor 275 izolati Mycobacterium tuberculosis z pacientskych vzorki
klinického materialu izolovanych na Ustavu mikrobiologie FN Plzefi v Laboratofi pro
diagnostiku mykobakterii v asovém obdobi leden 2008 az cerven 2013. U vSech
izolatl bylo provedeno stanoveni citlivosti k antituberkulotikim dvéma metodami -
proporéni metodou dle Canettiho a metodou v poloautomatickém uzavieném systému
BACTEC® MGIT™ 960. Vysledky prokazaly 100% shodu v obou metodach.
U 24 testovanych izolatl byla prokazéna rezistence minimalné na jedno ze zakladnich
antituberkulotik.

VySetfovany soubor byl také hodnocen zhlediska demografického a
epidemiologického. Zastoupeni pacienti podle pohlavi prokdzalo vyssi vyskyt
tuberkuldézy u muzl (75 % muzid a 25 % Zen). Z hlediska v€kového byl prokazan
nejvyssi vyskyt ve sttednim véku tj. mezi 40. a 60. rokem véku. Podil cizincl byl
v tomto souboru 30 %. Ac&koliv Ceska republika patii k zemim s nizkym vyskytem
tuberkuldzy, nelze tuto situaci podcenovat uz jen vzhledem ktomu, Ze dochazi
K neustalé migraci osob do Ceské republiky ze stati, kde je vyskyt tuberkulozy a jejich

rezistentnich kment vysoky.
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ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis was first described by a German physician and
microbiologist Robert Koch in the year 1882. It is an obligate pathogen, which causes a
very serious infectious disease - tuberculosis. This disease is an important
epidemiological problem all over the world. It is necessary to diagnose all the clinical
cases of the disease, isolate the patiens and apply an adequate treatment to reduce
the incidence of the disease and to prevent its spread. Essential for the diagnosis
of tuberculosis is a confirmation by cultivation, i.e. isolation of Mycobacterium
tuberculosis from clinical specimens, exact identification of the isolates and
antitubercular drug susceptibility testing.

The theme of this thesis was to determine the susceptibility to the basic anti-
tubercular agents (streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol and pyrazinamide).
The theoretical part provides an overview of susceptibility testing methods. A group
of 275 isolates of Mycobacterium tuberculosis isolated from January 2008 to June 2013
from clinical specimens, in the Department of Microbiology of the Faculty Hospital
in Pilsen, the Laboratory for Diagnosis of Mycobacteria was examined within
the practical part. The susceptibility to antitubercular drugs was tested in all the isolates
by two methods — the proportion method (Canetti, 1963) and the method in semi-closed
system BACTEC® MGIT™ 960. The results showed 100% concordance between both
methods. The resistance was proved to at least one of the basic antitubercular drugs
in 24 of tested isolates.

The file was also evaluated from the demographical and epidemiological point
of view. There was a higher incidence of tuberculosis among men (75% men and
25% women). In terms of age, the highest incidence has been shown between 40 and 60
years of age. The percentage of foreigners in the investigated group was 30 %.
The Czech Republic is a country with a low incidence of tuberculosis,however, this
situation can not be underestimated, if only due to the fact that there is a constant
migration of people into the Czech Republic from the countries with a high incidence

of tuberculosis and its drug-resistant strains.
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1 UVOD

Mycobacterium tuberculosis je obligatné aerobni bakterie, ktera zplsobuje jedno
Z historicky nejstarSich infekénich onemocnéni, a to tuberkulézu. A¢koli se v roce 2011
v Ceské republice odstoupilo od o¢kovani proti tuberkuléze (na zakladé dlouhodobé
Klesajici incidence), musi mit zdravotnici i vefejnost stale povédomi o tom, Ze toto
onemocnéni se v Ceské republice vyskytuje a Ze na uzemi jinych statd mize
pfedstavovat zdvazny problém. Tuberkuléza je celosvétové neustale monitorovana
hlavné kviili svoji epidemiologické zavaznosti a také zmutovanym rezistentnim
kmenim, které ptedstavuji velky problém pfti terapii onemocnéni.

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo porovnani dvou nejuzivanéjSich metod
stanoveni  citlivosti  k zadkladnim antituberkulotikim (streptomycin, isoniazid,
rifampicin, ethambutol, pyrazinamid). Soubor 275 pacientskych vzorkli byl zpracovan
ve FN Plzein v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii proporéni metodou
dle Canettiho a testovanim citlivosti v uzavieném systému Bactec MGIT 960. V¢asné a

spravné urceni citlivosti je velice dilezité pro naslednou cilenou terapii.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 MYKOBAKTERIE

2.1.1 Vlastnosti mykobakterii

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis BCG,
Mycobacterium microti, Mycobacterium africanum a nékteré zvifeci druhy se diky
genetické blizkosti fadi spoleéné do jedné skupiny, ktera je nazyvana Mycobacterium
tuberculosis komplex. Jde o obligatné patogenni druh bakterii patficich do rodu
Mycobacterium, celedi Mycobacteriaceae, do podiadu Corynebacterineae a tadu
Actinomycetales. Bakterie, které se fadi do rodu Mycobacterium, maji zvlastni vlastnosti
(1;2):

e Kkultivaéni — vyznacuji se velice pomalym ristem, a to i pokud se kultivuji

na specialnich ptidach

e morfologické - barvenim podle Grama je nelze obarvit béznym postupem

e patogenni

e terapeutické - na rozdil od ostatnich bakterii se k terapii pouziva jiny druh

antimikrobialnich latek (3).
2.1.2 Chemické sloZzeni mykobakterii
U mykobakteridlnich bun€k rozliSujeme 3 zakladni bunééné struktury: cytoplasmu
s organelami, cytoplasmatickou membranu a bunécnou sténu.

V cytoplasmé, protkané siti jemnych fibril, je uloZeny nukleoid bez membrany.

Dale jsou pfitomna cetna granula, kterd obsahuji glykogen a ostatni energetické
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substance. Krom¢ vody, soli, enzymt a meziprodukti latkové vymény jsou zde ve
velkém mnoZstvi proteiny a také ribozomy.

Cytoplasmatickd membrana ma jako hlavni funkci transport latek do bakterie a
Z bakterie. Obsahuje velké mnozstvi fosfolipidi a je trojvrstva.

Bunécna sténa obsahuje peptidoglykany, polysacharidy a kyselinu mykolovou, je to
makromolekuldrni komplex (4).

Mykobakterie obsahuji anorganické latky a organické latky, mezi které patii lipidy,
polysacharidy a proteiny. Nejvétsi podil obsahu tvoii voda, asi 60 %. Chemickou
frakcionaci lze proteiny rozdélit do ¢ty skupin (A, B, C, D) a polysacharidy do ttid I. a
II. Do I. tfidy polysacharida se fadi galaktézy, mandzy a arabindzy, do ttidy II. se fadi
glukan. Obsazené lipidy v zevni vrstvé bunééné stény jsou slozeny z fosfolipidi,
glykolipidd, vosku D a mykolovych kyselin. Lipidy mykobakterii maji svou dilezitou
funkci, a to snizovani mykobaktericidni aktivity alveolarnich makrofaga, dale maji
vyznam ve své toxicité pro hostitele, protoze jsou charakteristickym znakem
virulentnich a nevirulentnich druhi mykobakterii. Tyto lipidy se nevyskytuji nikde
Vv piirodg, jejich sloZeni je velice specialni a specifické (2; 3; 5).

Proti béznym imunitnim mechanismim a proti vnéj§im vlivim vykazuji tyto
bakterie zna¢nou odolnost (1).

Nazev rodu Mycobacterium pochazi jiz z roku 1886. Podle vzhledu kolonii a diky
jejich pomalému ristu na kultivaénich pidach byla patrna zdanliva podobnost
splisnémi. S nimi ale nemaji nic spoleéného. Mycobacteria jsou pfibuzna rodim
Nocardia a Corynebacterium, a to kvili vysokému obsahu cytosinu a guaninu, které
obsahuji jejich deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (3).

Do rodu Mycobacterium je zahrnovano vice nez 150 druhi mykobakterii (6),
Z nichZ obligatné patogenni pro ¢lovéka jsou jen zastupci komplexu Mycobacterium
tuberculosis, nékteré druhy jsou potencialné patogenni a ostatni jsou bézné se

vyskytujici mikroorganismy v okolnim prostiedi, které jsou zcela neSkodné. (7).
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2.2 MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

2.2.1 Historie Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis bylo objeveno zasluhou Roberta Kocha, ktery se
o nalezu etiologického agens tuberkulézy poprvé zminil a podrobné jej popsal
24. bfezna 1882 v Berlin€, kde se konala schiize Fyziologické spolecnosti. Na této
schtizi dale Robert Koch piednesl tfi postulaty, které by mély byt splnény k jasnému
prokézani souvislosti mezi ur€itym onemocnénim a urCitym mikroorganismem.
V klinické praxi, ale i v odborné literatufe, se dodnes uziva pro Mycobacterium

tuberculosis oznaceni ,,bacil Kochuv* (2; 7).

2.2.1.1 Robert Koch

Robert Koch zil v letech1843 — 1910. Némecky lékai a mikrobiolog, jeden
z hlavnich zakladateli oboru mikrobiologie, se zaslouzil o zavedeni kultiva¢nich pad
s obsahem agaru, dokadzal prokdzat bakteridlni plvodce nékterych infekEnich

onemocnéni.

e 1876 — patogenita a ptivodce antraxu
e 1882 — plivodce tuberkulozy
e 1883 — piivodce cholery

V roce 1905 bylo jeho celozivotni dilo ocenéno Nobelovou cenou za fyziologii a

I1ékatskou praci o tuberkuloze (8).
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2.2.1.1.1 Kochovy postuldty

Kochovy postulaty:
1. mikroorganismus musi byt nalezen v kazdém ptipad¢ onemocnéni
2. mikroorganismus nesmi byt nalezen jako nahodily nebo neSkodny parazit
pii jiném onemocnéni
3. mikroorganismus musi po izolaci a kultivaci vyvolat po aplikaci hostiteli

v Cisté kultute totéZ onemocnéni (2).

2.2.2 Historie tuberkulézy

Tuberkuldza je jedna z nejstarSich chorob lidstva, jak 0 tom svédci archeologické
kosterni nalezy. Prvni a tudiz nejstarSi dukaz o jeji existenci pochazi jiz z doby
neolitické (mladsi doba kamenna). Onemocnéni tuberkuldzou Cinilo problém vlastné
v kazdé dobé¢, a proto jsou ze vSech dob a riznych fi$i o ni zaznamenany i pisemné
doklady. Nejstarsi pisemny doklad se nachazi v nejstar§Sim zakoniku svéta babylonského
krale Chammurabiho (asi 2200 let pt. n. L.) (9). Jeji vyskyt byl také prokazan v Egypté
v obdobi V. dynastie faraontl, ve starém Recku, v Risi fimské, u Babylonant, u Zidd,
ve staré Indii atd. Tuberkuléza byla jednou z nejcastéj$ich ptic¢in imrti ve stiedovéku,
ale i vnovoveku. Jesté dnes je patrné rozsifeni tuberkuldzy v rozvojovych zemich,

vilbec nejhorsi situace je v jihovychodni Asii (Indie, Cina) a v Africe (2; 5).
2.2.3 Vyznam Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosis ma veliky vyznam v patogenezi ¢lovéka, protoze patii

vvvvvv

je jim nakazena az jedna tfetina populace a béhem Zzivota se pfiznaky tuberkulozy

projevi az u 10 % téchto infikovanych osob. Podle Svétové zdravotnické organizace
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jsou timto onemocnénim na celém svété infikovany az dvé miliardy populace. Mortalita

zpiisobena timto patogenem ¢ini ro¢né asi 3 miliony nemocnych (3).

2.2.4 Epidemiologie Mycobacterium tuberculosis

Clovék, ktery méa otevienou tuberkulozu, je hlavnim zdrojem nakazy
Mycobacterium tuberculosis. Nemocny své okoli infikuje vykaslavanim infek¢éniho
aerosolu. Tuberkuléza ve stiredni Evropé je onemocnéni tykajici se nejvice
pristéhovalcti, zadateli o azyl a rizikovych skupin, jako jsou drogové zavisli,
bezdomoveci, lidé v napravnych zatizenich atd. (3).

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky vydava kazdoroéné jiz
od roku 1960 publikaci ,,Tuberkul6za a respiraéni nemoci®, kde je mozné nalézt veskeré
informace tykajici se tohoto onemocnéni, at’ uz se jedna o incidenci, mortalitu, dobu

1é¢by, dobu trvani hospitalizace, vznik 1ékovych rezistenci atd. (10).

Dle zdravotnické statistiky vyddvané Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky
CR byla situace v roce 2012 nasledujici:

e 611 onemocnéni (incidence 5,8 onemocnéni/100 000 obyvatel) — jedna se
0 vSechny formy, lokalizace a recidivy tuberkul6zy

e 7 toho 402 muzi, 209 Zen

e 552 nemocnych mélo tuberkulézu plic, 59 nemocnych mélo mimoplicni
tuberkulézu

e nejvétsi vyskyt v Praze (12,3/100 000 obyvatel), vyssi vyskyt v kraji Usteckém
(6,6/100 000 obyvatel), Zlinském (6,3/100 000 obyvatel) a Jihomoravském
(6,2/100 000 obyvatel)

e nejmensi vyskyt v kraji Jihoceském (2,0/100 000 obyvatel)

e 45 nemocnych bezdomovcl

e 105 nemocnych narozenych mimo Ceskou republiku
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e u 14 nemocnych byla prokdzdna monorezistence, u 5 nemocnych
multirezistentni kmen, tj. rezistence soucasné k isoniazidu a rifampicinu,
u 8 nemocnych polyrezistence (rezistence k vice nez jednomu antituberkulotiku,
ale ne soucasn¢ k rifampicinu a isoniazidu)

e mortalita byla u 0,2/100 000 obyvatel, tj. 22 zemfelych z celkového poctu
ptipadil. Zadny z nich nebyl 1é¢en antituberkulotiky.

V roce 2012 byla epidemiologicka situace TBC v CR piizniva, obraz vyskytu TBC
ztstal v Ceské republice téméF nezménén od roku 2011. V porovnani s rokem 1989 ma
prevalence tohoto onemocnéni klesajici trend. CR se s hlasenou incidenci 5,8/100 000

Zdravotnicka statistika, vydavana Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky
CR, je tvofena na zékladé dvou systémii povinného hlageni piipadi tuberkulozy:

e Informacni systém bacilarni tuberkulézy (ISBT)

e Registr tuberkulézy (RTBC).

2.2.4.1 Informacni systém bacilarni tuberkulozy

Informacni systém bacilarni tuberkulozy fadné vypliuji, bez ohledu na zfizovatele,
vsechny mykobakteriologické laboratofe. Je to systém hlaSeni veSkerych pozitivnich
vysledkt mykobakteriologickych vySetfeni z jednotlivych laboratofi. K jednotlivym pozitivnim
nalezim jsou také ziskavana a pfifazovéana zakladni data o jednotlivych pacientech. Tento
systém ma jesté dalsi dulezitou funkci, ktera spo¢iva ve vyuziti vSech téchto ziskanych dat

ke kontrole souboru dat pro registr tuberkulozy (11).

2.2.4.2 Registr tuberkulozy

Registr tuberkulozy tadné vypliuji, bez ohledu na zfizovatele, odborni 1ékafi

pneumologie a ftizeologie. Je to jeden z prioritnich registri Ministerstva zdravotnictvi.
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Jde o informace o novych, ale i recidivujicich onemocnéni tuberkul6zou nebo jinou
mykobakteriéozou. Shromazd’uje tidaje, jako jsou identifikace pacienta, druhy vySetieni,
diagnoza, pribéh 1écby, piislusnost pacienta k rizikovym skupinam, o¢kovani atd. (12).
Oba tyto systémy, na jejichz vzniku se podileji pracovnici oboru pneumologie,
ftizeologie a laboratorni diagnostiky mykobakterii svou kazdodenni praci, maji velkou
cenu pro sestavovani takovychto statistik. Jejich vzajemnd provazanost piispiva

ke kontrole validity a uplnosti dat o tuberkuloze (13).

2.2.4.3 Vyskyt tuberkuldzy ve svéte

Podle udaji Svétové zdravotnické organizace, je seznam statil s vy$Sim vyskytem

tuberkulozy k 17. 11. 2013 nasledovny:

e Evropa: Be¢lorusko, Bosna a Hercegovina, Litva, LotySsko, Moldavie,
Rumunsko, Rusko a Ukrajina

e Asie: vSechny stity mimo Bahrajnu, franu, Izraele, Japonska, Jordanska,
Kuvajtu, Libanonu, Omanu, Saudské Arabie, Spojenych arabskych emirati,
Syrie a Turecka

o Afrika: vSechny stity mimo Egypta, Komorského svazu, Libye, Mauricia,
Seychel a Tuniska

e Amerika: Bolivie, Brazilie, Dominikanska republika, Ekvador, Guatemala,
Guyana, Haiti, Honduras, Panama, Paraguay, Peru a Surinam
Australie a Oceanie: Kiribati, Marshallovy ostrovy, Mikronésie, Nauru, Papua-

Nova Guinea, Salamounovy ostrovy, Tuvalu a Vanuatu (14).
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2.2.5 Morfologie Mycobacterium tuberculosis

Bakterie druhu Mycobacterium tuberculosis jsou obligatné aerobni, nepohyblivé a
nesporulujici. V mikroskopickém obraze jsou stiedné velké, vypadaji jako velice Stihlé
rovné nebo mirné¢ zahnuté tycinky, s oblymi konci, délky 1 az 5 mikrometri a Sitky
0,5 mikrometru (2; 7).

Obsahuji tzv. Muchova granula, ktera zptisobuji nepravidelné probarveni tycinky, a
proto n¢kdy svym vzhledem mohou piipominat koralky. Jednotlivé nebo v podobé
shlukii n¢kolika paraleln€ uspotadanych ty¢inek se vyskytuji v preparatech zhotovenych
z klinickych materialti. Pozorujeme-li pod mikroskopem shluky paralelné uspotadanych
tyCinek, tedy spletené provazce (cording), jde o typicky jev pro virulentni kmeny.
Takovyto obraz se naskytne pfi pozorovani preparatu, ktery byl vyhotoveny z kultury,
zejména v tekutém kultivaénim médiu. Od ostatnich mykobakteridlnich druhti se
odlisuji svymi specifickymi ristovymi vlastnostmi a pomoci biochemickych testt (1; 3).

Pokud je preparat obarven podle Grama, mykobakterie Se nezobrazi, je to
zpiisobené ptitomnosti mykolovych kyselin v zevni vrstvé bunééné stény mykobakterii.
Proto se tyto bakterie oznacuji jako siln¢ acidorezistentni a je tedy nezbytné barvit je

specialnimi barvicimi technikami (1).

2.2.6 Odolnost vuéi zevnim vlivim

Vuci vyschnuti je Mycobacterium tuberculosis velice odolné, naptiklad vydrzi az
8 mesict ve vyschlém sputu, az 10 dnti vydrzi Mycobacterium tuberculosis v prachu.

Mycobacterium tuberculosis odolava velkému mnozstvi druhti dezinfek¢énich
prostiedkti. Spolehlivé funguji aldehydy a derivaty fenolu, oxida¢ni Cinidla pouze
nektera, a to pii delsi expozici a ve vysokych koncentracich. Pokud je to mozné, tak se
prave kvili vysoké odolnosti mykobakterii provadi dezinfekce a nésledné autoklavovani
vSeho odpadniho materidlu pfed odstranénim z laboratorniho provozu. Velmi citliva

jsou mykobakteria k UV-zafeni, proto se ho vyuziva k dekontaminaci povrchu (1; 3).
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2.2.7 Zdroj a pienos infekce

Hlavnim zdrojem nakazy je c¢loveék vylucujici Mycobacterium tuberculosis,
ve vyjimecnych piipadech mohou byt zdrojem hospodaiskd a domaci zvitata. Infekce
alimentarni cestou byla vroce 1968 eliminovana vramci celého statu likvidaci

infikovaného skotu (2).

2.2.7.1 Inhalace

Nejbéznéjsi nejvice se vyskytujici pienos infekce je cesta inhalacni, a to
kapénkovou formou, kdy jsou pfi blizkém kontaktu s nemocnym ¢lovékem vdechovany
mykobakterie, které se zachytdvaji v aerosolu bronchidlniho sekretu. Dale suchou
cestou, kdy dochazi k inhalaci infikované¢ho zvifeného prachu. Posledni mozZnost je
pienos piimo vzduchem, kdy se mykobakterie z odpatfené kapénky sputa dlouho volné
vznaseji ve vzduchu a mohou se tak sifit do velkych vzdalenosti anebo se také usazuji

na ruznych pfedmétech (2; 5).

2.2.7.2 Piimy kontakt

Dal§im moznym zplUsobem pienosu je piimy kontakt, vétSinou profesionalniho
charakteru, kdy se mize infekce pienést tfeba na kuzi osob, pfichazejicich
s infikovanym materidlem do kontaktu, coz se tyka ptfevazné zdravotnikl v laboratofich,
plicnich ambulancich, pitevnach, veterinarnich pracovnikii nebo i zaméstnanct jatek.

(2; 5).
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2.2.7.3 Ingesce

Jednd se o pfenos alimentarni cestou, pokud dojde k poziti infikovanych potravin
nebo pii nedodrzovani hygienickych zasad, kdy bez patiicné dezinfekce zdravy ¢lovek

pouzije osobni véc ¢lovéka nemocného (5).

2.2.7.4 Ptenos hematogenni

Takovyto pfenos je nejméné se vyskytujici. Byl by to piestup infekce z matky

na plod pupe¢nikovymi cévami, nebo vpraveni infekce ptimo do krevniho ob&hu (2; 5).

2.2.8 Prevence infekce Mycobacterium tuberculosis

Prevence onemocnéni tuberkulézou spocivd v casném zachytu nemocnych
s otevienou tuberkuldzou, jejich disledné 1€¢bé a vcasné izolaci, aby nedochazelo
k dalsimu infikovani blizkého okoli, dale také v aktivnim vyhledavani nové nakazenych
0sob hlavné v jiz zminénych rizikovych skupinach (3).

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporucuje 1é¢ebnou strategii pro zachyt
a 1écbu - DOTS (Directly Observed Treatement, Short Course). Tato strategie byla
predstavena v roce 1991. Jedna se o plivodni systém pro lécbu tuberkuldzy, ktery je
zalozeny na presné diagnostice a uplném podani antituberkulotik. V ramci
zdravotnickych programi byla DOTS zhodnocena Svétovou bankou jako jedna
z finan¢né nejefektivné;jsich (15).

Dilezitou soucasti prevence byla také vakcinace, ktera je ale z divodu velmi
nizkého vyskytu tuberkulézy od roku 2011 v CR zruiena. Ke kalmetizaci neboli
oCkovani se proti tomuto onemocnéni pouzivala vakcina z oslabeného kmene

Mycobacterium bovis, tzv. BCG-vakcina (Bacille Calmette-Guerin). Vakcina se

vy ee
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Vv ptipadé negativity tuberkulinového kozniho testu podle Mantouxové v 11 letech ditéte
3).

V dnesni dobé je tedy oCkovani proti tuberkuldze Cisté jen na uvazeni rodicu.
Tuberkuléza je vSak velmi zdvazné onemocnéni, které by nase populace neméla
vV Zadném ptipad¢ podcenovat.

Tuberkuldza je vysoce infekéni onemocnéni, pii kterém je nutna izolace pacienta na
specializovanych lizkovych oddélenich nemocnic, a jejiz 1é€ba je povinnd. VcEasna
detekce, analyza a adekvatni léCebné zajisténi vSech zdroji tuberkulozy vyrazné

napomahaji zabranéni dal§iho pfipadného Sifeni tohoto onemocnéni v celém svéte (3).

2.2.9 Patogeneze Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis zadné toxiny, které by se mohly povaZovat
za patogenni faktory, netvofi. Pfitomnost mykolovych kyselin v bunéné stén¢ brani
fagocytoze a plsobi jako jeden z hlavnich faktort patogenity, je to takzvany cord factor.
Mykolové kyseliny jsou mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, ktery je tvoreny 60 — 90
uhlikovymi atomy. Cord factor odpovidd za rast virulentnich kment v provazcich,
chemicky se jedna o trehaloso-6,6"-dimykolat. Mycobacterium tuberculosis je schopné
pfezivat u neimunniho jedince uvnitf makrofagh, tim je dana jeho virulence.
Mykobakterie potlacuji ve fagosomech snizovani pH a dale pak potlacuji splyvani
fagosomi s lyzosomy. Do krve a organt se mykobakterie dostavaji z oblastnich miznich
uzlin, kam se pfemistuji pomoci makrofagi z pocate¢niho mista vstupu. Pii vstupu
mykobakterii do makroorganismu vznika typickda reakce pozdni pfecitlivélosti
makroorganismu na mykobakterialni antigeny, dochdzi ke vzniku piiznaki a déle

k poskozeni organismu (1; 3).
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2.2.9.1 Primarni tuberkuldza

Ve vétSiné piipadd jsou vstupni branou infekce do organismu plicni alveoly,
V mens$i mife potom zazivaci trakt a vzacné také kiize. V neimunnim makroorganismu,
tedy na zacatku infekce, se mykobakterie, které byly pohlceny plicnimi makrofagy,
uvnitt téchto makrofagh mnozi a prezivaji zde, dale jsou zanaSeny do hilovych
lymfatickych uzlin. Urcitd ¢ast mykobakterii hyne naptiklad G€inkem vitaminu D,
dochazi k jejich stépeni a molekuly HLA II. tfidy nesou na svych molekulach jejich
antigenni polypeptidy a prezentuji je na povrchu makrofag. Pokud na tuto antigen-
prezentujici bunku narazi specificky T lymfocyt, dojde k aktivaci specifické imunitni
reakce, naslednému namnoZeni klonu T lymfocytd a diferenciaci efektorovych
Thl lymfocytu. Efektorové Thl lymfocyty nesou znak CD4+ a po aktivaci uvoliuji
interleukin 2, interleukin 12 a interferon gama, které dale ptisobi na makrofagy a
chemokiny, ptitahujici do mista vstupu dals$i lymfocyty a monocyty. Z loziska vznika
granulom spojenim makrofagli v mnohojaderné obrovské bunky. Pokud je granulom
velky, mize dochazet k jeho kazeifikaci, coz je stav, kdy granulom dostava syrovity
vzhled, protoze jeho stfed nekrotizuje. Mnozeni mykobakterii se vyrazné¢ zpomaluje
n¢kolik tydnt po zacatku infekce pisobenim bunééné imunity, kterou tvoii hlavné
cytotoxické buiiky nesouci znak CD8+. Tyto Tc lymfocyty ni¢i infikovany fagocyt
obsahujici mnozici se mykobakterie svymi perforiny, pomoci enzymu granulolyzinu (3;
16).

Primarni tuberkul6zni komplex je tvofen primarnim loZiskem a infikovanou
regionalni lymfatickou uzlinou. V organech vznikaji loziska generalizaci infekce
z primarniho komplexu. K velkym loziskim se makrofagy nemohou dostat, protoZe se
loziska opouzdiuji vazivem. Postupem Casu se zacinaji hojit, ale i tak uvnitf Cast
mykobakterii pfeziva a proces v lozisku se miize kdykoli obnovit. MliZze nastat milidrni
rozsev, a to v pripadé€, Ze se mykobakterie vV tomto stadiu dostanou do ob&hu a zplisobi

v orgdnech mnohocetné granulomy (3; 7).
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2.2.9.2 Postprimarni tuberkuloza

S odstupem cCasu, tfeba i za nckolik desitek let, miZe nastat postprimarni
tuberkuloza, a to po exogenni reinfekci nebo reaktivaci starého loziska. Hlavnim
znakem je chronicky prabéh predev§im organového postizeni, jelikoz organismus byl uz
pfed onemocnénim senzibilizovdn a bunéény imunitni systém je stimulovan
opakovanym kontaktem s Mycobacterium tuberculosis. Sklony k opétovnému vybuzeni
maji osoby spodlomenou imunitou, coz je zpusobené naptiklad infekci HIV,
pokrocilym vékem, pti abusu alkoholu a drog. Pribéh postprimérni tuberkulozy vypada
tak, Ze se v plicnim hrotu vytvofi velky, uvnitf kolikvujici a stale rostouci tuberkulom,
ktery s postupem casu perforuje a vyprazdni se do nedalekého bronchu. Ve vzniklé
dostanou se do laryngu, stiev, sputa a tak pfi kasli dochazi k pfenosu infekce na dal$iho
nového hostitele. Stav, kdy se mykobakterie nachdzeji ve sputu, se nazyva oteviena
tuberkuléza a jednd se o vibec nejrizikovejsi stadium, jelikoz takovy nemocny je

hlavnim zdrojem ndkazy onemocnéni pro své okoli (3; 7).

2.2.10 Patogenita Mycobacterium tuberculosis

Onemocnéni zpusobené infekci Mycobacterium tuberculosis se nazyva tuberkul6za.
Vznik onemocnéni je zavisly na urovni odolnosti nakaZeného jedince a hlavné také
na velikosti infekéni davky. Pfiblizn€ 5 % osob nakaZenych touto infekci onemocni
do dvou let od vstupu infekce. Desitky let po infekci nebo jindy béhem Zivota onemocni
dalSich 5 % nakazenych osob (3).

Primérni tuberkuléza a postpriméarni tuberkuldza patii mezi onemocnéni téméf
vyhradné plicni, kterd se projevuji specifickymi pfiznaky, jako jsou vyssi télesna
teplota, ubyvani na vaze, poceni v noci, kasel s produkci sputa a také hemoptyza

(vykaSlavani krve), ktera je zpiisobena destrukci tkani (3).
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2.2.11 Klinické vzorky

Hlavni ptfedpoklad spravného a kvalitniho mykobakteriologického vySetieni je
vzorek klinického materialu, ktery byl spravné odebrany. Tento material se odebira
do vhodnych sterilnich odbérovych nadobek. Samoziejmosti je opatrnost pii transportu
vzorku do laboratofe z divodu znehodnoceni vzorku nebo snad ohrozeni okoli. Aby
bylo vysetieni co nejvice vytézné, musi byt druh odebraného materialu adekvatni formé
a lokalizaci onemocnéni. Je dulezité, aby prvni nejlépe tfi odbéry byly provedeny jesté
pred zahajenim 1écby antituberkulotiky (17).

Validnim vzorkem ke zpracovani na ptitomnost Mycobacterium tuberculosis je
biologicky materidl z dolnich cest dychacich, hlavné sputum odebirané 3 dny za sebou,
rano na lac¢no, pfed hygienou dutiny ustni. U nemocnych, ktefi nespolupracuji (malé
déti, stari lidé, osoby s psychiatrickym onemocnénim), je mozné misto odbéru sputa
provést laryngedlni vytér. Odebird se také rano na lac¢no, pted hygienou ustni dutiny,
ato tfemi laryngedlnimi vytérkami (vyrobeny 2z chrommolybdenonového dratu)
bez transportniho média. Takovyto material ale neni pro prikaz mykobakterii
nejvhodnéjsi volbou kvili nizké citlivosti a pomérné dosti vysokému riziku pieneseni
infekce pfi  odbéru. Dale Ize vySetfit 1 jiny biologicky materidl jako
napt. bronchoalveolarni lavaz, pleurdlni vypotek, punktat, plicni tkan, mozkomisni mok,

stéry a vytéry z pistéli, hnisavych procesti nebo ran, zaludecni §tdvu a moc (3; 17).

2.2.12 Bezpecénost prace

Mycobacterium tuberculosis patii mezi velice nebezpecné bakterie, jelikoz infek¢ni
davka pro ¢lovéka je méné nez 10 bacill. Riziko profesionalni infekce je velmi vysoké,
proto je dualezité co nejvice zabranovat vzniku infekéniho aerosolu a vyvarovat se jeho
inhalaci. Kazdy klinicky materidl urceny k mikrobiologickému zpracovani je

potencialn¢ infekéni. Tudiz pii praci stakovymto materidlem je nutné pouzivat
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bezpecnostni biohazardni boxy a ochranné pracovni pomticky (rukavice, rousky atd.)

3).

2.2.13 Laboratorni prikaz

Laboratorni diagnostika TBC je komplexni proces, skladajici se z n¢kolika fazi a
metod. Zakladem je diagnostika pifima. Zlatym standardem je prukaz mikroskopicky a
kultivacni, coz jsou klasické postupy prikazu pfimého. Dale lze pouzit i moderni
metody prukazu napt. genetické (prukaz specifickych sekvenci nukleovych kyselin a
podobng) (3).

2.2.13.1 Mikroskopie

Pii pozitivit¢ mikroskopického vySetfeni na prikaz acidorezistentnich tyCinek
z infek¢niho materidlu nelze konstatovat, ze se jedna o tuberkulézu (mikroskopie neni
specificka pouze pro mykobakterie, mohou se takto prokazat napt. nokardie), také nelze
posoudit zivotaschopnost pozorovanych mykobakterii. Mikroskopicky je totiz mozné
prokazat i biologicky inaktivni mykobakterie, které ale nemusi byt kultivaéné pozitivni
vlivem jiz zahajené terapie. Mikroskopicky pozitivni nalez by mél byt potvrzen
i kultivaéné. Zachyt acidorezistentnich tyCinek v pfimém natéru je zapotiebi hodnotit
vzdy ve vztahu ke klinickému obrazu nemocného. Nicméné je toto vySetfeni pro ¢asnou

diagnostiku velice cenné, pro svou rychlost, jednoduchost a finan¢ni nenarocnost.

wewr

tuberkulozy (2; 3).
Mezi nejvice pouzivané barvici techniky patfi:

e metoda dle Ziehl-Neelsena

e fluorescenéni barveni.
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2.2.13.1.1 Barveni dle Ziehl-Neelsena

K obarveni acidorezistentnich tyCinek se casto pouzivd metoda podle Ziehl-
Neelsena. Preparaty se barvi za horka (ohtivani kahanem zespodu), tfikrat do vystupu
par pftefiltrovanym karbolfuchsinem, nasleduje diferenciace kyselym alkoholem a
nakonec se dobarvuje malachitovou zeleni. Vysledkem tohoto barveni jsou ruzové az
cervené acidorezistentni ty¢inky na zeleném podkladé (Pfiloha 1). Odecet preparatu se
provadi meandrovitym prohlizenim nejméné padesati zornych poli a ptipadna pozitivita
vzorku se hodnoti semikvantitativné na kiizky. Toto barveni se uziva jako statimové
(2; 3).

2.2.13.1.2 Fluorescencni barveni

Jako screeningova barvici metoda je pouzivano fluorescen¢ni barveni fluorochromy
- sm&si auraminu O a rhodaminu. Vysledkem této barvici metody pii prohliZzeni
preparatii fluorescenénim mikroskopem jsou zafivé Zlutozelené az stiibfité tyCinky
na tmaveé cCerveném pozadi (Ptfiloha 2). Preparat se odecita také meandrovité, a to
v rozsahu dvaceti péti zornych poli, hodnoceni je taktéz semikvantitativni na kiizky.
Fluorescenéni barveni se odecita pfi mensim zvétSeni. Pokud jsou nalezeny podezielé

utvary, preparat se prebarvuje dle Ziehl-Neelsena (2; 3; 18).

2.2.13.2 Kultivace Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis se mnozi pomalu, genera¢ni doba je dlouha 18 az 24

hodin, proto je také dlouhodoba i samotna kultivace téchto bakterii.
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Dulezitou a nedilnou soucasti zpracovani klinického materidlu na priukaz
mykobakterii je dekontaminace vzorku. Dekontaminace je nutnd pro zneSkodnéni
ostatni nespecifické mikroflory, kterou kazdy vzorek obsahuje, jelikoZ tato mikroflora
preristd mykobakterie na kultivacnich pidach a jeji produkty mohou také potlacovat
rist mykobakterii. Kultivace mize byt takto rychle znehodnocena. Dekontaminacni
roztoky a postupy jsou ruzné. Zakladni dekontaminacni metodou je modifikovana
metoda dle Petroffa nebo metoda s N-acetyl-L-cysteinem (pouziti 4% NaOH + 0,9%
citronanu sodného). Mozny je i postup podle metody s laurylsulfatem sodnym (3; 17).

Kultivace se provadi na pevnych nebo tekutych kultiva¢nich piadach.

2.2.13.2.1 Kultivace v tekutych puddch

V tekutych médiich (Sulova ptida s glycerinem, Middlebrook) roste Mycobacterium
tuberculosis nejcastéji ve formé drobnych zrnek. V dnesni dob¢ se pouziva metabolicka
kultivace, kterd je zalozena na prikazu produkti metabolismu mykobakterii béhem
jejich rlstu v tekutych pudach v poloautomatickych systémech. Metabolicka kultivace
se provadi v riiznych piistrojich - napt. BACTEC® MGIT™ 960 (P¥iloha 3), kde se
pouzivaji tzv. zkumavky MGIT (Mycobacterium Growth Indicator Tube) s tekutym
selektivnim médiem Middlebrook, na jejichz dn¢ jsou zabudované oxygenové senzory.
Je detekovana spotieba kysliku rostoucimi mykobakteriemi, tim dochazi ke zvySeni
intenzity jasné¢ oranzové fluorescence terciku, hodnocené pii 365 nm na UV
transluminatoru. K tomuto proméfovani zde dochazi po celou dobu inkubace
Vv pravidelnych intervalech, celkova inkubace trva 42 dnti. Pfipadny pozitivni vysledek
je pfistrojem ihned signalizovan. Nartst mykobakterii v modernich poloautomatickych

systémech byva zaznamenan uz 10. az 14. den od inokulace (1; 3; 17).
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2.2.13.2.2 Kultivace na pevnych piddch

Na pevnych vajecnych ptidich Ogawa nebo Lowenstein-Jensen se zaznamenava
nariist béhem 3 az 9 tydnl. Tyto pidy jsou specidln¢ obohacené pro optimalni rist
mykobakterii. Jejich zdkladem je pfidavek malachitové zelené, kterd mé funkci inhibice
rustu ostatni nespecifické mikrofléry, a dalsi nezbytnou slozkou téchto kultivacnich pad
je teplem koagulované vejce (19).

Pevné pudy se pribézné odecitaji ve 3., 6. a 9. tydnu inkubace. Vzhled kolonii
Mycobacterium tuberculosis na pevnych kultivacnich pudach je drsny kvétakovity ¢i
bradav¢ity (tzv. R kolonie), maji nepravidelny okraj a drolivou konzistenci, barva
kolonii je krémova nebo nazloutld (Pfiloha 4). Pfi zachyceni nartistu takovychto kolonii,
se provede identifikace kultury a nahlasi se pozitivni vysledek. Dale se provede

vySetieni citlivosti k antituberkulotikim (1; 3).

2.2.13.3 Identifikace Mycobacterium tuberculosis

Kazdy izolovany kmen se musi identifikovat. Mycobacterium tuberculosis ma sice
velice charakteristicky rGst na pevnych pidach, ale identifikace musi byt potvrzena
I dal$imi jinymi zpUsoby, jako jsou napiiklad biochemické testy (produkce niacinu,
redukce nitratl) nebo urceni pomoci genetickych metod (genové sondy, sekvenace genu
pro 16S ribozomalni RNA, atd.) (3). Identifikaci 1ze provadét i dal$imi modernimi

metodami jako napi. pomoci hmotnostni spektrometrie.

2.2.13.4 Moderni metody
Genetické metody, jejichz cilem je piimy prikaz mykobakterii ve vzorcich

biologického materidlu po amplifikaci sekvenci nukleovych kyselin, jsou vysoce

specifické a senzitivni (3).
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Nejcastéji vyuzivané komercni soupravy:

e Gen-Probe AMTD test — k detekci rRNA komplexu Mycobacterium
tuberculosis

e Amplicor Mycobacterium tuberculosis test — polymerazova fetézova
reakce (PCR) k namnozeni specifickych tisekit DNA

e LCx Probe System — ligazova fetézova reakce (LCR).

2.2.13.5 Testovani citlivosti Mycobacterium tuberculosis

Nedilnou a zésadni soucasti laboratorni diagnostiky je stanoveni citlivosti. Provadi se
u kazdého kmene, ktery byl nové izolovan. Pfi pfetrvavajici pozitivité¢ pacienta je
vhodné po ttech ¢i vice mésicich (nebo podle dohody s oSetfujicim 1ékafem) vySetieni
citlivosti zopakovat.

Pii prvnim vySetfeni citlivosti se ur€uje citlivost na zdkladni antituberkulotika, coZ
jsou streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol a pyrazinamid. Pokud je zapotiebi,
napf. u rezistentnich kment, ¢i po dohod¢ s oSetfujicim lékatem, provadi se testovani
citlivosti rozsifené¢ i1 na dalsi 1éCiva tzv. antituberkulotika a antibiotika druhé fady,
napi.: fluorochinolony, aminoglykosidy, rifabutin, ethionamid, capreomycin,
cykloserin, kyselinu paraaminosalicylovou atd.

Metoda stanoveni citlivosti mykobakterii se 1isi od testovani provadéného v klasické
bakteriologii. UrCovani citlivosti se jako soucast nadstavbové diagnostiky provadi
ve specializovanych mykobakteriologickych laboratotich (3; 17).

Pro testovani citlivosti se vyuzivaji tzv. kritické koncentrace testovanych Iéka
(antituberkulotik). Tyto koncentrace predstavuji nejniz§i koncentraci 1éku inhibujici
kmeny, které nikdy nebyly v kontaktu s antituberkulotikem (tzv. divoké kmeny)
U pacientli reagujicich na 1écbu klinickym zlepSenim. Tyto koncentrace uvefejiiuje a

doporucuje WHO a ECDC (European Center for Disease Prevention and Control).
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Obecné lze fici, ze standardizace metod pro testovani citlivosti Mycobacterium
tuberculosis je obtizna z divodu rozdilné ucinnosti jednotlivych 1é¢iv v riznych typech

médii a v riznych metodach (20).

2.2.13.5.1 Metody testovadni citlivosti Mycobacterium tuberculosis

1. Konven¢ni metody na pevnych kultivacnich médiich (vajecnych nebo
agarovych)

Tyto metody jsou standardizované pro Siroké klinické pouziti. Jejich vyhodou je
ekonomickd dostupnost, ale nevyhodou dlouha doba inkubace (3-4 tydny). Nejvice
pouZzivana je metoda proporcéni.

a. Proporéni metoda (proporéni metoda dle Canettiho bude popsana
podrobné¢ dale)
b. Metoda absolutnich koncentraci

C. Metoda tzv. miry rezistence — Resistance Ratio Method

2. Rychlé metody testovani citlivosti V poloautomatickém systému
(V uzavieném systému)

Tyto metody vyuZzivaji detekci metabolické aktivity rostoucich mykobakterii
(spotieba kysliku - BACTEC® MGIT™ 960; Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA, VersaTREK; TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH,
USA, resp. produkce CO, — BACTEC 460 a MB/BacT; bioMerieux, Marcy L Etoile,
France). Jejich vyhodou je vyznamné zkraceni doby vysetfeni (cca 5-10 dni).

Pozn.: Od diive Casto pouzivanych radiometrickych systémii se v posledni dobé¢ jiz
ustupuje kvali vysokému riziku prace sradioaktivnimi latkami a nakladnosti jejich

likvidace.

3. Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) mikrodilu¢ni metodou
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Vyuziva se i ke stanoveni citlivosti na antituberkulotika a antibiotika druhé fady.
Provadi se v plastovych mikrotitracnich destickdch s 96 jamkami. V jamkach jsou
mikropipetou rozplnéna testovand léCiva nafedénd geometrickou fadou. V jedné
desti¢cce je mozné otestovat jeden kmen ve dvou raznych fedénich az na 6 1éCiv.
Hodnoti se kvantita ristu mikrokolonii v pfitomnosti testovaného I¢ku ve srovnani
s kontrolou bez léciva. Jako minimdlni inhibi¢ni koncentrace se oznaCuje nejniz$i
koncentrace 1éku, ve které doslo k inhibici ristu (17).

Mikrodilu¢ni metoda je vyhodné pro moznost rozsifeného testovani 1éka ve velkém
rozsahu koncentraci 16k, 1ze takto testovat termolabilni l1éky. Spotieba Sulovy tekuté
pudy a substanci je minimdlni, je zde i relativné kratkd inkubac¢ni doba (14 dni).

Nevyhodou je ¢asové naro¢na piiprava desticek (17).

4. Kolorimetrické detekéni metody
a. zalozené na redoxnich indikatorech, napf. resazurin mikrotitraéni
test (REMA)
b. zaloZené na tetrazoliovych solich
c. zalozené na testu nitratreduktazy (NRA — Nitrate Reduction
Assay)
Vyuziti schopnosti Mycobacterium tuberculosis redukovat nitraty

na nitrity a detekce barevné zmény (21)
5. MODS (Microscopic-Observation Drug-Susceptibility Assay
Je detekovan typicky rist Mycobacterium tuberculosis (tvorba provazcti) v jamkach
desticky bez nebo s danym antituberkulotikem v inverznim svételném mikroskopu.
6. Fagové metody
VyuzZivaji principu replikace mykobakteriofaga pouze v zivych mykobakterialnich

buiikach (FASTPlaque ™, Biotech Labs Ltd.)

7. Metoda Etestt
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Gradient 15 koncentraci antimikrobni latky na plastovém stripu (Siroce s uspéchem
vyuzivany pro testovani citlivosti nespecifickych bakterii) je pro Mycobacterium
tuberculosis teprve ve fazi zkouseni. Podle poslednich vysledk by mohl byt pouzitelny
pro RIF a INH (20).

8. Genetické metody
Detekce genetickych mutaci souvisejicich s rezistenci k antituberkulotikiim. Tyto
metody jsou vysoce specifické a senzitivni, jejich provedeni je rychlé, nékteré z nich lze
provadét 1 rovnou z klinického vzorku materidlu. Jejich nevyhodou je vysoka finanéni
naro¢nost. Komer¢ni sety se vyuzivaji k detekci mutaci zjm. u RIF a INH, dale pak
uPZA, STM, EMB, amikacinu, fluorochinoloni apod. VyuZzivaji se amplifikacni
techniky napt. PCR.

9. Dalsi metody (mén¢ pouzivané v praxi)
a. Rist na membranach (Anopore)
Testovani RIF a INH, odecet fluorescenénim nebo elektronovym
mikroskopem
b. TLA (Thin Layer Agar)
Testovani na tenké vrstvé agaru (pro RIF a INH) (20; 22).

2.2.13.5.1.1 Stanoveni citlivosti proporcéni metodou

Principem proporéniho testu podle Canettiho je porovndvani poctu narostlych
kolonii Mycobacterium tuberculosis na kontrolnich pidach bez antituberkulotika
S poctem kolonii, které vyrostly na ptidach s obsahem kritické koncentrace testovaného
1éku (Ptiloha 5). Kmen se hodnoti jako rezistentni pfi jejich proporci, tedy podilu, ktery

je vyssinez 1 % (3).

33



2.2.13.5.1.1.1 Vyhody a nevyhody proporcéni metody

Proporéni metoda je vyhodna pro svou finanéni nenaro¢nost. K jejim nevyhodam
patii nestandardnost kultiva¢nich ptd s antituberkulotiky, postupné snizovani G¢innosti

antituberkulotik v pidach a také dlouha inkubace (3 tydny, ptipadné i déle) (17).

2.2.13.5.1.2 Testovani citlivosti v BACTEC® MGIT™ 960

Jedna se o stanoveni citlivosti k zadkladnim antituberkulotikiim
V poloautomatickém systému. Princip pfistroje byl jiz popsan vySe (viz kapitola
kultivace v tekutych pidach). Do zkumavek MGIT se pridava testované 1é¢ivo v dané
koncentraci (Ptiloha 6). Pfistroj porovnava rist ve zkumavkach s antituberkulotikem
srastem v kontrolnich lahvickach bez antituberkulotika. Vysledek je vyhodnocen

pfistrojem (Ptiloha 7).

2.2.13.5.1.2.1 Vyhody a nevyhody testovani citlivosti v BACTEC® MGIT™ 960

Nejvétsi vyhodou tohoto typu vySetfeni citlivosti je rychlost dosazeni vysledku,

vyhodnoceni za 5 — 10 dni od inokulace, dalsi vyhodou je vysoka citlivost. Naopak jeho

nevyhodou oproti ostatnim zpisobtim je stranka ekonomicka (17).

2.2.13.6 Nepiima diagnostika

V laboratorni diagnostice tuberkul6zy se uplatituje 1 nepiima diagnostika, tj. prikaz

reakce organismu na piitomnost tuberkuldznich antigenti. Pouziva se tzv. IGRA metoda

— Interferon Gamma Release Asssay. Jedna se o prikaz interferonu gama

produkovaného specifickymi T-lymfocyty po jejich stimulaci tuberkul6znimi antigeny.
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V Ceské republice maji uplatnéni dvé IGRA metody:

e QuantiFERON® — TB Gold — diagnosticky imunologicky test Kin vitro
detekci pritomnosti a kvantifikaci interferonu-y produkovaného jako
odpovéd’ na stimulaci specifickymi peptidovymi antigeny Mycobacterium
tuberculosis

e T-SPOT TB- diagnosticky imunologicky test k in vitro detekci efektorovych
T-lymfocytd, které jsou senzibilizované antigeny Mycobacterium

tuberculosis.

K dalsim nepfimym diagnostickym testim patii tuberkulinovy kozni test
(modifikace podle Mantoux). Principem je intradermalni vpich ¢isténého proteinového

derivatu z tuberkuldznich bacili, po inkubaci se provadi odecet indurace.

2.2.14 Terapie onemocnéni zptisobenych Mycobacterium tuberculosis

Terapie spadd do kompetence plicnich lékait, kteii se ¥di postupy Ceské
pneumologické a ftizeologické spole¢nosti (CPFS). Tato spole¢nost vytvaii doporuéené
postupy diagnostiky a 1é¢by tuberkuldzy a dalSich ostatnich chorob ustroji dychaciho
(23).

V sanatoriich nebo také chirurgickymi zékroky, jako jsou napiiklad opakované
pneumotoraxy. Ovsem od doby, kdy se zacala cilené¢ pouzivat antituberkulotika, tento
druh 1éCby témét vymizel (3).

K terapii tuberkuldzy se pouzivaji latky, které jsou piivodu biologického, ale také
latky, které jsou piipravované synteticky. Oba tyto typy latek jsou chemicky
definovatelné. Pti objasnéni latek biologického ptivodu, nasleduje jejich syntéza nebo

chemicka modifikace (24).
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Od zacatku pouzivani antituberkulotik v klinické praxi doslo k vyraznému zlepSeni
prognézy tuberkuldézy a vyraznému snizeni Gmrtnosti na tuto chorobu. Celkova a
dlouhodoba 1écba témito léky ma sva rizika, a proto se jesté pied zahdjenim 1écby musi
bakteriologickymi i1 ostatnimi vySetfenimi diagnoza tuberkuldzy potvrdit (25).

Na zadkladé¢ poznatkii a zkuSenosti ze vzniku rezistenci, byly vypracované
pro terapii tuberkulozy léCebné rezimy. V soucasné dobé je tuberkuldéza lécena
kombinaci n¢kolika antituberkulotik, v optimélnich davkéach a ve specificky urcenych
Casovych intervalech. Antituberkulotika se podavaji pod dohledem, tedy kontrolované a
dlouhodobé (3; 24).

2.2.14.1 LéCebné faze
Terapie se déli do dvou fazi:
¢ inicidlni (0vodni, intenzivni) faze
e pokracujici faze.
2.2.14.1.1 |Inicidlni faze
Na zacatku 1é¢by jde o redukci poctu mykobakterii na co nejniz§i mnozstvi a
zabranéni selekce rezistentnich mutaci. Terapie vtéto fazi vychazi zaplikace
ctytkombinace zadkladnich antituberkulotik v denni davce a vétSinou za hospitalizace.
Toto je tedy naplni inicialni faze, kterd obvykle trva dva mésice (2; 3).

2.2.14.1.2 Pokracujici faze

V pokracovaci fazi nastava podavani antituberkulotik intermitentné, jelikoz je nutné

zasdhnout mykobakterie ve fazi jejich intenzivniho déleni a pfi intenzivnim
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metabolismu, aby bylo zabranéno mnozeni zarodkd, které ptezily v 1ézich po predeslé
terapii. Tato faze je delSi a trva asi 6 — 8 mésicii a je tvofena dvojkombinaci nebo
trojkombinaci antituberkulotik. Priib&éh 1écby byva jiz ambulantni a cilem je uplny

sterilizacni efekt (2; 3).

2.2.14.2 Antituberkulotika

Lécivé latky, které piimo ptsobi na Mycobacterium tuberculosis, rozmnozujici se

V napadeném organismu, nazyvame antituberkulotika (24).

2.2.14.2.1 Historie antituberkulotik

V roce 1942 Domagk zavedl do 1écby tuberkul6zy tiosemikarbazonovou substanci
(TSC), k cemuz vedlo Gsili védct, kteti objevili tuberkulostatické vlastnosti nékterych
sulfathiazolovych vazeb.

Vroce 1943 objevil Lehman tuberkulostatick¢é  vlastnosti  kyseliny
paraaminosalicylové (PAS).

Streptomycin (STM) byl objeven na rozhrani roku 1943 — 1944 Wachsmanem.
STM bylo prvni vyznamné antituberkulotikum, které zasahovalo do lécby velice
tézkych forem tuberkul6zy, jako napt. miliarni tuberkul6zy, a pouZziva se dodnes.

DalSim antibiotikem pouzivanym k 1é¢b¢ tuberkuldzy byl viomycin (VM) v roce
1950.

V roce 1952 byl objeven a zaveden isoniazid (INH), ¢imZ nastal obrat v 1é¢beé
tuberkuldzy. INH mél vyrazné lepsi terapeutické vysledky, byl méné toxicky nez diive
pouzivané preparaty a lidsky organismus ho mnohem Iépe toleroval. Dale byly v téze
dobé¢ zavedeny do 1é¢by pyrazinamid (PZA) a cykloserin (CS).

Skalu antituberkulotik rozsitily kanamycin (KM) a ethionamid (ETH) jiz v letech
1954 — 1955.
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Dalsi obohaceni o terapeutické moznosti nastalo v roce 1960, a to zavedenim
capreomycinu (CM) a po ném dale ethambutolu (EMB) vroce 1961 — 1967 a
rifampicinu (RMP) v roce 1966 (24).

2.2.14.2.2 Zakladni antituberkulotika

streptomycin (STM)
e isoniazid (INH)

e rifampicin (RMP)

e ethambutol (EMB)
e pyrazinamid (PZA)

V nékterych piipadech se mohou pouzit také jind léciva, jako jsou naptiklad
rifabutin, capreomycin, amikacin, makrolidy nebo fluorochinolony (3).

Po dobu dvou mésicti od bakteriologického ovéfeni onemocnéni se k 1é¢bé pouziva
kombinace ¢tyf antituberkulotik, a to INH, RMP, EMB, PZA nebo kombinace INH,
RMP, STM, PZA. Nésledna 1écba pokracuje s pomoci jiz jen dvou antituberkulotik, a to
INH a RMP nebo INH a EMB. Je nutné podavat 1écbu kombinovang, protoze jinak by
se zde vytvorilo velké riziko vzniku rezistentnich mutaci. Takovéto rezistentni mutace

se projevuji frekvenci pfiblizné jednou za 10° bunéénych déleni (3; 25).

2.2.14.2.2.1 Streptomycin (STM)

2.2.14.2.2.1.1 Vlastnosti STM

STM je antituberkulotikum patiici do skupiny aminoglykosidti, dobie rozpustné ve

vode¢ a stabilni.
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2.2.14.2.2.1.2 Spektrum ucinku STM

Je indikovan pfi potiebé likvidace mykobakterii, dale se také pouziva k likvidaci
grampozitivnich a gramnegativnich nespecifickych bakterii, dale napt.: brucel, Yersinia
pestis, klebsiel aj. Vuci STM jsou rezistentni atypické mykobakterie, rickettsie,
klostridia a bakteroidy.

2.2.14.2.2.1.3 Mechanismus ucinku STM

Baktericidni U¢inek STM se projevuje na extracelularné ulozené proliferujici

mykobakterie, na klidové formy ptisobi mén¢.

2.2.14.2.2.1.4 Cesta podani STM

Ne zcela vhodnym zplsobem je peroralni podavani STM, jelikoz se témét viibec

neresorbuje z gastrointestinalniho traktu. Stejné tak je to i u inhalovani nebo

U intratekélnitho podavéani, kdy se do séra dostdvd jen nepatrné mnozstvi STM.

Vhodnym zptsobem je parenteralni aplikace nebo intramuskularni aplikace injekci.

2.2.14.2.2.1.5 Farmakokinetika STM
Biologicky polocas rozpadu STM je 2 — 3 hodiny. Sérova koncentrace, kterd ma

minimalni terapeuticky Ucinek, je pfiblizné 10 pg/ml. Pfi 1é€bé infekce zpisobené

Mycobacterium tuberculosis je minimalni inhibi¢ni koncentrace ptiblizn¢ 0,1-1,0 pg/ml.

39



STM se v organismu eliminuje prostfednictvim glomeruldrni filtrace. Vylucuje se
moci, uz za 24 hodin se vylou¢i 90 % davky. Minimalni vyluc¢ovéani probiha Zluci a

stolici (cca 1 — 2 %).

2.2.14.2.2.1.6 Vedlejsi nezadouci ucinky STM

STM stejné¢ jako ostatni aminoglykosidovd antibiotika vytvaii v endolymfe
vnitiniho ucha relativné vysokou koncentraci, kterd prostfednictvim rdznych
mechanismt toxicky poskozuje vnitini membrany. Proto nesmi byt pifekroceno
davkovani STM. K poskozeni vnitinitho ucha miize také dojit ndsledkem pomalého
vylu¢ovani STM pii normdlnim davkovani, pii jeho dlouhotrvajicim podavani. Tento
nezddouci vedlejsi ucinek je nejvyznamngjsi, vztahuje se na VIII. mozkovy nerv,
kochlearni poskozeni (5 — 15 % pacientll). K dalsim neZddoucim ucinkim patii
vestibularni poruchy (az 25 % pacientil), neurotoxické projevy, nefrotoxické poSkozeni,

poskozeni zraku, alergické reakce.

2.2.14.2.2.1.7 Kontraindikace podani STM

Kontraindikaci k uzivani STM je alergie na STM, predeslé poskozeni
VIII. mozkového nervu, anurie a tézka porucha exkre¢ni funkce ledvin nebo porucha
kardiovaskularniho aparatu. Dale se nedoporucuje jeho podavani v gravidité, a to hlavné
Vv prvnich péti mésicich. Mezi ostatni kontraindikace patii kojenecky, détsky a stafecky
veék. Pied zacatkem terapie STM je vhodné vysettit sluch, ledvinové funkce, ustfedni
rovnovahy, ale také vyloucit graviditu. Pfi podezieni projeveni se nezadoucich ucink je

nutné 1écbu STM ihned prerusit (24; 25).
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2.2.14.2.2.2 Isoniazid (INH)

2.2.14.2.2.2.1 Vlastnosti INH

Synteticky ptipravovany hydrazid kyseliny isonikotinové, rozpustny ve vodé.

2.2.14.2.2.2.2 Spektrum ucinku INH

Vyuziva se jeho vyhradniho u¢inku téméf pouze proti Mycobacterium tuberculosis,

nepusobi ani na pfevaznou vétsinu atypickych mykobakterii.

2.2.14.2.2.2.3 Mechanismus ucinku INH

Baktericidni u¢inek INH na proliferujici kmeny nastava pii troj aZz pétinasobném
prekroc¢eni minimalni inhibi¢ni koncentrace. Bakteriostaticky pilisobi na mykobakterie
pfi nizSich koncentracich. INH zasahuje intracelularni i extraceluldrni mykobakterie.
Interferuje s tvorbou bunééné stény mykobakterie, protoze nejspiSe inhibuje syntézu

mykolovych kyselin.

2.2.14.2.2.2.4 Cesta podani INH

Vhodné podani INH je oralni cestou, protoZze se dobfe a rychle resorbuje.
Nejucinngjsi je aplikace INH jednorazové a nalacno, protoze jeho biologické ucinky se
vyrazné snizuji po pfijeti jidla. Vzacné v indikovanych pifipadech muze byt INH

aplikovan formou infaze.
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2.2.14.2.2.2.5 Farmakokinetika INH

Biologicky polocas rozpadu je 1 — 3 hodiny. Minimalni inhibi¢ni koncentrace INH
se pohybuje v rozmezi 0,5 — 0,1 pg/ml.

V nezménéné podob¢ piechazi pies glomerularni filtraci v ledvinach asi 4 — 20 %
INH. Zbytek se metabolizuje hlavné v jatrech. 50 — 100% sérové koncentrace dosahuje

INH ve tkanich a télovych tekutinach, protoze se tam rychle a dobfe distribuuje.

2.2.14.2.2.2.6 Vedlejsi nezadouci ucinky INH

Projeveni nezadoucich ucinkli je =zavislé na velikosti davky INH. Mezi
ochrnutim na dolnich koncetinach, posléze i na rukach. Nékdy se projevuje i
na hrudniku formou intrakostalnich neuralgii a myalgii hrudnikového svalstva. K dal§im
nezadoucim ucinklim patfi poruchy funkce CNS, kieCe, hepatotoxické ucinky,
gastrointestindlni poruchy. K méné cCastym nezadoucim ucinkiim patii astmatické
zachvaty, alergie, exantémy na kuzi, horecka, bolesti kloubd, bilkovina v moci,
pfechodna hematurie, u nékterych osob se mize vyskytnout porucha srde¢niho rytmu,

poruchy krvetvorby.

2.2.14.2.2.2.7 Kontraindikace podani INH

INH nelze podévat pti akutni hepatitidé nebo periferni neuritid¢, jde se o absolutni
kontraindikaci. V ptipad¢ zachvatovych chorob CNS a psychdz, jde o relativni
kontraindikaci. Vyssi opatrnosti se dba u starSich pacientii, alkoholikli, diabetikii a

epileptikti (24; 25).
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2.2.14.2.2.3 Rifampicin (RMP)

2.2.14.2.2.3.1 Vlastnosti RMP

RMP pochazi ze skupiny ansamycintl, s jinym antibiotikem neni piibuzny, ma

zlutoCervenou barvu. Dobie se rozpousti ve vodé, v organickych rozpoustédlech a

Vv prostredi s kyselym pH.

2.2.14.2.2.3.2 Spektrum ucinku RMP

RMP je antibiotikum se Sirokospektrdlnim ucinkem. Kromé& ucinku

na Mycobacterium tuberculosis je znamy jeho G¢inek na grampozitivni i gramnegativni

bakteridlni kmeny, ale také na nékteré atypické mykobakterie.

2.2.14.2.2.3.3 Mechanismus uc¢inku RMP

Baktericidni plisobeni na proliferativni extraceluldrni a intraceluldrni kmeny se

projevuje pii prekroceni ctyfndsobku minimalni inhibiéni koncentrace. Inhibuje

bakterialni RNA-polymerazy.

2.2.14.2.2.3.4 Cesta podani RMP

Rychla a témét bezezbytkova resorpce nastava pii ordlnim podavani RMP jednu

hodinu pied jidlem. Déle je mozné podavat 1€k intravenozné.
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2.2.14.2.2.3.5 Farmakokinetika RMP

Biologicky poloc¢as uc¢innosti jedné davky je 3 — 4 hodiny. Minimdlni inhibi¢ni
koncentrace RMP se pohybuje v rozmezi 0,05 — 0,5 pg/ml.

Z velké casti (asi 75 — 80 %) se RMP vaze na sérové bilkoviny a dale dobie
difunduje do télnich tekutin 1 organi. Moci se v aktivni formé vylucuje vice nez 25 %
lécivé latky. Prevaznd Céast se metabolizuje na antibakteridlné UCinnou latku
deacetylrifampicin. Vice nez 95 % metabolitd se vylucuje Zlu¢i a pftiblizné 2 %
metaboliti se vylucuji moci. Eliminace RMP zdvisi na velikosti davky léCiva a

na funkci ledvin.

2.2.14.2.2.3.6 Vedlejsi nezadouci ucinky RMP

K nejcastéj$im nezddoucim ucinklim patii poruchy funkce jater, které se projevuji
zvySenou aktivitou transamindz a bilirubinu v séru. Tyto poruchy byvaji s méné
intenzivnim prabéhem. Vyskytuji se asi u 11 % nemocnych. Mezi dalsi nezadouci
vedlejs$i ucinky patii zalude¢ni nevolnosti (2 % pacientd), kozni projevy (1 — 3 %
pacientil). Ziidkakdy se projevi systémové imunologické reakce a neurologické

priznaky, jako napt. zavraté, nespavost, bolest hlavy.

2.2.14.2.2.3.7 Kontraindikace podani RMP

wewr

kontraindikaci uzivani RMP Casna gravidita. Dalsi kontraindikaci je uzavieni zlucovych

cest, poSkozenti jater, t€zké hyperbilirubinémie, alkoholismus (24; 25).
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2.2.14.2.2.4 Ethambutol (EMB)

2.2.14.2.2.4.1 Vlastnosti EMB

EMB je ziskavany synteticky, jedna se o pravotoivy etylendiaminovy derivat,

ktery je stabilni a ve vod€ dobte rozpustny.

2.2.14.2.2.4.2 Spektrum ucinku EMB

Antibakteridlni u¢innost EMB se vyhradn¢ zamétfuje na mykobakterie a mnohé

atypické mykobakterie.

2.2.14.2.2.4.3 Mechanismus ucinku EMB

Je prokéazan pouze bakteriostaticky ucinek EMB na proliferujici kmeny nachézejici

se intracelularné a extracelularné.

2.2.14.2.2.4.4 Cesta podani EMB

Vhodnym zptisobem je peroralni podavani, kdy se 20 % vyloudi stolici, ale témét

80 % EMB se rychle resorbuje. Dale pak intraven6zni aplikace infuzi nebo injek¢né.
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2.2.14.2.2.4.5 Farmakokinetika EMB

Biologicky poloc¢as rozpadu EMB trva okolo 4 hodin. Terapeuticky u¢inna sérova
koncentrace je 1 — 2 ug/ml. Minimalni inhibi¢ni koncentrace se pohybuje v rozmezi 1 —
2 pg/ml.

Koncentrace EMB je 2-3x vyS8i verytrocytech nez v séru, protoze EMB
do erytrocyti snadno difunduje a zlstava v nich relativné dlouho navazany. EMB
prochazi dokonce i do mozkomisniho moku. VyluCovani je pomalé, v prubéhu celého
dne se témét 40-50 % EMB vylucuje ledvinami v nezménéné podobé. Formou

inaktivnich metabolitli se vylu€uje stolici 20 % a moci 8-15 %.

2.2.14.2.2.4.6 Vedlejsi nezadouci ucinky EMB

Mezi nejcastéjsi nezadouci ucinky patii poskozeni zrakového nervu, které se mize
projevovat jako retrobulbarni neuritida. K dal§im nezadoucim projevim patii vyskyt
gastrointestindlni poruchy, predev§im zaludecni tézkosti. Méalokdy se vyskytuji zavraté,

bolesti hlavy, kloubt a uzkostné stavy.

2.2.14.2.2.4.7 Kontraindikace podani EMB
Nejvyznamnéjsi kontraindikaci je poSkozeni o¢niho nervu nebo alergie na EMB.

U nemocnych s ledvinovou nedostatecnosti se musi pi1 ddvkovani dbat na mimotadnou

opatrnost. Opatrnost je dale potfebna pti diabetu a u alkoholikt (24; 25).
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2.2.14.2.2.5 Pyrazinamid (PZA)

2.2.14.2.2.5.1 Vlastnosti PZA
Jedna se o amid kyseliny pyrazinkarbonové, je stabilni a jeho rozpustnost ve vodé

je nizka.

2.2.14.2.2.5.2 Spektrum ucinku PZA

PZA je antituberkulotikum, které pisobi specificky na Mycobacterium

tuberculosis. Optimalni pH pro jeho G¢innost je 5, tedy kyselé prostredi.

2.2.14.2.2.5.3 Mechanismus ucinku PZA

Jeho baktericidni ucinek se projevuje pii kyselém pH, pfi fyziologickém pH plisobi

na mykobakterie uloZené intracelularné a extracelularné bakteriostaticky.

2.2.14.2.2.5.4 Cesta podani PZA

PZA se podava peroralng, protoze se dobte resorbuje.

2.2.14.2.2.5.5 Farmakokinetika PZA

Biologicky polocas rozpadu PZA se nachazi v rozmezi 10-12 hodin. Pii pH 5 je

minimalni inhibi¢ni koncentrace 50-100 pg/ml.
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PZA relativné dobte difunduje do organd, ser6znich dutin a mozkomisniho moku.
V séru se nachazi v nezménéné formé téméei 60 % PZA, ztoho se pak dale 40 %
metabolizuje a ¢ast se vylucuje v nezmeénéné forme. K eliminaci nezmeénéné formy PZA

1 metabolitu dochéazi vyhradné ledvinami.

2.2.14.2.2.5.6 Vedlejsi nezadouci ucinky PZA

Jako hlavni nezadouci vedlejsi ucinek se projevuje poskozeni jater (2—-3 %
pacientll). Rozsah poskozeni jater je pfimo umérny davce. K dal$im nezddoucim
ucinkiim patii gastrointestindlni poruchy vyznacujici se nechutenstvim, Zalude¢nimi

kfe¢emi, nevolnosti. Déle pak poskozeni CNS, exantémy, hyperurikemie.

2.2.14.2.2.5.7 Kontraindikace podani PZA

Kontraindikace 1é¢by PZA nastava u nemocnych trpicich akutni hepatitidou, jinym
zavaznym poSkozenim jater, alergii na PZA, dnou, rendlni insuficienci a také

U nemocnych s predeslym poskozenim jater (24; 25).

2.2.14.2.3 Rezistence na antituberkulotika

Pii 1écbé tuberkuldzy je nutné brat vivahu moznost vytvofeni rezistence
na poddvané antituberkulotikum. Rezistence se vSeobecné rozdé€luji na primarni a

sekundarni rezistence (24).
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2.2.14.2.3.1 Primarni rezistence

Jako primarni rezistenci oznacujeme stav, kdy u pacienta s tuberkul6zou, ktery jeste
nikdy nebyl 1é¢eny antituberkulotiky, se vyskytuje rezistence vici jednomu nebo vice
antituberkulotikiim. Primarni rezistence se nejcastéji pozoruje pii 1é€bé INH, STM a

PAS. Mimotadné k této situaci dochazi pti lécbé EMB a RMP.

Primérni rezistence se v klinické praxi rozlisuji na:
e bazalni — pfirozené rezistence
e ziskané primarni rezistence (vznika infikovanim pacienta sekundarné

rezistentnimi bakteriemi) (24).

2.2.14.2.3.2 Sekundarni rezistence

Jsou to rezistence ziskané. Takto se oznacuji rezistence vzniklé Vv ptipad¢, kdy se
dokéze pritomnost mykobakterii rezistentnich bud’ vii¢i jednomu, nebo vice druhtim
antituberkulotik, ktera pivodné u daného pacienta byla citliva. Muze se tak stat
pii opakovaném nakazeni tuberkuldézou anebo pii vzniku mutaci na DNA mykobakterii
béhem 1écby. Hlavni pfi¢inou vzniku téchto rezistenci byva nepravidelné uzivani

antituberkulotik nebo nespravny zpusob terapie (24).

2.2.14.2.4 Rezistence Mycobacterium tuberculosis

e monorezistentni kmen: rezistence na jedno antituberkulotikum prvni (zakladni) fady
e polyrezistentni kmen: rezistence na vice nez jedno zdkladni antituberkulotikum
(kromé¢ soucasné rezistence na INH a RIF)

e multirezistentni kmeny (multi drug resistant - MDR): rezistence na RIF a INH
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e extensively drug-resistant (XDR): rezistence na INH a RIF, k tomu jesté rezistence
na n€které preparaty tzv. druhé fady tj. na jakykoliv fluorochinolon a dale nejméné

jedno z injektabilnich antibiotik (amikacin, kanamycin, capreomycin) (26; 27; 28).

2.2.14.2.4.1 Multidrug-resistant (MDR)

Kmeny Mycobacterium tuberculosis, které jsou rezistentni k rifampicinu a zaroven
k isoniazidu nebo k témto dvou antituberkulotikiim soucasn¢ a jesté i k nékterym dal$im
preparatiim, se oznacuji jako multirezistentni kmeny, z angli¢tiny multi-drug resistant.
Tyto rezistentni kmeny jsou proto velmi nebezpecné. Pacient, ktery je timto kmenem
infikovan, mé horsi $anci na vylé&eni. Multirezistentni kmeny se do Ceské republiky
mohou dostat ze zemi s vysokym vyskytem tuberkul6zy napf. z jihovychodni Asie,
z Afriky. Mohou se §ifit mezi rizikovymi skupinami, mezi imigranty, lidmi ve vykonu
trestu atd. (3).

Od tuberkulozy, ktera byla zptisobena citlivymi mykobakteriemi, se onemocnéni
zpusobené MDR nelisi klinickym obrazem, ani rentgenologickym, fyzikalnim a ani
zadkladnim laboratornim nalezem. Takovy nalez, jako je uréeni MDR kmene, je mozné
ziskat pouze na zéklad¢ pozitivni kultivace a stanoveni citlivosti kmene. Toto vySetieni
je proto zasadni (29).

Vznik multirezistentnich kmenl neustale ohrozuje vefejné zdravi na celém svéte.
Podle Svétové zdravotnické organizace bylo popsano ve svété v roce 2011 asi 310 000
ptipadt MDR. Téméi 60 % piipadii pochézelo z Indie, Ciny a Ruska. Odhaduje se, ze
asi 9 % piipadl tvotily tézké formy rezistence XDR. Vzhledem k tomu je zapotiebi, aby

se vyzkum soustiedil na nové 1écebné slouceniny a nové 1écebné programy (30).
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3 CIL PRACE

e vytvofeni piehledu soucCasnych metod stanoveni citlivosti Mycobacterium
tuberculosis k zakladnim antituberkulotikim

e porovnani dvou metod stanoveni citlivosti k zdkladnim antituberkulotikiim
na zakladé vysetfeni souboru izolati Mycobacterium tuberculosis na Ustavu
mikrobiologie FN Plzeni v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii

e zhodnoceni ziskanych vysledkil z hlediska demografického, diagnostického a

epidemiologického
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4 METODIKA

4.1 CHARAKTERISTIKA TESTOVANEHO SOUBORU

Ve své bakalarské praci jsem sledovala soubor 275 izolata Mycobacterium
tuberculosis ziskanych ze vzorkl klinického matridlu od pacientd z ldzkovych i
Z ambulantnich zatizeni. Jednalo se vzdy o prvni kultivacné pozitivni vzorek u kazdého
pacienta. Vzorky materialu byly dodany ke zpracovani v obdobi leden 2008 az Cerven
2013. Byly zpracovany v Ustavu mikrobiologie FN v Plzni v Laboratofi pro diagnostiku
mykobakterii standardnim zptisobem: dekontaminace metodou s N-acetyl-L-cysteinem,
mikroskopické vySetfeni fluorescencnim barvenim, kultivace v tekutém kultivanim
médiu Midlebrook 7HI12B v poloautomatickém systému BACTEC® MGIT™ 960
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA) a na pevnych vaje¢nych
kultiva¢nich ptadach - Lowenstein-Jensen a Ogawa (TRIOS, Olomouc, Ceska
republika).

Po nartstu na kultivacnich pidach byla provedena identifikace kmenii metodou
genové sondy pro Mycobacterium tuberculosis komplex (GenProbe, San Diego, CA,
USA) a dale pomoci biochemickych testd produkce niacinu, redukce nitratl a testu
citlivosti na TCH - hydrazid kyseliny thiofen-2-karbonové (TRIOS, Olomouc, Ceska
republika).

Pot¢ byla u vSech kmenl stanovena citlivost k zdkladnim antituberkulotikiim
(streptomycin, isoniazid, rifampicin, ethambutol, pyrazinamid) metodou propor¢ni dle
Canettiho a metodou v uzavieném systému BACTEC® MGIT™ 960 podle standardnich

operacnich postupt (SOPV) pracovisté a podle doporucenych postuptt vyrobce.
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4.2 POUZITE METODY TESTOVANI CITLIVOSTI
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

e proporéni metoda dle Canettiho

e testovani citlivosti v uzavieném systému BACTEC® MGIT™ 960

4.2.1 Pomicky- proporéni metoda podle Canettiho

4.2.1.1 Ptistrojové vybaveni

e tfepacka THERMOLYNE 65800
e denzitometr DENSI - 2
e komorovy termostat — regulator vlhkosti: klima ADCD 000110

4.2.1.2 Technické pomticky

e sterilni lahvi€ky (odbérova nadobka pro sputum)

e zkumavky vhodné k méteni v denzitometru (GAMA GROUP a.s.)

e mikropipety Pipet — Lite XLS a $picky s filtrem (RAININ-METTLER TOLEDO
Company, Greifensee, Switzerland)

e plastové pipety Pasteur (Biosigma)

e sterilni plastové inokula¢ni klicky (FL Medical, Torreglia, Italy)

e stojanky na zkumavky

e sterilni sklenéné perlicky
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4.2.1.3 Chemické pomutcky

sterilni destilovana voda (Ardeapharma a.s., Sevétin, CR)

vaje¢né pudy obsahujici antituberkulotika (TRIOS, Olomouc, Ceska republika)

vajecné pudy Lowenstein-Jensen bez antituberkulotika (TRIOS, Olomouc,
Ceska republika)

4.2.1.3.1 Pouzité kultivacni pidy Léwenstein-Jensen (LJ) s obsahem léciv (mg/l)

LISTM
LISTM
LJINH
LJINH
LIRIF
LJE
LIPZ
LJPZ0

LJ+STM 6,0

LJ+STM 10,0

LJ+INHO0,2

LJ+INH1,0

LJ + RIF5,0

LJ+EMB 2,0

LJ+PZA 400

LJ + PZA kontrola bez antituberkulotika

4.2.2 Pomiucky - testovani citlivosti v uzavireném systému BACTEC®

MGIT™ 960

4.2.2.1 Pfistrojové vybaveni

ttepacka THERMOLYNE 65800
denzitometr DENSI — 2
BACTEC® MGIT™ 960
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4.2.2.2 Technické pomticky

e sterilni lahvi¢ky (odbérova nadobka na sputum)

e zkumavky vhodné k méfeni v denzitometru (GAMA GROUP as., Ceské
Budgjovice, CR)

e mikropipety Pipet a $picky s filtrem (RAININ-METTLER TOLEDO Company,
Greifensee, Switzerland)

e plastové pipety Pasteur (Biosigma, Cona, ITALY)

e sterilni plastové inokulacni klicky (FL Medical, Torreglia, Italy)

e stojanky na zkumavky

e sterilni sklenéné perlicky

4.2.2.3 Chemické pomtcky

e sterilni destilovana voda (Ardeapharma a.s., Sevétin, CR)

4.2.2.4 Komeréni vybaveni k metodé (Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA)

e zkumavky MGIT

e zkumavky PZA MGIT

e suplementy

e nafedénd antituberkulotika

e pracovni soupravy (koncentrace antituberkulotik po rekonstituci):
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e BDBACTEC® MGIT™ 960 SIRE Kit:  SIRE suplement
83 g streptomyecin (S)
8,3 ng isoniazid (I)
83ug rifampicin (R)
415 pg ethambutol (E)
e BDBACTEC® MGIT™ 960 PZA Kit:  PZA suplement
8000 pg pyrazinamid

4.2.2.4.1 Priprava redéni antituberkulotik

K lyofylizovanym antituberkulotikiim (S, I, R, E), dodanym v setu BD BACTEC®
MGIT™ 960 SIRE Kit byly mikropipetou ptidany 4 ml sterilni destilované vody.
K lyofylizovanému PZA, dodanému v setu BD BACTEC® MGIT™ 960 PZA Kit, bylo
mikropipetou ptidano 2,5 ml sterilni destilované vody. Po tplném rozpusténi lyofylizatu
byly roztoky rozdéleny (po 0,33 ml) do zkumavek typu Eppendorf a zamrazeny.
Pied kazdym provedenim testovani citlivosti bylo Cerstvé rozmrazeno potiebné

mnozstvi antituberkulotik.

4.2.3 Shodna ¢ast metodického postupu pro obé pouzité metody

4.2.3.1 Ptiprava pomicek

Pred zahajenim samotného zpracovani testi citlivosti byly vysterilizovany sklenéné
perlicky v horkovzdusném sterilizatoru. Sterilizace byla provedena pii 100 °C po dobu
15 minut. Sklenéné perlicky byly po dobu sterilizace uloZené ve sklenéné oteviené
laboratorni nadob¢. Dalsi soucasti piipravy bylo dikladné vycisténi, dezinfekce a

vysviceni biohazardniho boxu UV svétlem (minimalni doba zafeni byla 30 minut). Dale
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pak priprava a fadny identifikacni popis vSech pouzivanych sterilnich lahvicek,
denzitometrickych zkumavek, kontrolnich a testovacich pevnych pid (plati
pro propor¢ni metodu) a zkumavek MGIT (plati pro testovani citlivosti v BACTEC®
MGIT™ 960).

4.2.3.2 Zpracovani izolati

K testovani citlivosti obéma metodami byly pouzity cerstvé narostlé izolaty
Mycobacterium tuberculosis ve zkumavce pro detekéni systém BACTEC® MGIT™ 960
s tekutym kultivacnim médiem nebo na pevné kultivaéni vajecné pidé Lowenstein-

Jensen ¢i Ogawa.

4.2.3.2.1 Zpracovadni izolatu ze zkumavky BACTEC ® MGIT™ 960

Do pfipravené a popsané sterilni lahvicky byly pfidany k rysce 5 ml vysterilizované
sklenéné perlicky a 1,5 ml narostlé kultury ze zkumavky BACTEC® MGIT™ 960.
Obsah sterilni lahvi¢ky byl nésledné razantné ru¢né protiepan a poté byla lahvicka
vlozena ve stojanku do tfepacky, kde se jeji obsah nechal tfepat po dobu 20 minut.
Tiepani vzorku bylo nutné k rozdéleni shlukii narostlé kultury, tedy k dukladné

homogenizaci.

4.2.3.2.2 Zpracovani izoldtu z pevné vajecné pldy
Do pfipravené a popsané sterilni lahvicky byly pfidany k rysce 5 ml vysterilizované

sklenéné perlicky a 1,5 ml sterilni destilované vody. Do takto piipravené sterilni

lahvicky pak byly sterilni klickou pfeneseny narostlé kolonie z pevnych kultivacnich
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pud (1-2 plné kli¢ky). Obsah lahvicky byl stejnym zptisobem jako u zpracovani kmene

zZ MGIT zkumavky ruéné protiepan a pak vloZen do tfepacky na 20 minut.

4.2.3.3 Cast postupu fedéni spoleény pro obé metody

Po dikladné homogenizaci testovaného kmene byla do lahvicky piidana sterilni
destilovana voda (cca 4,5 ml), ndsledné byla lahvicka opét ruéné protiepana. Cely obsah
lahvicky byl pipetou pienesen do zkumavky pro denzitometr (pomocnd fedici
zkumavka). Tato zkumavka byla dikladné ocisténa a vlozena do denzitometru
ke zjisténi hodnoty zakalu. Pozadovany zakal prvni zkumavky na fedéni byl 0,3
dle McFarlanda. Pti zjisténi vyssi hodnoty zakalu, bylo nutné suspenzi nafedit sterilni
destilovanou vodou. Prvni zkumavka K fedéni se zakalem 0,3 dle McFarlanda byla

oznadena jako -1 (10™ = zakal 0,3 McFarlanda).

4.2.3.4 Postup fedéni, inokulace, inkubace a vyhodnoceni proporéni metody dle
Canettiho

Redéni suspenze kmene se provadélo pomoci 4 denzitometrickych zkumavek. Prvni
zkumavka byla tzv. pomocna a obsahovala homogenizovanou smés ze sterilni lahvicky,
dalsi 3 zkumavky potom obsahovaly fedéni 107,102 107,

Z denzitometrické zkumavky s oznacenim -1, ktera obsahovala suspenzi o zékalu
0,3 dle McFarlanda, bylo po dikladném protfepani a opakovaném nasati do pipety
pteneseno 0,5 ml do dalsi zkumavky s oznaenim -2, kterd jiz obsahovala 4,5 ml sterilni
destilované vody, po dikladném promichéni bylo nésledné pipetou preneseno opét
0,5 ml suspenze do posledni denzitometrické zkumavky s oznaenim -3, ktera také

obsahovala 4,5 ml sterilni destilované vody.
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Takto pfipravené suspenze pak byly pouzity k vlastni inokulaci. Nejprve se
provedlo ockovani tii kontrolnich vajeénych pid Lowenstein-Jensen (pidy
bez antituberkulotika). Puady byly oznaceny: K-1, K-2, K-3. Na kontrolni pidu
s oznacenim K-1 (fedéni 10'1) bylo pipetou naockovano 5 kapek (cca 200 ul) pripravené
suspenze z denzitometrické zkumavky s oznacenim -1. Na kontrolni piidu s oznacenim
K-2 (fedéni 102) bylo pipetou naockovano také 5 kapek (cca 200 pl) pripravené
suspenze z denzitometrické zkumavky s oznacenim -2. Stejnym zpiisobem byla
provedena inokulace tfeti kontrolni pady K-3 (fedéni 10'3). Poté bylo zahajeno ockovani
pevnych pud s antituberkulotiky, na kazdou ptadu bylo pipetou naneseno 5 kapek
(cca 200ul) pripravené suspenze z denzitometrické zkumavky s oznaCenim -2 (fedéni
102).

Po naockovani byla suspenze po povrchu média fadn¢ a rovnomérné rozprostiena a
pudy byly ulozeny do stojanu. Prvnich 24 hodin byly pidy inkubovéany ve vodorovné
poloze, aby doslo ke spravnému pfilnuti mykobakterii k povrchu kultiva¢ni puady.
Nésledna inkubace probihala jiz v poloze vertikélni, v komorovém termostatu pii 37 °C,
po dobu 3 tydnil.

Vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno po nartstu kultury na kontrolnich ptidach —
pocitatelné kolonie — CFU (colony forming units). Byl porovnan pocet kolonii na
pudach s antituberkulotiky sristem na kontrolnich pidach bez antituberkulotika.

Vypocet procenta rezistentnich mykobakterii byl proveden podle vzorce:

ax100
b

X% =

x% = kriticka proporce
a = pocet kolonii vyrostlych na ptidé¢ s kritickou koncentraci 1éku

b = pocet kolonii vyrostlych ve stejném fedéni na kontrolni pudé (fedéni 10'2)
Vyhodnoceni: kritickd proporce rezistentnich zarodka je 1%. Pii vysledku x%

mensim neZz 1 nebo rovném 1 byl kmen vyhodnoceny jako ,.citlivy*. Pii vysledku x%

vétsim nez 1 byl kmen vyhodnocen jako ,,rezistentni®.
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4.2.3.5 Postup fedéni, inokulace, inkubace a vyhodnoceni testovani citlivosti

V uzavieném systému BACTEC® MGIT™ 960

Redéni se provadélo pomoci 4 denzitometrickych zkumavek. Prvni zkumavka byla
tzv. pomocna a obsahovala homogenizovanou smés ze sterilni lahvicky, dalsi
3 zkumavky potom obsahovaly fedéni 10™, 102 a 107,

Z denzitometrické zkumavky s oznaenim -1, ktera obsahovala suspenzi o zékalu
0,3 dle McFarlanda, bylo po dikladném protfepani a opakovaném nasati do pipety
preneseno 0,5 ml do druhé zkumavky s oznacenim -2, ktera jiz obsahovala 4,5 ml
sterilni destilované vody, stejnym zplisobem byla pfipravena i posledni zkumavka
S oznacenim -3.

Takto pripravené suspenze byly nasledné pouzity k vlastni inokulaci. Nejprve byly
naockované kontrolni zkumavky MGIT a PZA MGIT, které jiz obsahovaly specialni
suplement (800 pl). Inokulace se provadéla suspenzi z denzitometrické zkumavky
s oznaCenim -3 (10'3) do kontrolnich zkumavek pro STM, INH, RIF a EMB,
do kontrolni zkumavky pro PZA pak ze zkumavky s oznacenim -2 (fedéni 10”%). Bylo
pipetovano 500 pl fadné promichané suspenze. Nasledné byla provedena inokulace
ostatnich zkumavek MGIT a PZA MGIT, které jiZ obsahovaly specidlni suplement
(800 ul) a prislusné testované antituberkulotikum (100 ul). Inokulace byla provedena
suspenzi z denzitometrick¢é zkumavky s oznacenim -1, kterd obsahovala fedéni 10
Bylo pipetovano také 500 pl promichané suspenze. Finalni koncentrace antituberkulotik
V jednotlivych lahvi¢kach byla v pg/ml pro: STM 1,0, INH 0,1, RIF 1,0, EMB 5,0 a
PZA 100,0.

Ihned po naockovani byly vSechny zkumavky dikladné promichany a vloZeny
do nosici, které byly umistény do piistroje BACTEC® MGIT™ 960. Kultivace v tomto

poloautomatickém systému trvala 5 — 7 dni.
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Po dosazeni dostate¢ného nartstu v kontrolni zkumavce pftistroj ohlasil ukonceni
procesu a vyhodnotil testovanou citlivost na zakladé narGstu ¢i inhibice testovaného
kmene za pfitomnosti testovaného antituberkulotika.

Hodnoceni typu rezistence bylo provedeno podle definice MDR a XDR uvetejnéné
CDC - Centers for Disease Control and Prevention - Division of Tuberculosis
Elimination (DTBE), Atlanta, US (26), uvetejnéné v dokumentu Svétové zdravotnické
organizace z roku 2006 (27).
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5 VYSLEDKY

5.1 DEMOGRAFICKE UDAJE

Soubor 275 izolata Mycobacterium tuberculosis z klinického materidlu byl
vyhodnocen z hlediska demografickych tudaju.
Zastoupeni pohlavi - vV souboru byly izolovany kmeny v 75 % od muzi a ve 25 %

od zen (Graf 1).

Rozdéleni nemocnych podle pohlavi

B muZi 206 (75%) MZeny 69 (25 %)

Graf 1: Rozdéleni nemocnych podle pohlavi
Byl sledovan i pivod pacient z hlediska geografického. 196 (71 %) pacientt bylo

z Ceské republiky, pacientii pochazejicich z cizich zemi bylo 79 (29 %). Piehled je
znazornén v grafech (Graf 2, str. 63; Graf 3, str. 63).
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Plivod nemocnych

m CR 196 pacientd (71 %) I cizinci 79 pacientl (29 %)

Graf 2: Pivod nemocnych

Zemé pGvodu mimo CR

W Ukrajina

W Vietnam

M Slovensko

B Mongolsko

B Rumunsko
Polsko

B Rusko
Moldavsko

m Cina

W Makedonie
Albanie

B Kazachstan

B Tadzikistan

H Indie

Graf 3: Zemé piivodu mimo CR
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Vékové rozlozeni pacientl je uvedeno v prehledu vékovych kategorii nemocnych
(Graf 4). Z piehledu je ziejmé, Ze nejvetsi vyskyt tuberkuldzy byl potvrzen ve vékovych
skupinach 41-50 a 51-60 let.

Vékové kategorie nemocnych

60

50

40

celkem
30
muzi
Pocet zeny
nemocnych

20

10

O a T T T T T T T I"l
1-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90

Vékové kategorie

Graf 4: Vekové kategorie nemocnych
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5.2 PUVOD VZORKU KLINICKEHO MATERIALU

Do souboru byli zafazeni pacienti z riznych zdravotnickych zatizeni. Ptehled podle

typu zafizeni je uveden v tabulce (Tab. 1).

Tab. 1: Pocet vzorkii podle piivodu dle typu zdravotnického zarizeni a vékovych skupin

ZDRAVOTNICKE ZARIZEN{ PODLE TYPU
vékové A B C D E F
kategorie
1-20 0 0 1 0 0 0
21-30 0 2 22 3 16 1
31-40 2 4 23 0
41-50 2 1 30 16 2
51-60 1 5 26 9 13 2
61-70 0 2 14 1
71-80 0 2 11 1
81-90 1 2 12 3 0
celkem 6 18 139 46 59 7
celkovy 275
pocet
vzorkl
Vysvetlivky: A= ambulantni zafizeni kromé odbornosti Tuberkuldza a respiracni nemoci

(TRN); B= lizkové zafizeni kromé& TRN; C= lé¢ebna TRN; D= luzkové
zatizeni TRN; E= ambulantni zafizeni TRN; F= oddé¢leni patologie

5.3 DRUH MATERIALU

V souboru byl sledovan také druh klinického materialu, ze kterého byly kmeny
Mycobacterium tuberculosis izolovany. Nejvice izolati bylo ziskano z neinvazivné
odebraného materidlu z dolnich cest dychacich tj. ze sputa. Pfehled vSech pozitivnich

materialti uvadi tabulka (Tab. 2, str. 66).
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Tab. 2: Druh materidlu

DRUH MATERIALU POCET VZORKU
Sputum 224
BAL 20
Vypotek - hrudni 8
Tkan — plice 8
Vytér z laryngu 6
Vytér z rany 3
Absces - hnis 2
Zaludeéni obsah 1
Mozkomis$ni mok 1
Aspirat bronchialni 1
Ascites 1
Celkovy pocet vzorki 275

5.4 VYSLEDKY STANOVENI CITLIVOSTI

U vSech izolata Mycobacterium tuberculosis byly provedeny testy citlivosti
k zakladnim antituberkulotikim dvéma metodami — proporéni dle Canettiho a
V poloautomatickém systému. U vSech izolatd byla zaznamendna 100% shoda ve
vysledcich z obou metod u vSech testovanych 1ékti. Rozdil byl zaznamenan v Case

dosazeni vysledkt (od zah4jeni testu citlivosti do odectu vysledki). U proporéni metody
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byl primérny ¢as trvani testu 21 dni, u metody v poloautomatickém systému to bylo
pramérné 6 dni.

Vzhledem k 100% shodé vobou metodach jsou v tabulce uvedeny souhrnné
vysledky (Tab. 3). Tyto vysledky jsou uvedeny ve form¢ profilti rezistence ziskanych
uizolatt a pocet jejich vyskytu v souboru. V piipadé vyskytu rezistence na kterykoliv

z 1¢kt je uveden i typ rezistence.

Tab. 3: Vysledky stanoveni citlivosti

Profil | STM | INH | RMP | EMB | PZA Typ Pocet vzorki
rezisten rezistence
ce ¢,
1 C C C C C | - 251
2 R C C C C MONO 4
3 C R C C C MONO 4
4 C C R C C MONO 1
5 C C C C R MONO 3
6 R R C C C POLY 3
7 C R R C C MDR 2
8 C R R R C MDR 1
9 R R R R C MDR 2
10 R R C R MDR 2
11 R R R R R MDR 2

Vysvetlivky:  C= citlivy; R= rezistentni; MONO= rezistence pouze na jeden druh
antituberkulotika; POLY= rezistence na vice druht antituberkulotik kromé
spole¢né rezistence k INH a RIF; MDR (multidrug-resistant)= rezistence na INH
a RMP soucasné a ptipadné na kterykoliv z dalSich 1éka
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6 DISKUSE

Stanoveni citlivosti k antimikrobialnim latkam, v nasem pripadé
K antituberkulotikiim, se jako téma odbornych studii objevuje ve védecké literatute
pomérné Casto. Dlivodem je stale vétsi rozSiteni rezistentnich kment u bakterii obecné,
a tim ohrozeni lidské populace infekénimi nemocemi, které nereaguji na antibiotickou
1é¢bu tak jako diive. I v pripadé 1é¢by onemocnéni tuberkuldzou je tieba pocitat s jistou
pravdépodobnosti moznosti, Ze by se mohlo jednat o vice ¢i méné rezistentni kmen.
Tato pravdépodobnost stoupad s mistem puvodu pacienta, v zemich s vysokym vyskytem
tuberkulozy je 1 mnohem vyS§i pravdépodobnost nédkazy takovym rezistentnim
kmenem. VétSina diagnostikovanych ptipadi tuberkulézy na celém svéte v roce 2012
pochézela podle Svétové zdravotnické organizace z jihovychodni Asie (29 %), Afriky
(27 %) a regiont zapadniho Tichomoti (19 %) (31).

Cilem mikrobiologického vySetieni klinického vzorku je tedy izolace patogenniho
kmene a vysetfeni jeho citlivosti k antituberkulotikim metodou spolehlivou, rychlou a
ekonomicky dostupnou. V Ceské republice je vyskyt tuberkulézy nizky, stejné tak
| vyskyt rezistentnich kment je zde relativné maly (10). Tento fakt potvrdily i vysledky
této bakalaiské prace - za celé sledované obdobi (leden 2008 az cerven 2013) bylo
ziskano jen 275 izolatd Mycobacterium tuberculosis (v laboratofi, ktera vysetiuje
vzorky pro cely zapadoéesky region CR). Z diivodu nizkého poétu pozitivnich nélezi je
vySetfovani citlivosti k mykobakteriim centralizovino v CR do omezeného poétu
laboratofi. Jde o vysoce specializovanou metodu a K jejimu provedeni a interpretaci je
potieba zkuSenosti a dostateCného poctu provedenych vySetteni.

I tato prace se vénovala souboru tuberkul6éznich pacienttl, jejich charakteristice a
metoddm stanoveni citlivosti.

Vysledky potvrzuji fakt uvadény ve statistickych piehledech, ze se tuberkuloza
vyskytuje vice u muzi nez Zen (10). Pro tento fakt zatim neexistuji presvédéiva
vysvétleni. Podle poslednich vyzkumt se zde pravdépodobné uplatiiuje spolecné fada

socialnich a biologickych faktort (32; 33). V tomto souboru byl pomér muzi a zen 3:1.
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Na vzniku aktivniho onemocnéni tuberkul6zou se podili i faktor véku pacienta.
Ve sledovaném souboru bylo nejvice nemocnych ve stfedni vékové kategorii (40 — 60
let). To odpovidd uvadénému vyskytu v€kového rozlozeni nemocnych pro Evropu
Vv souvislosti s faktem, ze rozlozeni podle vékovych skupin zavisi také i na geografické
lokalité¢ (34). Puvod nemocnych se odrazi na vékovém rozlozeni onemocnéni — napf.
vyrovnany vyskyt v mlad$im, stfednim i star§im véku (20-70 let) na Novém Zélandé
(35).

Dal§im zijmem bylo zhodnoceni nemocnych podle zemé puvodu. Z Ceské
republiky pochazelo 196 nemocnych (71 %). Cizincl bylo 79 (29 %), nejvice byli
zastoupeni obcané Ukrajiny, Vietnamu a Slovenska. V souboru se ale vyskytly i1 dalsi
zem¢ z rizikovych oblasti stran tuberkulozy jako napt. Mongolsko nebo Rumunsko.
Vysvétleni je mozné hledat ve velké migraci tdchto lidi do Ceské republiky a zejména
zapadoceského regionu kvili pracovnim pfiilezitostem v pramyslu. Od konce 90. let
V Plzeniském kraji vzniklo velké mnoZzstvi pracovnich mist v novych primyslovych
z6nach, kde nasli praveé tyto osoby uplatnéni diky pracovnim agenturdm. Vyskyt cizincli
s aktivni tuberkulozou je v tomto regionu vyssi nez v ramei celé CR (10).

Posouzeni souboru z hlediska druhu vySetfovaného materidlu je zcela ve shodé
s faktem, Ze nejcastéjSi lokalizace tuberkuldzniho procesu je plicni (1), nejvice
vySetfovaného materidlu ze souboru je tedy z dychacich cest (91 %), a to predevsim
sputum (81 %). Sputum je nejvhodnéjsi material pro mykobakteriologické vysetieni (3;
17). Ojedingle byly vySetfeny vzorky i z jinych lokalizaci (mozkomi$ni mok, ascites,
vytér z rany), protoze tuberkul6za mize napadnout vzacné 1 jiny organ nez plice.

Spektrum zdravotnickych zatfizeni, ze kterych byly klinické vzorky k vysetfeni
zaslany, potvrzuje fakt, ze 1écba tuberkulozy a jeji epidemiologickd surveillance je
soustfedéna do ordinaci a lizkovych zafizeni Iékaiské odbornosti Tuberkuléza a
respiranich nemoci. Nejvice materidlu bylo zaslano z LéCebny tuberkulozy a
respira¢nich nemoci Janov, coZ potvrzuje spravné postupy lékati, kteti usiluji o to, aby
byli nemocni s podezienim na tuberkuldzu co nejdiive izolovani.

Hlavnim cilem této bakalaifské prace bylo porovnani dvou metod stanoveni

citlivosti k antituberkulotikiim, které se provadéji na Ustavu mikrobiologie FN Plzef
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v Laboratofi pro diagnostiku mykobakterii. Vysetfovany soubor 275 klinickych vzorkt
byl soucasné¢ otestovan proporéni metodou dle Canetttho a metodou
v poloautomatickém uzavieném systému BACTEC® MGIT™ 960. Vysledky stanovené
citlivosti byly u jednotlivych izolati v obou metodach naprosto shodné. Porovnani
téchto dvou metod je pfedmétem i mnoha dalSich studii, vysledky se viceméné¢ shoduji.
Ve studii univerzitnich profesorti a 1€kaiti z Taiwanu byla prokézana shoda téchto dvou
metod témef na 100 %. Dosli k zavéru, ze rozdil ve vysledku mezi témito metodami
neni vyznamny. Vysledky testd 1ékové citlivosti jsou spolehlivé s ohledem ke zjisténé
rezistenci a citlivosti (36). Tortoli et al, ve studii sledovani citlivosti izolatl
Mycobacterium tuberculosis v¢etné multirezistentnich variant stanovil senzitivitu testu
v BACTEC® MGIT™ 960 na 96,6 az 99,2 % pro jednotliva zakladni antituberkulotika
(STM. INH, EMB a RIF) pti porovnani vysledk s metodou v radiometrickém systému
Bactec 460 a metodou proporéni (37). V praci sledujici kvalitu laboratoii v USA
Vv letech 1994 az 2008 v testovani citlivosti referen¢nich kment byla zjisténa shoda ve
vysledcich u citlivych kment v 97 % Vv obou metodach (proporéni agarovd a Bactec
MGIT 960), u rezistentnich kmenti v 91,3 % Vv proporéni metod¢ a v 82,3 % v Bactec
MGIT 960 (tato metoda se zacala pouzivat az v roce 2003) (38).

Vétsina publikovanych studii se shoduje na stanoveni vyhod téchto dvou metod.
Vyhodou metody v poloautomatickém uzavieném systému BACTEC® MGIT™ 960 je
jednozna¢né podstatné¢ kratSi doba ziskani vysledku bez ovlivnéni diagnostické
presnosti, a tim moznost rychlejsiho zahajeni 1écby. Vyhodou metody proporéni je zase
mnohem mensi ekonomicka zatéz, coz v urcitych situacich a podminkdch muze byt
rozhodujici (36; 37; 38). Presné a rychlé detekce rezistence jsou kliCovou prioritou
V ramci programu pro snizovani ndkazy tuberkuldzou, pro umoznéni zahdjeni piislusné,
cilen¢ 1lécby a pro podporu dohledu a monitorovani rezistence citlivosti na
antituberkulotika (36).

Ve vySetfovaném souboru bylo prokdzano 24 rezistentnich izolatd s riznym
stupném rezistence, coz piedstavuje 8,7 %, z toho 9 izolath (. 3,3 %) z celkového
poctu izolati kmenit MDR Potvrdilo se, Ze v porovnani se zemémi s vysokym vyskytem

tuberkulézy je v Ceské republice vyskyt rezistentnich kmentl velmi nizky (10). Podle
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Matteelliho se ve svétovém méfitku kmentt MDR vyskytuje cca 4 % u pacientll bez
ptedchozi antituberkulotické 1é¢by a vice nez 20 % u pacientl, ktefi jiz v minulosti
1é€eni byli. Do konce roku 2012 zaznamenalo 92 zemi vyskyt alespon jednoho kmene
s rezistenci XDR. Mezi vSemi multirezistentnimi kmeny je v priméru 9,6 % kmenti
XDR (nejvice v zemich byvalého Sovétského svazu) (28). Prvni XDR izolat byl
objeven v roce 2001 (39). Nizsi vyskyt rezistentnich kmenti v CR mizeme vysvétlit
jednak niz§im vyskytem tuberkulézy a také vysokou urovni surveillance,

epidemiologického dohledu, 1écby a péce o nemocné.
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7 ZAVER

Na tuzemi Ceské republiky je jiz po fadu let zaznamenavan klesajici trend incidence
tuberkulozy, nicméné v celosvétovém meétitku predstavuje onemocnéni tuberkul6zou
neustale velky problém. Podle Svétové zdravotnické organizace v roce 2012 na celém
svété onemocnélo 8,6 miliont lidi a 1,3 milionu populace na toto onemocnéni zemfelo.

V souladu s poznatky a vysledky jinych studii tato prace ukazala zasadni vyznam
faktu, Zze zdkladem laboratorni diagnostiky tuberkul6zy je a musi stale byt kultivacni
vySetieni, protoze jedin¢ tak je mozné tuberkulozu jednoznacné prokézat a ziskat izolat
puvodce nemoci k identifikaci a ke stanoveni citlivosti k antituberkulotikiim. Pouze na
tomto zakladé muze byt pak pacient adekvatné lé€en a mulze tak byt sniZeno
epidemiologické riziko vyskytu a Sifeni nemoci.

Hlavnim pfedmétem této prace bylo porovnani dvou metod stanoveni citlivosti
Kk antituberkulotikiim (proporéni metoda dle Canettiho a testovani citlivosti v uzavieném
systému Bactec MGIT 960). U vysetieni citlivosti k antituberkulotikiim obéma témito
metodami byla u vSech vzorkl zjiSténa naprostd shoda obou metod. Potvrdilo se, ze
Z hlediska casové dostupnosti vysledki, je podstatné vyhodné€j$i metoda pomoci Bactec
MGIT 960, tato metoda je ovsem ekonomicky naro¢na. V ekonomicky méné vyspélych
a rozvojovych zemich se proto vice uplatiiuje vétSinou metoda proporéni. Déle se
potvrdil celorepublikovy trend vyS$iho zastoupeni muzi a z hlediska véku stfedni

veékove kategorie osob mezi nemocnymi tuberkuldzou.
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9 PRILOHY

Piiloha 1: Barveni dle Ziehl-Neelsena — M. tuberculosis [UM — MUDr. Amlerova]
- 5 = . \ %

Piiloha 2: Fluorescence — M. tuberculosis [UM — MUDr. Amlerova]
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Pfiloha 3: BACTEC® MGIT™ 960 [UM — MUDr. Amlerova]

Piiloha 4: Kolonie M. tuberculosis na pevnych kultivaénich piidach [UM — MUDr.
Amlerova]
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Piiloha 5: Proporéni metoda- ptdy s testovanymi 1éky [UM — MUDr. Amlerova]

Pfiloha 6: Testovani citlivosti v BACTEC® MGIT™ 960 — zkumavky s testovanymi
1é¢ivy [UM — MUDr. Amlerova]
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Ptiloha 7: Vysledek vyhodnoceny pfistrojem BACTEC® MGIT™ 960 [UM — MUDr.
Amlerova]

BACTEC MGIT 960
Unloaded AST Set Report

instrument Current Temperature Software Page
Number DateiTime A 8 Cc Version Number
3 10/02/34 08:04 36.82C 3§,5°C 36,5°C V5.02A 1
Sequence No: 439550016853 P: 52 SOP.c4/02/14 10:24 Removed Date: 10/02/14
Tube Growth Drug /
Position Unit Statue Coneentration Name
C/Hi8 400 c Growkh Contrel
C/H17 [+ S 1,00 ug/=aL Streptomycia
C/RH18 0 s G.10 ud/mL Isoniazi
C/HR18 [ s 1.00 ug/emL Rifampin
C/H20 2 s $.00 ug/ml 2thambutol
Sequence No: 433220018103 P: 5;9 SOP 04/02/14 10:35 Removed Date: 10 /02 /14
Tube Growth Drug
Position Unit Status Concentration Name
C/302 400 e Grewth Control
CAJ02 g £ 100.0 ag/mL Fyrazinamide

END OF ASY SETS

82



