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Diagnostika plicni tuberkulézy
Abstrakt

Tuberkul6za (TBC) piedstavuje i v 21. stoleti vyznamny medicinsky a socialni
problém. Otevieni hranic, zvySend migrace obyvatel, rozvoj pandemie AIDS a s tim
souvisejici nariist poctu pacientli se snizenou imunitou vede k tomu, ze tuberkul6za
I nadale zGstava jednou z hlavnich pti¢in tmrti na celém svété. Plivodcem onemocnéni
je acidorezistentni bakterie Mycobacterium tuberculosis komplex, ktera je schopna
prezivat v lidském organismu fadu let. Pfiznaky onemocnéni nejsou charakteristické,
atak pravé vcasna diagnostika je nezbytna pro odhaleni nové vzniklych onemocnéni.
Zlatym standardem zGstavd 1 nadale Dbakteriologické vySetieni zalozené
na mikroskopickém vySetfeni a kultivaci materialu. K dispozici jsou také rychlé
molekularné genetické techniky a metody zalozené na imunitni odpovédi organismu.

Pro tuto praci byla pouzita data z Plicni 1é¢ebny Nemocnice Ceské Budg&jovice, a.s.
za obdobi 2008 — 2016, a dale data ziskana z Pracovisté imunologie, taktéz v Nemocnici
Ceské Budgjovice, a.s. Cilem prace bylo vytvofit statisticky piehled pacientt
S potvrzenou plicni tuberkul6zou dle véku a pohlavi za obdobi 2008 — 2016. Dale pak
porovnani tuberkulinového koZniho a quantiferonového testu u pacientt s plicni
tuberkulozou za obdobi 2008 — 2016. Realizaci a vyhodnoceni vysledkt
quantiferonového testu u pacienti za rok 2016 se vénuji v zavéru prace. Metodika
spocivala piedevs§im ve sbéru potiebnych dat a jejich vyhodnoceni.

Z vysledkli vyplyva, ze zdat ziskanych z Plicni lécebny, byla u 81 pacienti
potvrzena plicni tuberkuléza. V 75 % se jednalo o muZze, pouze ve 25 % o Zeny.
U muzt i u zen byl vyskyt TB zaznamenan ve vSech zvolenych vékovych kategoriich.
U muza pak nejcastéji ve vékové kategorii 31 — 50 a 51 — 70 let. Tuberkulinovy koZni
test (PPD) a quantiferonovy (QF) test byly zaroven provedeny u 62 % pacientll. Pouze
u 7 % pacientd nebyl proveden ani jeden z testd. Pii porovnani obou testti byl v 64 %
pozitivni jak PPD tak 1 QF test. Dale je z vysledkii patrné, ze quantiferonovy test
jecitlivéjsi nez tuberkulinovy kozni test. Quantiferonovy test byl za rok 2016
vyhodnocen samostatné z hlediska pozitivniho a negativniho vysledku, pozitivni
vysledek byl porovnan s bakteriologickym vySetfenim. Dale byl QF test vyhodnocen
Z hlediska pohlavi, véku, diagnoézy a zasilajiciho oddé€leni. Pomérné vyznamnym

zjisténim bylo, Ze 1 pfes to, Ze QF test je citlivéjSim testem, u vice nez tietiny pacientd



s pozitivnim vysledkem QF testu nebyl pozadavek na prikaz mykobakterii vibec
zadan. V porovnani s bakteriologickym vySetfenim se TBC potvrdila u 14 % pacientt.
Piesto, ze Ceska republika se fadi mezi zemé s nizkym vyskytem tuberkuldzy,
nelze tuto skutecnost podcenovat. Pocit vetejnosti, ze tohoto onemocnéni se neni tieba
obavat, dozajist¢ umocnil i souhlas se zrusenim plosné vakcinace, ktery plati
od 1.11.2010. Také ftada lékaiti jiz nebere toto onemocnéni pii diferencialni
diagnostice v tivahu. Nicméné edukace predevsim laické vefejnosti v tomto sméru

je nezbytna.
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The diagnosis of pulmonary tuberculosis
Abstract

Even in 21st century tuberculosis (TBC) pose a significant medical and social
problem. Open borders intensified migrations, expansin of AIDS pandemic and related
increase of patients with reduced immunity are all reasons why tubercuosis still remains
one of the main causes of death all over the world. The disease originator
is Mycobacterium tuberculosis, an acidoresistent bacteria that is able to survive
in a human organism for a lot of years. Symptoms of the disease are not characteristic,
that is why the correct diagnosis is essential to reveal the new cases of the disease. One
of the standards to stay is bacteriological examination based on microscopic
examination and cultivation of the material. Also rapid molecular genetic techniques
and methods based on the immune response are availabe.

This work uses data gaied from Plicni 1é¢ebna Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
(Pulmonary Department of Hospital in Ceské Budgjovice) for the period of 2008-2016,
as well as data gained from Pracovist¢ imunologie (Immunolgy Department)
in Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. The goal of the work was to create a statistical
overview of patients with confirmed pulmonary tuberculosis according to age and
gender for the period of 2008-2016 . Next it aims at comparison of tuberculin skin test
and quantiferon test in patients with pulmonary tuberculosis for the period of
2008 - 2016. Implementation and evaluation of the quantiferon test in patients in 2016
are the end of my work. The methodology was mainly based on gathering the necessary
data and their evaluation.

Results show that pulmonary tuberculosis was confirmed in 81 patients in relation
to data obtained from the Pulmonary Department. Of that 75% were male and only 25%
female. For both sexes, the occurrence of tuberculosis was on record in all age
categories. In men most often at the age of 31-50 and 51-70. Tuberculin skin test (PPD)
and quantiferon (QF) test were also accomplished in 62% of patients. Only in 7%
patients none of the tests was done. When the two tests were compared, both PPD and
QF tests were positive in 64%. Also the results show that the quantiferon test is more
sensitive than the tuberculin skin test. The quantiferon test was evaluated separately for
the positive and negative results, positive result was compared with bacteriological
examination. Next the QF test was evaluated from the point of view of gender, age,

diagnosis and engaged department. A relatively signifcant finding was that even though



the QF test is more sensitive, for more than a third of patients with the positive QF test
result, mycobacterial identification was not required at all. Compared to bacteriology
examination TB was cofirmed in 14% of patients.

Despite the fact that the Czech Republic ranks among the countries with a low
incidence of tuberculosis, this fact can not be underestimated. The public's feeling that
there is no need to worry about this illness has also been supported by the approval of
the cancellation of flat vaccinations, effective from 1. 11. 2010. Also, a number of
physicians are no longer taking this disease into account while making diagnosis.

However, education of lay public is essential above all in this issue.

Key words

Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; tuberculin skin test (PPD); quantiferon test
(QF); microscopy; cultivation
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Uvod

Tuberkuldza provazela lidstvo ve vSech historickych i prehistorickych obdobich
a provazi jej doposud. Ptesto, ze piivodce tohoto onemocnéni zname jiz vice nez sto let
a zakladni antituberkulotika jsou dispozici vice nez 50 let, pfedstavuje tuberkul6za
i nadale celosvétovou hrozbu. Chronicky prubéh nemoci, dlouhotrvajici 1é¢ba
a nedostupnost preventivnich opatieni a 1é¢by ma za nasledek epidemiologickou
zavaznost nemoci. Vzhledem k tomu, Ze tuberkuldza postihuje piedev§im obyvatele
socialn¢ slabsi, je dulezité, aby byla prevence zaméfena predev§im na tyto jedince
asocialni skupiny. Situace v Ceské republice je pomémé piizniva. Pocet novych
ptfipadu stale klesa a fadime se tak mezi zemé& s nizkym vyskytem tohoto onemocnéni.
Pro zachovani tohoto pfiznivého stavu je vSak dualezité na tuberkul6zu nezapominat
a nemocné vc¢as diagnostikovat, izolovat a 1é¢it (Vasakova, © 2013).

Plivodcem onemocnéni je Mycobacterium tuberculosis komplex. Témét vsechny
ptipady tuberkulozy v CR jsou vyvolany M. tuberculosis, uz pouze vyjimeéné
je ptivodcem onemocnéni v CR M. bovis. Onemocnéni ostatnimi druhy je zcela raritni
(Svobodova, 2013). Nalez etiologického agens (Mycobacterium tuberculosis)
dokumentoval v btfeznu roku 1882 némecky lékai a mikrobiolog Robert Koch.
Podrobné popsal morfologické, kultivaéni a biologické vlastnosti plivodce, a proto
se pro n¢&j téz pouziva termin BK — bacil Kochiv (Homolka et al., 2012). Za svij objev
byl ocenén v roce 1905 Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu a na jeho pocest byl
24. btezen vyhlaSen Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) ,,Svétovym dnem boje
proti tuberkuldze.

V soucasnosti je epidemiologicka situace naprosto rozdilnd v rozvinutych zemich,
kde vyskyt tuberkulozy obecné klesa a v zemich s nizkou zZivotni urovni, kde je situace
velmi nepiizniva vzhledem k vysokému poctu nemocnych. Po AIDS je tuberkuloza
druhou nejcastéjsi smrtici infekéni chorobou na svété. V roce 2015 bylo zaznamenano
10,4 miliéont novych piipadi, z ¢ehoz lidé infikovani HIV ptedstavovali 11 %, tedy
1,2 miliona pripadi (Global tuberculosis report, 2016).
mykobakteria prokazatelné mikroskopicky. K ptenosu dochazi nejcastéji inhalacni
cestou. Onemocnéni miiZze probihat klinicky manifestni nebo latentni formou. Nej¢astéji
postihuje plice, ale mize napadnout 1 fadu jinych orgdnta a tkani. Prikaz TBC se stale

opird o mikrobiologické vySetfeni a kultivaci mykobakterii. Dal§i moznosti prikazu
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mykobakterii jsou rychlé¢ bezkultivaéni molekularné - genetické metody. Vzhledem
Kk tomu, ze ale prokazuji funkéni i nezivotaschopné mykobakterie, mély by byt pouzity
pouze jako dopln€k ke standardné pouzivanym laboratornim metodam. Nezbytnou
soucasti mikrobiologického vySetfeni je 1 stanoveni citlivosti na zakladni
antituberkulotika (AT). V piipad¢ rezistence potom stanoveni rozsifené citlivosti. Lécba
tuberkuldzy je kombinovana, dlouhodoba a kontrolovana (Kolek et al., 2014).

Téma pro svou bakaldiskou praci jsem si zvolila vzhledem ke stile aktudlni
zavaznosti onemocnéni. Dalsim diivodem byl 1 vstficny pfistup vedeni Plicni 1é¢ebny
Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. v poskytnuti potiebnych dat. Na diagnostiku plicni
tuberkulozy jsem se zaméfila i vzhledem k tomu, Ze jeji v€asnost je nedilnou soucasti
usp&sného boje proti tuberkuloze. O bakteriologickém priikazu, ktery zlstava ,,zlatym
standardem* v diagnostice mykobakterii toho bylo napsdano uz dost. Zaméfila jsem
se proto na dal$i metody, které se k prikazu mykobakterii vyuzivaji. Hlavni pozornost
jsem vénovala vyhodnoceni tuberkulinového kozniho testu (PPD) a quantiferonového
testu (QF). Zatimco vyuziti PPD testu pomalu ale jisté klesa, QF test se naopak dostava
do poprtedi, coz je patrné 1 z grafu, ktery je soucasti vysledki mé prace. Cilem mé prace
bylo vytvoftit statisticky piehled pacientli s plicni tuberkulézou hospitalizovanych
v Plicni 1ééebné Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Zjistit, ktery z obou testi
je citlivejsi a jaky je trend v jejich provadéni. Samostatnym cilem pak bylo vyhodnoceni

quantiferonového testu.
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1. Zakladni poznatky o tuberkuloze

1.1 Definice tuberkulozy

Tuberkuléza (TBC) patti mezi povinné hlasené infekéni onemocnéni
zpusobené bakteriemi Mycobacterium tuberculosis komplex (MTC). Prakticky
viechny piipady tuberkulézy v CR jsou vyvolany M. tuberculosis. Uz pouze
vyjimeéné je pavodcem onemocnéni v CR M. bovis a onemocnéni zplisobena
ostatnimi zastupci komplexu M. tuberculosis (M. africanum, M. caprae, M. microti,
M. canetti a M. pinipedii) jsou v nasich podminkach raritou. Do kompletniho vyctu
vSech osmi dnes znamych clenti tuberkulézniho komplexu je nutné zahrnout
i vakcinaéni kmen M. bovis BCG (Svobodova, 2013). Tuberkuldza je chronické
granulomatézni onemocnéni postihujici ¢loveéka, savce, ptaky, ryby, obojzivelniky
a plazy (Greenwood et al., 1999). Onemocnéni mize postihnout kterykoliv organ,
avsak plice jsou postizeny dominantné. Histologicky se tuberkul6zni 1éze vyznacuji
zénétlivymi zménami s ndlezem granulomil s centralni kaseifika¢ni nekrézou.
Granulomy 1 exsudat jsou tvofeny epiteloidnimi a Langhansovymi buiikami.
Zajednoznacny prukaz onemocnéni je u nds povazovana pozitivni kultivace

mykobakterii (Kolek et al., 2014).

1.2 Historie tuberkulozy

Tuberkuléza je odvekou metlou lidstva. SuZovala jej po celou zndmou historii
a kazdé historické obdobi si proslo svou epidemii tuberkuldzy. Dé se ptfedpokladat,
ze Mycobacterium vzniklo pied vice jak 150 milidny lety. Moderni metody
molekularni genetiky a sekvenovani genomu kment M. tuberculosis pomohly
uptesnit dobu vzniku mykobakterii. Je pravdépodobné, ze vSechny moderni ¢leny
komplexu M. tuberculosis mély spole¢ného afrického predchidce jiz pied 15 000 -
35000 lety. Typické kosterni abnormality tuberkulézy véetné charakteristickych
deformaci byly nalezeny jiZ na egyptskych mumiich (Frith, © 2017).

Pod pojmem phthisis (souchotiny, ubyté) se tuberkuldza objevila v fecké
literatufe. Hippokrates ji identifikoval jako nejrozsitenéj$i onemocnéni té doby

konlici témeét vzdy fatdlné. Ve stiedoveku patiila tuberkuloza k velmi castym

wvrwe
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objevovat v 17. stoleti. Termin tuberkuloza zavedl v roce 1834 J. L. Schonlein.
Vyznamnym dnem v historii tuberkuldzy se stal 24. birezen 1882, kdy jeji etiologii
objasnil Robert Koch, ktery za tento objev ziskal v roce 1905 Nobelovu cenu
za fyziologii a 1ékafstvi. Snahou bylo zlepSeni socialnich a hygienickych podminek.
V Evropé a ve Spojenych statech vzniklo mnoho sanatorii. Prvni sanatorium
pro pacienty nakazené tuberkulozou oteviel vroce 1854 Hermann Brehmer
v Gorbersdorfu. Koch v roce 1890 prohlasil, Ze 1ékem proti tuberkuldze by mohl
byt extrakt bacilu tuberkuldézy a nazval jej ,tuberkulin“. Pozdé&ji se ukazalo,
ze 1é¢ba touto latkou je neucinna, ovSem pozdéji se uplatnila v diagnostice TBC.
Kochtv objev vydlazdil cestu pro vyvoj Pirquetova a Mantouxova tuberkulinového
kozniho testu (r. 1908) (Frith, © 2017).

Dilezity krok v boji proti tuberkuloze ucinili panové Albert Calmette
a Camille Guérin, ktefi od roku 1905 usilovné pracovali na vyvoji vakciny proti
tuberkuloze. BCG vakcina (zkratka z Bacillus Calmette-Guérin) byla poprvé
pouzita na lidech vroce 1921 ve Francii a jednalo se o oslabeny kmen
Mycobacteria bovis. Jeji pouziti se ale masové rozsitilo az po druhé svétové valce.
Utinna 1é¢ba tuberkuldzy pfisla az s vyvojem streptomycinu, prvniho antibiotika
a baktericidniho prostfedku uc¢inného proti M. tuberculosis, jehoz G¢inky objasnili
Albert Schatz a Selman Waksman. Isoniazid nasledoval v roce 1952 a rifampicin
Vv roce 1957 (Thomas, © 2006).

1.3 Etiologie tuberkulozy

Pivodcem onemocnéni je nejéastéji Mycobacterium tuberculosis objevené
Robertem Kochem v roce 1882. Bézné se tak mikrob oznacuje zkratkou BK (bacil
Kochiiv). Je to imobilni kratka rovna nebo lehce zahnutd aerobni nesporulujici
ty¢inka s optimalnim rustem pii teploté 37-38 °C. Ve sputu a v klinickych vzorcich
se nachazi izolované nebo castéji ve shlucich. Izolaci mykobakterii umoznuje jejich
acidorezistence zpisobend vysokym obsahem lipidi ve ztlustélé povrchové
membrané. Stejn¢ jako ostatni mykobakteria je i M. tuberculosis vysoce odolné
vaéi vyschnuti. Velmi citlivé je kultrafialovému zafeni a Kk zahtati, a proto
nepteziva pasterizaci. Pro spolehlivé niceni v infekénim materialu je nejvhodné;jsi
sterilizace v autoklavu. Z dezinfek¢nich prostfedk jsou nejucinné€jsi predevsim

lyzol (1%), formaldehyd (5%) nebo chloramin (az 5%) (Votava et al., 2003).
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1.4 Epidemiologie tuberkulozy

tedy ten, ktery vyluCuje mykobakteric prokazatelné mikroskopicky. K pfenosu
dochazi nejcastéji inhalacni cestou, vdechnutim infekéniho aerosolu pfi blizkém
styku s nemocnymi. Moznym zplsobem pienosu je také inokula¢ni nakaza, tedy
pienos piimym kontaktem s infekénimi sekrety nemocnych. Predpoklada
se i moznost nakazy pii kontaktu s infikovanymi piedméty (piibory, pradlo).
Mozna je 1 profesionalni ndkaza u lidi pracujicich s infekénim materidlem

(Kolek et al., 2014).

1.4.1 Udaje uvadéné Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO)

Pandemie tuberkul6zy byla v roce 2015 vétsi, nez se pivodné piedpokladalo,
coz vyplyva i z udaji uvadénych Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). V roce
2015 bylo odhadem zjisténo 10,4 milionti novych TBC piipadl po celém svété, z cehoz
5,9 miliont (56 %) byli muzi, 3,5 milioni (34 %) byly Zeny a 1,0 miliont (10 %) byly
déti. Lidé infikovani HIV pfedstavovali 1,2 miliont (11 %) ze vSech novych ptipada
tuberkuldzy. Nicméné pocet umrti a vyskyt tuberkuldzy i1 nadéle na celém svété klesa.
Sest zemi je zodpovédnych za 60 % novych piipadi: Indie, Indonésie, Cina, Nigérie,
Pakistan a Jizni Afrika. Nezbytny je proto pokrok v oblasti prevence a 1écby TBC pravé
Vv téchto zemich. V roce 2015 poklesla incidence TBC celosvétove pouze o 1,5 % oproti
roku 2014. Ptesto, Ze pocet umrti na tuberkul6zu klesl mezi lety 2000 a 2015 o 22 %,
stale zlstava tuberkul6za jednou z hlavnich pfi¢in imrti na celém svété (Global

tuberculosis report, 2016).

1.4.2 Tuberkuloza v Ceské republice

Posledni uvefejnéna data vyskytu tuberkuldzy v Ceské republice jsou za rok 2015.
V tomto roce bylo do Registru tuberkulézy nahlaSeno celkem 518 onemocnéni
tuberkul6zou vsech forem a lokalizaci, tj. 4,9 ptipadu na 100 000 obyvatel. Oproti roku
2014 se stav hlasenych ptipadl témét nezménil (v roce 2015 bylo o 4 piipady vice).
Z dlouhodobého hlediska ma u nas pocet onemocnéni TBC trvale klesajici trend

a V mezinarodnim porovnani patiime mezi zeme¢ s nizkym vyskytem nemaoci.
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Z celkového poctu hlasenych onemocnéni TBC se v 391 piipadech (75,5 %)
jednalo o definitivni pfipad TBC, tj. s pozitivni kultivaci na M. tuberculosis komplex.
Nejvice nemocnych tuberkulézou evidovalo, stejné jako v minulych letech, hlavni
Zlinsky kraj.

Do registru bylo za rok 2015 nahlageno 110 cizinct (osob narozenych mimo CR).
Z celkového poctu zaznamenanych onemocnéni tuberkul6zou to bylo 21,2 %. Nejvice
nemocnych pochazelo ze Slovenska, Rumunska, Ukrajiny a Vietnamu (Zakladni

piehled epidemiologické situace v CR, 2015).

1.5 Patogeneze

Virulence M. tuberculosis spociva v ptezivani uvniti makrofagii neimunniho
jedince a nikoliv v produkci toxint. Pfezivajici mykobakteria jsou makrofagy pfenasena
Z mista vstupu do oblastnich miznich uzlin a odtud do krve a dalSich organti. Imunitni
odpovéd’ na Mycobacterium tuberculosis probiha jako typickd reakce bunécné
ptecitlivélosti a klinicky obraz tuberkul6ozy je dan paradoxnim G¢inkem obranné reakce,
jez destruuje tkan a jinymi patologickymi projevy. Dusledkem této reaktivity je,
ze lidska tuberkuloza mé& primarni a postprimarni formu, Se zcela odliSnymi

patologickymi rysy (Greenwood et al., 1999).

1.5.1 Manifestni tuberkuloza

Manifestni tuberkul6za se rozliSuje na primarni a postprimarni, které se od sebe lisi
imunitni reakci na stiet s infekénim agens (Kolek et al., 2014).
1.5.1.1 Primadrni tuberkuloza

U priméarni tuberkulézy se jednd o prvni kontakt hostitele s mykobakteridlni
infekci. Vstupni branou infekce jsou v naprosté vétSin€ piipadt plicni alveoly
pfi inhalaci mykobakterii, které jsou poté pohlceny alveoldrnimi makrofagy. Plicni

makrofagy z ¢asti hynou, z ¢asti zanaseji mykobakterie do hilovych lymfatickych uzlin
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(Greenwood et al., 1999; Kolek et al., 2014). Na pocatku infekce mykobakteria uvnitt
makrofagli obvykle ptfezivaji a mnozi se, jelikoz brani dozravani fagosomu a jejich
spojeni s lysozomy. Cast mykobakterii ale uhyne, jejich bilkoviny jsou rozitépeny
a antigenni polypeptidy se v souvislosti s molekulami MHC II. tfidy dostanou na povrch
makrofagt. (Votava et al., 2003). Je-li v jeho blizkosti specificka bunka T, rozezna obé
slozky (antigen a molekulu MHC II), aktivuje se a zah4ji tim imunitni reakci. Buiky
Thl (CD4+) po styku s antigeny mykobakterii uvoliuji interleukiny (IL-2, IL-12)
a interferon gama (INFy), které aktivuji makrofagy a dale uvoliuji chemokiny, které
ptitahuji do mista vstupu monocyty a lymfocyty. Z monocytl se stavaji makrofagy,
které se po aktivaci z ¢asti méni na bunky epiteloidni a z Casti splyvaji v obrovské
mnohojaderné bunky Langhansovy. Z loziska se stava granulom. Stied granulomu
muze obsahovat smés nekrotické tkang. Podle syrovitého vzhledu a konzistence se tento
jev oznacuje jako kaseifikace. Cytotoxické bunky Tc (CD8+) jsou schopny poznat
a znicit infikovany fagocyt a v ném se mnozici mykobakteria (Votava et al, 2003).
Primarni lozisko a odpovidajici infikovana lymfatickd uzlina tvofi tzv. primarni
komplex, ze kterého se infekce generalizuje, a vznikaji loziska v organech. Mala loziska
jsou prostupnd pro makrofagy, takze mykobakteria v nich mohou byt postupné
zlikvidovana. Vétsi loziska se ale opouzdii vrstvou fibroblastl, jez vytvareji pevnou
jizvu, ktera pozdéji kalcifikuje. Cast mykobakterii ale ziistdva naZivu a proces v lozisku
muze kdykoli zacit progredovat (Votava et al., 2003). Primarni plicni tuberkuloza mize
byt provazena tzv. Cistou atelektdzou (ta je zplsobena tlakem zvétSené uzliny
na bronchus), nebo tzv. necistou atelektdzou (ta je zpusobena provalenim uzliny

do bronchu) (Hrodek a Vaviinec, 2002).

1.5.1.2 Postprimarni tuberkuloza

Postprimarni tuberkuléza vznika u osob jiz infikovanych. Po letech az desitkach let
se bud’ mize tuberkul6zni lozisko reaktivovat (70 % ptipadi), nebo dojde k exogenni
infekci (30 % ptipadd). Od primarni tuberkulozy se 1isi v mnoha aspektech. K reaktivaci
dochazi bud’ spontanng, nebo v souvislosti s jinym onemocnénim, pfipadné za jinych
okolnosti vedoucich k poklesu imunity (stafi, podvyziva, alkoholismus, infekce HIV).
Nejcastéji dochazi k reaktivaci v hornich plicnich lalocich a vysledkem je rozsahly

tuberkulom, uvnitt néhoz je siln¢ kyseld reakce, anoxie a zcela malé mnozZstvi zivych
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mykobakterii. Léze se zvétSuje a jeho zkapalnény obsah se mize vyprazdnit do bronchu
(Greenwood et al. 1999). Vznika dutina, v niz se dobife mnozi mykobakteria. Ta
se uvoliuji do sputa, §ifi se do jinych oblasti plic, po spolknuti dale do stfev a pti kasli
se prenaseji na nového hostitele (tzv. oteviend tuberkuldza). Destrukce tkani vede
k hemoptyse (vykaslavani krve), uvoliujici se tumornekrotizujici faktor alfa (kachektin)
vyvolava typické znaky tuberkul6zy — teploty a hubnuti. DalSim projevem mohou byt
meningitidy, pleuritidy, postizeni ledvin, patefe a ostatnich kosti a kloubti. Proniknou-li
Vv tomto stddiu mykobakteria do ob&hu, vznikaji mnohocetné granulomy v orgénech.
Tato forma, pfipominajici rozsypana zrnka prosa, se oznacuje jako miliarni tuberkuloza

(z lat. milium - proso) (Votava et al., 2003).

1.5.2 Latentni tuberkuloza

Latentni tuberkuléza je obvykle definovana jako ptfedpokladand infekce
Mycobacterium tuberculosis komplex, kdy nejsou pfitomny zadné klinické ptiznaky ani
rentgenové znamky onemocnéni, ale pro kterou sveédc¢i pozitivni tuberkulinovy kozni
test nebo pozitivita IGRA testu (viz dale). Pfesna diagnostika latentni TBC je obtizna.
Zminéné testy nerozlis$i jednozna¢né mezi latentni a aktivni TBC a jejich interpretace
udéti a imunokompromitovanych jedinci je omezena. V rozvinutych zemich jsou
pacienti s latentni infekci rezervoarem M. tuberculosis, pficemz se piedpoklada,
ze pouze asi U 5-10 % infikovanych osob vznikne béhem Zzivota aktivni onemocnéni.
Presto detekce latentni TBC nabyva na vyznamu pii pouziti biologické 1é¢by nebo

u nemocnych po transplantaci organt (Leung et al., 2011).

1.6 Klinicky obraz

Tuberkuléza plic muze probihat asymptomaticky, a potom je objevena
az pfi rentgenovém vySetieni hrudniku naptiklad v rdmci vySetfovani rizikovych skupin,
nebo je skiagram hrudniku ¢i mykobakteriologické vySetieni sputa provedeno z jinych
pricin. U vétsSiny nemocnych se ale tuberkuldza projevi svymi ptiznaky — symptomy.
Ptiznaky mohou byt celkové nebo funkéni. Tuberkul6za se projevuje napadnou tinavou,
nechutenstvim, hubnutim, no¢nim pocenim, poklesem fyzické vykonnosti a elevaci

teploty (Votava a Homolka, 2012).
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Z funk¢nich ptiznakil je nutné uvést predevsim kaSel, ktery je zpocatku suchy,
pozd¢€ji produktivni. Sputum je vétSinou mukoidni nebo mukopurulentni, S rtzné
zdvaznou hemoptyzou. Stale Castéji se tuberkul6za manifestuje dusnosti, pleurdlni
bolest je jiz vzacnéjsim ptiznakem (Votava a Homolka, 2012).

Obecné se da fici, ze ke vzniku tuberkulézy dochédzi castéji u diabetiki,
u nemocnych s jaterni cirhdzou, rendlni insuficienci, u alkoholikd a asocialt. Napadny

je také Casty vyskyt u osob s vrozenym nebo ziskanym imunodeficitem (AIDS).

1.7 Imunitni odpovéd’ na M. tuberculosis

1.7.1 Iniciace obranné zanétlivé reakce

Mykobakteria jsou v alveolarnim prostoru pohlcena plicnimi makrofagy, které
nasledn¢ migruji do intersticidlniho prostoru, kde produkuji prozanétlivé cytokiny.
Ty pfedev§im méni adhezni vlastnosti endotelové vystelky cévnich kapilar plic,
cozumozni, aby na endotelovou vystelku adherovaly piedevsim monocyty
a T lymfocyty, jez se nasledné¢ dostavaji diapedézou do intersticialniho prostoru

pod vlivem chemotaktickych latek, pfedevsim C-C chemokini (Flynn a Chan, 2001).

1.7.2 Casnd fize obranné zdnétlivé reakce

V intersticidlnim prostoru se zafina vytvafet granulom, ktery je v po¢atku tvoren
akumulaci makrofagovych elementii, ve kterych mohou byt pohlcena mykobakteria.
Vznikajici granulom stimuluje prostiednictvim chemokini cilenou migraci dalSich

bungk, predevsim T lymfocytl (Krejsek a Kopecky., 2004).

1.7.3 Vrcholna fize obranné zanétlivé reakce

Zcela organizovany granulom je tvofen makrofagy a rlznymi populacemi
T lymfocytl, nesoucimi na svém povrchu jak TcRof}, tak i TcRyd receptory.
Z imunoregulacnich subsetl T lymfocytl vyrazné ptevladaji Thl lymfocyty. Bunétné

sloZky granulomu prodélavaji apoptotické a nekrotické procesy, které vedou k tvorbé
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kasedzniho jadra. Granulom ohrani¢uje lozisko mykobakterii, které ale nemusi byt

imunitni reakci zni¢eny a mohou v organismu perzistovat (Carding a Egan., 2000).

1.7.4 Pozdni faze obranné zdnétlivé reakce

U osob soslabenou imunitou dochazi k rozpadu granulomu. Mykobakterialni
infekce uz neni pod dozorem lokalnich imunitnich mechanismti a mykobakteria
pronikaji do alveolarnich prostori a mohou vzduchem infikovat dal§i osoby.
Mykobakteria, kterd jsou uvniti bunéénych slozek, pronikaji do cévniho tecisté a Sifi

se krvi do dalsich organt (Krejsek a Kopecky, 2004).

1.8 Diagnostika plicni tuberkulozy

1.8.1 Fyzikdlni ndlez

Fyzikalni nalez muze byt fyziologicky nebo jsou zjistény piiznaky choroby.
Dutlezité je posuzovat celkovy stav a vzhled nemocného. Nékdy jsou ptitomny vedlejsi
jevy jako vlhké ptizvucné chriipky nad pneumonickymi lozisky, pii pleurdlnim vypotku

byva oslabené dychani, bronchofonie byva oslabena (Kolek et al., 2014).

1.8.2 Radiologicky ndlez

Skiagram hrudniku (viz obr. 1) je zakladnim vySetfenim u plicni i mimoplicni
tuberkulézy ptesto, Ze nebyva specificky. Na rentgenu jsou vidét loZiskoveé
a infiltrativni stiny. Zmény se nejcastéji nachazeji v dorzalnim a apikalnim segmentu
horniho laloku nebo v apikalnim segmentu dolniho laloku, mohou byt ale lokalizovany
kdekoliv. Na snimcich Ize pozorovat i diseminované formy tuberkulézy.

Je nutné zminit, ze nelze stanovit diagnézu tuberkuldzy pouze z rtg zmén. K tomu
je nutna dalsi metoda a to mykobakteriologické vySetfeni sputa nebo jiného materialu

(Votava a Homolka, 2012; Krejsek a Kopecky, 2014).
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Obr. 1: Skiagram hrudniku.
Primarni tuberkuléza
(Zdroj: Catanzano, 2016)

1.8.3 Laboratorni vySetieni

Zakladem laboratorni diagnostiky tuberkuldézy zustavaji stale piimé metody
prikazu, tedy mikroskopie a kultivace. Metody se 1isi od rutinniho bakteriologického

vySetfeni, proto musi byt z Zadanky jasné, Ze se jedna o priikaz BK (bacil Kochtiv).

1.8.3.1 Odbér materidalu

Standardnim vzorkem k pritkazu plicni tuberkuldzy je sputum odebrané opakované
rano nala¢no pied hygienou ustni dutiny nebo indukované sputum, které se ziskava
od pacienta, ktery spontanné nevykaslava, po inhalaci solného roztoku. Dale lze
vySetiovat tekutinu ziskanou bronchoalveolarni lavazi nebo aspirat ziskany z bronchu.
U plicni tuberkulézy lze vySetfovat i Zaludecni §tavu. Laryngealni vytér lze odebrat

u 0sob, od kterych neni mozné ziskat sputum (Kolektiv autort, 1998).

1.8.3.2 Mikroskopie

Mikroskopicky prikaz acidorezistentnich tyCinek (ART) je velice cenny,
atoprosvou rychlost a jednoduchost v provedeni. Pfesto je ale nejméné citlivou
metodou (citlivost mikroskopie je asi 100krat nizsi nez citlivost kultivace). Je vhodnou

metodou pii vyhledavani osob s tuberkulézou a pii kontrole ucinnosti jejich 1écby.
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Pfi tomto vySetieni ale chybi moznost blizSi identifikace mykobakterii a jejich
zivotaschopnosti. Nalez acidorezistentnich tyCinek v preparatu musi byt proto vzdy
potvrzen kultivaci mykobakterii. Mikroskopicky pozitivni nemocny vylucuje nejméné
10° BK v1 ml sputa, coz podtrhuje epidemiologicky vyznam, protoze nemocni

Nejuzivangj$i metody k priikkazu acidorezistentnich tyCinek je barveni vzorka dle
metody Ziehl-Neelsena (preparaty se prohlizi optickym mikroskopem) a barveni
fluorochromy (prohliZeni preparati fluorescené¢nim mikroskopem) (Kolektiv autord,
1998; Votava et al., 2003)

1.8.3.2.1 Metoda barveni dle Ziehl — Neelsena

Metoda spociva v obarveni teplem fixovaného preparatu karbolfuchsinem (smeés
bazického fuchsinu a fenolu) za horka a zahtati do vystupu par, v odbarveni kyselym
alkoholem nebo kyselinou a v dobarveni kontrastnim barvivem (methylenovou modii
nebo malachitovou zeleni) (Kolektiv autort, 1998).

Preparat z klinického vzorku se prohlizi peclivé pii pouziti imerzniho objektivu
(zvétSeni 100x). Prohlédne se asi 50 zornych poli po celé plose preparatu, postupuje
se meandrovité ve tiech podélnych pruzich. Mykobakterie se jevi jako Cervené ty¢inky
na modrém nebo zeleném pozadi, §tihl¢, dlouhé né€kolik pum, né¢kdy nepravidelné
zbarvengé, jakoby zrnité (tzv. Muchova granula).

Hodnoceni nélezu:

0 ART nenalezeny

1-9  ojedinglé ART (udava se pocet)
+ 10 - 20 ART

++ 21 - 100 ART

+++ vicenez 100 ART

Pozitivni preparaty se zbavi imerzniho oleje ponofenim do xylolu a vcetné
negativnich preparati se uschovavaji do wukonceni celého vySetfeni. Objektiv
mikroskopu je tfeba po odecteni kazdého sklicka otfit suchou gazou, aby nedoslo

k ndhodnému pieneseni ART na dalsi sklicko (Bednaf et al., 1996).
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1.8.3.2.2 Fluorescencni barveni

Fluorescenc¢ni barveni spociva v barveni fluorochromy (auraminem, rhodaminem)
10 — 15 minut bez zahtivani. Nasleduje sliti barviva a oplachnuti tekouci vodou,
odbarveni kyselym alkoholem po dobu 5 minut a dobarveni kyselym fuchsinem
(manganistanem) po dobu 2 minut.

Preparat se prohlizi pii celkovém zvétSeni 160 — 400x, zdrojem svétla
je vysokotlaka UV lampa. Vysetfuje se 25 zornych poli, pfi¢emz preparat se prohlizi
po celé plose. Acidorezistentni tyCinky se jevi jako zafici zlutozelené az stiibfité
ty¢inky na temné Cerveném pozadi (viz obr. 2). Stejné¢ jako u barveni dle Ziehl-

Neelsena je vysledek tieba uvadét kvantitativné (Kolektiv autorti, 1998).

Hodnoceni nalezu:

0 ART nenalezeny (nebo nalezeny 1- 4)
+ ojedinélé ART (5 — 20)

++  pocetné ART (21 — 100)

+++  velmi pocetné ART (vice nez 100)

Obr. 2: Fluorescenéni barveni - zvétSeni
400 X (zdroj: vlastni)

1.8.3.3 Kultivace

Material normélné sterilni (likvor, bioptaty) 1ze kultivovat rovnou, ov§em sputum
a ostatni klinické vzorky obsahuji také jiné mikroby, které by mykobakteria rychle
pterostly a plidu znehodnotily. Této tzv. nespecifické mikroflory je tieba se zbavit,
a to dekontaminacnimi postupy, které vyuzivaji relativni rezistence mykobakterii

ke kyselinam, louhim a nékterym detergentim. Rezistence je zpisobena vysokym
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obsahem lipidu v jejich bunécné sténé. Jednd se o tzv. moreni vzorku. Podminkou
zpracovani materidlu je dale homogenizace vzorku, které je dosazeno mechanickym
tiepanim a vlivem dekontaminac¢nich ¢inidel samych. Pomoteny vzorek se zkoncentruje
centrifugaci a dale se vySetfuje mikroskopicky a kultivacné (Kolektiv autorti, 1998;
Votava et al., 2003).

Nejcastéji se vzorky mofi hydroxidem sodnym, ktery nejen dekontaminuje,
ale zarovenn napomaha homogenizaci. Z moficich metod jsou nejb&ézn&jsi naptiklad
modifikovana Petroffova metoda nebo metoda s laurylsulfatem sodnym (Votava et al.,
2003).

Ke kultivaci mykobakterii se pouzivaji pevné vajecné pudy (pida Lowenstein —
Jensenova, piida Ogawova) a pudy tekuté (ptida Sulova) s nativni bilkovinou — sérem.
Puda Lowenstein — Jensenova (viz obr. 3) obsahuje kromé& nékterych soli jesté
asparagin, glycerin, Skrob, vaje¢nou masu a malachitovou zelen. Plida se rozpliuje
po 5 ml do zkumavek a srazi se v Sikmé poloze proudici parou v Arnoldové pfistroji.
Po spravné koagulaci ma ve zkumavkach zlstat trochu kondenzni vody. Spravné
pfipravena puda musi mit zrcadlové leskly povrch a slabé zelenou barvu (viz obrazek).
Pida podle Ogawy nevyzaduje pro svou piipravu asparagin, jeji piiprava je velmi
jednoducha a svou citlivosti vhodné doplituje L-J ptidu. Tekuta ptida Sulova obsahuje
mimo jiné hovézi sérum. Komeréné se vyrabi koncentrat zékladu a pfed rozlévanim

se fedi v poméru 1:10 (Kolektiv autort, 1998).

Obr. 3: Lowenstein — Jensenova puda s koloniemi
M. tuberculosis (zdroj: vlastni)

Naockované pudy je vhodné pro kazdy vzorek materidlu svazat gumickou
do svazku, nutnosti je oznafeni protokolarnim cCislem. Takto piipravené naockované
pudy se inkubuji pii 37 °C v komorovém termostatu, kde je zajisténa cirkulace vzduchu
a vhodna vlhkost.
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Pidy se odecitaji za 3, 6 a 9 tydni. Po prvnim tydnu se vyfazuji pudy
kontaminované a tento vysledek se oznami s zaddosti o opakovani vysetieni. Po tfech
tydnech se pozitivni vysledek sdéli, zachycené kmeny se zacnou urcovat, zalozi
se vysetieni citlivosti a zbytek kultur se inkubuje dale. Po 6 tydnech se vysledek uzavira
a odesilaji se pozitivni i negativni vysledky. Po 9 tydnech se oznamuji pouze pozitivni
vysledky a inkubace se ukon¢i (Votava et al., 2003).

Na pevnych piidach vyrista M. tuberculosis v nazloutlych, drsnych kvétakovitych
¢i bradavcitych koloniich typu R s nepravidelnym okrajem a drolivou konzistenci
(eugonicky rist) (Votava et al., 2010, s. 325). V tekutych pidach muze jit o rust
v sedimentu (izolované neroztiepatelné kolonie) nebo v zakalu, ptipadné v povrchové
drsné, hladké nebo mukodzni blance. V obou piipadech staci jedina mikroskopicky
ovéiend kolonie a uz se jednd o pozitivni nédlez a izolat je tfeba pfeockovat, urcit
astanovit jeho citlivost na antituberkulotika. Hodnoceni pozitivnich Kkultur —
do 9 kolonii se tento vysledek uvadi jejich poctem, od 10 do 20 kolonii se hodnoti
jednim kiizkem, od 21 do 100 dvéma kiizky a tfemi ki#izky se hodnoti blanka
na povrchu tekuté pudy nebo splyvajici rist na vajeéné pudée (Votava et al., 2010).

Z novejsich metod se prosadily tzv. urychlené Kkultiva¢ni postupy, zaloZené
na stanoveni metabolickych produktii mykobakterii pfi jejich rastu v tekutych
kultiva¢nich médiich. Vzorky se ockuji do specialnich nadobek (viz obr. 4), kultivace
probihd v automatickych analyzatorech, které¢ dovedou uz za 10 az 14 dni rozpoznat
pozitivni nartst a ihned ho ohlasit. Z pozitivni lahvicky se zhotovi preparat (obarveni
dle Ziehl — Neelsena (viz obr. 5)), ktery objasni, zda se jednda o ART

nebo o kontaminaci (Votava et al., 2003).

L

Obr. 5: Barveni dle Ziehl — Neelsena

- - typicka tvorba provazci pro M.
Obr. 4: Specialni tuberculosis (zvétseno 1000x)
kultivacni lahvicky (zdroj: vlastni)

(zdroj: vlastni)
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1.8.3.4 Molekularné genetické techniky

Zakladem téchto metod je piimy prikaz DNA mykobakterii ve vzorcich

biologického materialu. Metody jsou velmi senzitivni a specifické, prokazuji geneticky

material druhd komplexu M. tuberculosis, piipadné jiné druhy rodu Mycobacterium.

Metody se vyuzivaji také pii identifikaci kmenu (Kolek et al., 2014).

Pozitivni nélez je varovnym signalem mozné infekce, ale miize se jednat i o mrtva

mykobakteria nebo o jejich fragmenty (Cermak a Havelkova, 2010).

Nejcastéji vyuzivané metody:

Metoda PCR

PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda, kterd umoziuje amplifikaci
specifického useku DNA s naslednou detekci amplifikovaného vzorku. Vlastni
reakce probihd v termocyklerech, kde dochazi k automatickému stiidani 3 fazi
reakce (denaturace DNA, vazba specifickych primert a extenze). Nasleduje
vizualizace amplikoni pomoci interkala¢niho ¢inidla (ethidium bromid,
SYBRGREEN,...) v agar6zovém gelu metodou elektroforéza (Kolektiv autort,
1998).

Metoda LCR

LCR (Ligase Chain Reaction) — ligazova fetézova reakce je metoda, ktera
obdobné jako PCR pouziva K prikazu dvoufetézcové DNA. Jedna se o typ
reakce s amplifikaci sondy. Na kazdy usek z obou denaturovanych retézcii DNA
se vaze jedna dvojice sond prekryvajici cely hledany usek, které posléze spojuje
ligaza (Kolektiv autord, 1998, s. 15). Spontannimu piiblizeni vSech 4 sond
ajejich svazani ligdzou, coz by vedlo k faleSné pozitivité, zabrailuje mezera
»Zap“ ponechand mezi dvojici sond. Detekce amplifikovaného produktu muze

byt fluorescencni nebo v agar6zovém gelu metodou elektroforéza.

Molekularn€ genetické techniky jsou rychlé metody, vysledek je znam jesté tentyz

den a celé vySetieni trva 6 — 8 hodin. Metody musi byt vzdy paralelné¢ doplnény

mikroskopickym a kultivaénim vySetienim (Kolektiv autorti, 1998).
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1.8.3.5 VySetiovani citlivosti

Test 1ékové citlivosti na hlavni antituberkulotika (AT), tedy na isoniazid (INH),
rifampicin (RMP), pyrazinamid (PZA), ethambutol (EMB) a streptomycin (STM),
se provadi u kazdého nové izolovaného kmene M. tuberculosis. V piipadé zjisténé
rezistence u diive jiz 1éenych pacienti nebo podle dohody s oSetfujicim lékafem
se stanovuje rozsifena citlivost (Votava et al., 2010).

Stanoveni citlivosti se provadi tzv. proporénim testem podle Canettiho
na kultiva¢nich padach obsahujicich antituberkulotikum. Pfed zafazenim kmeni
do testu se zkontroluje kvalita i kvantita rastu, do testu je mozné zatradit pouze dobie
narostlé kultury bez kontaminace. Na pudy se o¢kuje mnozstvi 0,1 ml na 1 zkumavku,
ato z fedéni, v nichz je mozné ocekavat rust v pocitatelnych koloniich. Naoc¢kované
inokulum se musi nechat dobfe zaschnout. Proto se musi zkumavky prvnich 24 hodin
inkubovat ve vodorovné poloze. Poté je mozné inkubovat vertikalné pii 37 °C. Obvykla
doba inkubace jsou 3 tydny. U kmend, které po uplynuti této doby nemaji dostate¢né
vyrostlé kontroly (pocitatelné kolonie), se prodluzuje inkubace o dalsi 1-2 tydny.
Izolované kolonie, vyrostlé v nejvys§im fedéni inokula na kontrolnich ptidach, je nutné
spocitat co nejpfesnéji na obou paralelnich zkumavkach. Jejich aritmeticky priamér
umoziuje stanovit pocet zivych mykobakterialnich jednotek - colony forming units
(CFU) v kazdém fedéni inokula i v jeho zakladé. Piesné se spocita i pocet kolonii, které
vyrostly na piid€ s antituberkulotiky. Vypocet procenta rezistentnich zarodkl se provadi
podle vzorce:

a-100
b

kde a = pocet kolonii vyrostlych na piidé€ s kritickou koncentraci 1éku

x% =

b = pocet kolonii vyrostlych ve stejném fedéni na kontrolni padé.

Kriticka proporce (x %) rezistentnich zarodki je 1 %. V pfipadé, ze je x %
mensi nez 1 nebo se rovna 1, hodnoti se kmen jako ,.citlivy”. V pfipadé, Ze je x % vétsi
nez 1, hodnoti se kmen jako ,rezistentni®. Pii odecCitdni vySetfovanych kmeni
se hodnoti jako prvni kmeny kontrolni. Kontrolu pifedstavuje kmen M. tuberculosis
Hs7Rv, ktery je na kritické koncentrace léku citlivy. Dobré je ptidat ke kazdé sérii
I ,,divoké® kmeny M. tuberculosis, tzn. Cerstvéji izolované od nemocnych se znamou,
opakovatelné ovéfenou citlivosti, resp. rezistenci na léky. Vysledek testu citlivosti

se hlasi do ISBT (Kolektiv autorii, 1998; Votava et al., 2010).
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Rozsifena citlivost se provadi v NRL (Narodni referen¢ni laboratofi) v Praze, a to
vV pfipadé zajmu, nebo pii rezistenci kmene. NRL provadi citlivost na dalsi
antituberkulotika — PAS - p-aminosalicylovou kyselinu, cykloserin, etionamid,

kanamycin, amikacin, rifabutin, ciprofloxacin, ofloxacin, azitromycin, claritromycin.

1.8.3.6 IGRA (interferon gamma release assay) testy

Jedna se o krevni testy, které napomahaji pii diagnostice M. tuberculosis. Testy
detekuji indukci tvorby interferonu (INFy) v krvi nemocnych. Senzibilizované
T -lymfocyty produkuji INFy po styku se specifickymi antigeny obsazenymi
Vv detek¢énim systému testu. Nejéastéji pouzivanym testem je Quantiferon-TB-Gold test.
Podobnym testem je T-SPOT.TB Testy umoziuji diagnostikovat i latentni infekci.
(Kolek et al., 2014).

1.8.3.6.1 Quantiferon — TB - Gold test

Jednd se o test INFy z plné krve méfici odpovédi na peptidové antigeny ESAT-6,
CFP-10 a TB7.7(p4). Slouzi pro diagnostické ucely in vitro. Detekce INFy pomoci
ELISA testu se pouziva ke zji§téni in vitro reakci na zminéné peptidové antigeny, které
souvisi s infekci Mycobacterium tuberculosis. Jedna se o nepfimy test infekce
M. tuberculosis a musi byt vzdy doplnén o vysledky pfimého mikroskopického
a kultivacniho vySetieni. Podrobn&ji bude popsan v metodické ¢asti prace (Votava

a Homolka, 2012).

1.8.3.6.2 T - SPOT TB test

Obdoba testu Quantiferon — TB — Gold test. Taktéz pracuje se specifickymi
antigeny ESAT-6 a CFP-10, které v pfipadé infekce M. tuberculosis stimuluji
Th1 lymfocyty, které poté produkuji INFy. Ten je zachycen monoklonalni protilatkou
navazanou na dno kultivaéni jamky a v dalSim kroku je detekovan imunochemicky
protilatkou oznaCenou enzymem, ktery $tépi substrat za vzniku barevného produktu.
Vysledkem je barevny spot na dné kultiva¢ni jamky, ktery odpovida jedné buiice

produkujici interferon y (Meyer et al., 2005).
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Test je urcen k identifikaci nemocnych s latentni tuberkulézou a pouziva se jako
vybérovy test u pacientd, u kterych byl vysledek prikazu latentni infekce testem

Quantiferon neurcity.

1.8.4 Sérodiagnostika

Jedna se o neptimy prukaz tuberkuldzy. Serologické testy jsou obvykle zaloZzeny na
detekci protilatek (tiidy IgM, IgG a IgA) hostitele proti slozkam mykobakterii.
Nejvhodnéjsi je vyuzivat komercné dostupné soupravy, jejichz prednosti je zejména
kvalita pouzitych antigend.

Jelikoz se jednd pouze o pomocnou diagnostickou metodu, nedd se na jejim
zaklad¢ stanovit diagnoza tuberkul6zy nebo mykobakteridzy. Senzitivita i specifita této
metody jsou velmi nizké, praktické pouZiti je proto diskutabilni. Pfesto se vysledek
stanoveni sérovych specifickych protildtek mize stdit jednim z komplexnich

diagnostickych kritérii, ktera spole¢né s vysledky dalSich testi vedou k urceni etiologie

onemocnéni (Kolektiv autorti, 1998; Kolek et al., 2014).

1.8.5 Tuberkulinovy koZni test

Mantoux test nebo tuberkulinovy kozni test (TST) nebo také Purified Protein
Derivate (PPD) test je globalné pouzivanou metodou. Test spociva v intradermalni
aplikaci 0,1 ml tuberkulinu. Biologicka ucinnost tuberkulinu se stanovi podle
mezindrodniho standardu a vyjadfuje se v mezinarodnich jednotkach (m.j.).
Pouzitelnost testu je omezena, nebot nerozliSuje mezi aktivnim a neaktivnim
onemocnénim a stavem po ockovani BCG. V naSich podminkach ockované populace
a znac¢né promotenosti ve vysSim véku nema pro stanoveni zasadni vyznam. Podrobnéji

bude tuberkulinovy kozni test popsan v metodice této prace (Vroblova et al., 2009).

1.9 Lécba tuberkulozy

Lécba plicni i mimoplicni tuberkul6zy ma své pravidla a v obou ptipadech spociva
Vv kontrolovaném podavani, (tj. pod dohledem), kombinaci né€kolika antituberkulotik

(AT). S jejich nastupem tak témét vymizela chirurgicka 1é¢ba aktivni tuberkulézy.
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Cile 1éCby tuberkulozy jsou:
e vylécit nemocného s tuberkuldzou a zachovat kvalitu zivota a produktivitu
e zabranit imrti na aktivni tuberkul6zu a ptredejit pozdnim nasledkiim
e zabranit relapsu onemocnéni
e minimalizovat moznosti pienosu TBC na jiné osoby

e zabranit vzniku ziskané 1ékové rezistence

1.9.1 Antituberkulotika

Lécba antituberkulotiky je kombinovand, dlouhodobé a pln€ kontrolovana. Pravé
pln¢ kontrolované 1é¢ebné rezimy ozna¢ované DOTS (directly observed therapy, short-
course) se ukdzaly jako nejucinng;jsi.

Zakladnimi antituberkulotiky jsou isoniazid (hydrazin kyseliny isonikotinové, INH,
H), rifampicin (RMP, R), pyrazinamid (PZA, Z), ethambutol (EMB, E) a streptomycin
(STM, S) (Kolek et al., 2014). Jejich zakladni charakteristiky jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristika zakladnich antituberkulotik a jejich davkovani

Isoniazid (hydrazin kyseliny isonikotinové, INH, H) — inhibuje vystavbu bunééné
stény zasahem do syntézy kyseliny mykolové. Rychle a dobfe se resorbuje, 80-96 % se
acetylaci metabolizuje v jatrech, rychlost acetylace je ur€ena geneticky. Podava se

Vv denni davce 5 mg/kg per os, max. 300 mg, intermitentné 10 mg/kg, max. 900 mg.
Mezi nezadouci G€inky patii hepatotoxicita, neurotoxicita (periferni neuritida), alergie.
Pfi podéavani je nutna suplementace pyridoxinem.

Rifampicin (RMP, R) — baktericidni antibiotikum na rychle i pomalu se mnozici
mykobakteria. Z 60-80 % je navazan na proteiny, prodélava enterohepatalni cyklus, je
metabolizovan desacetylaci a vylu¢ovan z 90 % do Zluci a z 10 % do moci. Barvi do
oranzova sliny, pot, mo¢. Denni davka je 10 mg/kg per os (max. 600 mg denné€ na
lacno, 450 mg u hmotnosti pod 50 kg), intermitentni davkovani je stejné. Z vedlejsich
ucinkt jsou popisovany zazivaci potize, poskozeni ledvin, trombocytopenie, chiipkové
obtize (flu-like syndrome). Pozornost je tfeba vénovat ¢etnym Iékovym interakcim.

Pyrazinamid (PZA, Z) — pusobi baktericidné na intracelularné fagocytované a rychle
rostouci mykobakterie. Denni davka je 25 mg/kg per os, zpravidla 2 g per os denné. Je
hepatotoxicky, snizuje tubularni sekreci kyseliny mocové, proto vyvolava
hyperurikémii, vyjimecné i pfiznaky dny.

Ethambutol (EMB, E) — synteticky pfipravené AT s mykobakteriostatickym ucinkem.
Podéavani v denni davce 15 mg/kg per os (rozmezi 15-20), intermitentné se podava 3x
tydné v davkach 30 mg/kg. Zavaznym vedlejSim ucinkem je retrobulbarni neuritida

S poruchami vidéni a barvocitu.

Streptomycin (STM, S) — puisobi baktericidné na extracelularné ulozené mykobakterie.
Obvykla davka pti dennim 1 intermitentnim lé¢ebném rezimu je 1 g i.m, u starSich osob
nad 60 let a pfi hmotnosti pod 45 kg 0,75 g i.m. Je ototoxicky, neurotoxicky, mlize
vyvolat kozni alergické reakce.

Zdroj: Votava a Homolka, 2012
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Celkova doba lécby se odviji od rozsahu onemocnéni, prikazu mykobakterii,
predchozi 1é€be€ a pouzitych 1écich. Lécba je rozdelena na fazi inicialni — Gstavni 1éCbu,
ktera trva minimalné 2 mésice a vede k debacilizaci, sniZzeni mykobakterialni populace.
Podava se kombinace Ctyf az péti  antituberkulotik. Obvykle je realizovéna
za hospitalizace. Dalsi 1écba — pokracovaci faze trva minimalné 4 az 5 mésicti a podava
se dvojkombinace (u diive léCenych trojkombinace) antituberkulotik ambulantné. Lécbu
je vhodné podavat denné. Intermitentn¢ — 3x tydné je mozné podavat 1écbu
V pokracovaci fazi u novych TBC pacientli, u kterych je 1écba pfimo kontrolovana
(DOTYS).

Pokud nelze sestavit vhodny lé¢ebny rezim z péti hlavnich antituberkulotik,
pfistupuje se K podavani antituberkulotik rezervnich. Mezi né se fadi ethionamid,
prothionamid, cykloserin, kanamycin, amikacin, capreomycin, thiacetazon. Rezervni
AT jsou méné ucinna nez zakladni léky a pouzivaji se zpravidla u rezistentnich forem

tuberkulozy (Votava a Homolka, 2012; Kolek et al., 2014).

1.9.2 Lécebné reZimy

Standardizovana lécba spociva v 1écbé vSech pacientll v definované skupiné
stejnym lécebnym reZimem. Pro pfidéleni standardniho reZimu plati stejné kategorie
jako pro registraci a hlaseni piipadi, které rozliSuji nového pacienta od jiz diive
1éCenych. Registracni skupiny nemocnych s predchozi lécbou jsou zalozeny na vysledku
predchozi lécby: selhani léchy, relaps nebo lécba po preruseni (Kolek et al., 2014,
S. 236) (viz Ptiloha 1 a 2).

1.9.3 Rezistentni formy tuberkulozy

Multirezistentni tuberkuloza (MDR-TB)

MDR-TB piedstavuje zavazny medicinsky problém, ktery vznika hlavné
v disledku  Spatného dodrzovani 1écby. Nevhodné nebo nespravné uzivani
antimikrobidlnich 1€kd nebo pouzivani netcinné 1ékové formy (napt. uzivani jediného
nebo nekvalitniho 1éku) nebo pfedcasné preruseni lécby muze zptlisobit rezistenci.

vvvvvv

a drahé, doporucené 1€ky nejsou vzdy k dispozici a pacienti Casto pocituji tadu
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nezadoucich uc¢inkt (Tuberculosis — Fact sheets, 2017). Multirezistence je definovana
jako rezistence mykobakterii vuc¢i isoniazidu a rifampicinu, dvéma nejucinngj$im
antituberkulotikiim (Votava a Homolka, 2012).

Lékové rezistence lze zjistit pomoci specidlnich laboratornich testii, které testuji
citlivost mykobakterii na léky. Testy mohou pracovat na molekularnim principu (napf.
Xpert MTB/RIF) nebo na zaklad¢ kultivace. Vyhodou molekularnich technik je, ze jsou
schopny poskytnout vysledky béhem nékolika hodin. WHO doporucila zrychlit detekci
a zlepsit vysledky 1écby MDR-TB prostiednictvim novych, rychlych diagnostickych
testll a krat$imi a levnéj$imi lécebnymi rezimy. Za mén¢ nez 1000 dolard na pacienta
1ze dokoncit novy 1é¢ebny rezim za 9-12 mésict (Tuberculosis — Fact sheets, 2017).

Pro kontrolu 1€ékovée rezistentnich forem tuberkuldzy je dulezité zacit 1é€it pacienta
co nejdiive, poskytnout pacientim pfistup k diagnostice, zajistit adekvatni ochranu proti
infekci v zafizenich, kde jsou pacienti 1éCeni a zajistit vhodné vyuZzivani doporucenych

1ékii druhé volby.

Extenzivné rezistentni tuberkuléza (XDR-TB)

XDR-TB je véazné€jsi forma multirezistentni tuberkuldzy, kdy mykobakteridlni
kmen neni citlivy na rifampicin a isoniazid, a dale minimaln¢ na jeden injekéni 1€k
zdruhé ftady antituberkulotik (amikacin, capreomycin, kanamycin) a jedno
fluorochinolonové AT. Lécba téchto pacientll je mnohem nakladnéjsi nez 1écba pacientt
s MDR-TB. Navic u téchto pacientil nelze pouzit zkraceny lécebny reZzim
(9-12 mésicu). Je zapotiebi zvolit delsi 1ééebny rezim, u kterého lze pouzit jeden

z novych 1éka (bedaquilin, delamanid) (Votava a Homolka, 2012).

V roce 2015 se ptiblizné u 480 000 lidi na celém svété vyvinula multirezistentni
forma TBC (MDR-TB). Kromé& toho se asi u 100 000 lidi vyvinula rezistence vuci
rifampicinu. Zatéz do zna¢né miry pfipad4 na tfi zemé — Cinu, Indii a Rusko, které
dohromady tvoii téméf polovinu vSech piipadi. Odhaduje se, ze asi 9,5 % ze vSech
ptipadl pfipadd na XDR-TB.

Po celém svéte je v soucasné dobé€ tispésné 1éceno pouze 52 % pacienti s MDR-TB

a 28 % pacientt s XDR-TB (Global tuberculosis report, 2016).
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1.10 Prevence

K zabranéni vzniku onemocnéni se provadi tfi zakladni preventivni opatfeni:
1. ockovani BCG vakcinou
2. izolace zdroju
3. chemoprofylaxe

Povinna plosna kalmetizace novorozenci BCG vakcinou byla zrusena ke dni 1. 11.
2010 vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 299/2010 Sb. Provadi se pouze ockovani
rizikovych skupin, které jsou ve vyhlaSce definovany. U ditéte z rizikové skupiny
je vhodné ockovat co nejdiive po narozeni. Do rizikové skupiny déti patii: dité
Z domécnosti, ve které nékdo ma nebo m¢l aktivni TBC; dité, které pfislo do kontaktu
s nemocnym TBC; dité v domdcnosti, kde Zije n€kdo, kdo pobyval vice nez 3 mésice
ve stat¢ s vyskytem TBC vyssim nez 40 / 100 000 obyvatel nebo dité, které
se v takovém staté narodilo (Kolek et al., 2014; MZCR, 2012).

U nerizikovych skupin je mozné provést kalmetizaci na zadost rodici vétSinou
ve veéku Sesti mésici na zadkladé negativni tuberkulinové zkousky. Veskeré revakcinace
proti tuberkuléze u déti byly zruseny vyhlaskou ¢&. 65/2009 Sb. Ceska republika se tak
pripojila k zemim s nizkou incidenci TBC, které akceptuji doporu¢eni WHO, udavajici,
ze plosna BCG vakcinace je vhodna pouze pro zem¢ s vysokou incidenci tuberkuldzy

(MZCR, 2012).

1.10.1 BCG vakcinace

Historie BCG vakciny (Bacillus Calmette-Guérin) saha do 20. let minulého stoleti,
kdy byla vyvinuta Albertem Calmettem a Camillem Guérinem, a sice pasazovanim
M. bovis v nepfiznivych podminkach, coz virulenci kmene natolik oslabilo, Ze ho bylo
mozno pouZit jako ockovaci latku. Originalni kmen, izolovany z vemene tuberkuldzni
kravy, se bohuzel nezachoval a dal§i pasaze byly pfi¢inou toho, Ze dnes existuje né€kolik
odlisnych kmentt BCG vakciny. U lidi byla poprvé pouzita v roce 1921 ve Francii
a jedna se pravdépodobné o nejpouzivanéjsi vakcinu v historii lidstva. Vakcina se od
roku 1961 podava lyofilizovana (Votava et al., 2003).

V soucasné dobé se pouziva lyofilizovana vakcina (BCG vaccine SSI) pfipravena
z danského kmene 1331, ktera obsahuje > 2,0 x 10° < 8,0 x 10° CFU (Zivych zarodki)

v 0,75 mg. Aplikuje se 0,05 ml rozpusténé vakciny intraderméalné nad spodni tpon
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deltového svalu. Ockovani lze provést nejdiive ctvrty den po narozeni ditéte.
Novorozenci a kojenci mlad$i Sesti tydni mohou byt ockovani bez piedchozi
tuberkulinové zkousky. Kojenci od Sesti tydni véku vySe by neméli byt ockovani bez
ptedchoziho provedeni tuberkulinové zkousky. PreoCkovani proti tuberkuloze WHO
nedoporucuje provadét (Letak BCG vaccine SSI, 2009).

Po intradermalni aplikaci vakciny se v misté vpichu objevuje lokalni zanétliva
reakce. Oslabené BCG mykobakterie putuji do regiondlnich miznich uzlin a dale do
celého téla. Po kratkém Case jsou zniceny imunitnim systémem.

Castou reakci na ispé$né o¢kovani je indurace v misté vpichu injekce, ktera mize
b&hem nékolika dnti ulcerovat. Tato 1éze se obvykle spontann¢ hoji a zanechava po sobé
povrchovou jizvu 2-10 mm v priméru u vSech ockovanych osob. Mezi vzacngjsi
nezadouci uCinky patii generalizovana lymfadenitida s moznou fluktuaci az tvorbou
pistéli, osteitida, uveitida nebo i meningitida. Nejzavaznéjsi je generalizovana infekce

BCG kmenem, tzv. BCG-itida (Kolek et al., 2014).

1.10.2 Chemoprofylaxe

Preventivni podavani antituberkulotik (chemoprofylaxe) se uplatituje u jedinct,
kteti jsou ve zvySeném riziku nakazy tuberkul6zou. Nejcastéji se provadi monoterapii
isoniazidem (300 mg/den) po dobu 6 mésici (Greenwood et al., 1999). Chemoprofylaxe
se rozd€luje na primarni — slouZi k ochrané osob neinfikovanych, ale exponovanych
nakaze a na sekundarni — slouzi u osob jiz infikovanych k zabranéni ptechodu infekce
do manifestniho onemocnéni (Votava a Homolka, 2012).

Vzdy je nutné zvazit riziko poSkozeni jater vici riziku vzniku manifestni
tuberkulozy. Lécba se nepterusuje, nedosdhnou-li vysledky jaternich testti dvojnasobku

normalnich hodnot.

1.11 Povinné hlaseni tuberkulozy

V Ceské republice se povinnost hlaSeni vztahuje na kaZzdé nové zjisténé
onemocnéni tuberkul6zou nebo mykobakteriozou, na recidivu jakoZ i1 na umrti

na tuberkuléozu nebo mykobakteriozu. Udaje o vSech ozndmenych vyskytech
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se monitoruji v centralnim registru TBC. Hlaseni tuberkulézy podava 1ékar (pracoviste),

ktery aktivni TBC zjistil (Votava a Homolka, 2012).

1.11.1 Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR - UZIS

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR (dale jen UZIS) byl zaloZen v roce
1960. Je organizacni slozkou statu a jeho zfizovatelem je Ministerstvo zdravotnictvi
CR. Je také spravcem Narodniho zdravotnického informaéniho systému (NZIS) podle
zakona ¢. 372/2011 Sb., o zdravotnich sluzbach a podminkach jejich poskytovani
v platném znéni (Zakladni informace o UZIS CR, 2017).

NZIS je jednotny celostatni informacni systém vefejné spravy zpracovavajici
osobni a dalsi tudaje ze =zakladnich organii vefejné spravy, ministerstev,
od poskytovateltt zdravotnich sluzeb, piipadné¢ dalSich osob piedavajicich udaje
do NZIS (Zakladni informace o UZIS CR, 2017).

Ustav je soucasti statni statistické sluzby a tuto Ginnost vykonava v souladu
se zakonem ¢. 89/1995 Sb., o statni statistické sluzbé, ve znéni pozdéjsich predpist.
Spolupracuje s organy statni statistické sluzby, predevsim s Ceskym statistickym
ufadem, zajiStuje vazby mezi NZIS a jednotlivymi poskytovateli zdravotnich sluzeb
(Zakladni informace o UZIS CR, 2017).

Ustav se Fidi principy, obsazenymi v tzv. Kodexu evropské statistiky, jehoZ cilem
je zajisténi kvality a divéryhodnosti evropskych dat.

Ustav  spolupracuje s asociacemi nemocnic, sdruzenimi lékait, odbornymi
lékafskymi spole¢nostmi, zdravotnimi pojiStovnami a dal§imi organizacemi.
Na mezinarodni urovni se jedna o spolupraci zejména s organizacemi WHO, OECD,
OSN, EUROSTAT a dalsimi. UZIS je piekladatelem oficialnich informaci z NZIS
za Ceskou republiku (Zakladni informace o UZIS CR, 2017).

1.11.2 Registr tuberkulozy (RTBC)

Utelem zjistovani pozadovanych udaji je zajisténi dohledu nad tuberkulézou

v Ceské republice a p¥iprava programii k omezeni jejiho vyskytu.
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Registr sleduje viechny osoby, u kterych byla na tizemi Ceské republiky zjiiténa
aktivni tuberkul6za nebo jina mykobakteriéza a osoby dispenzarizované ve skupinach
aktivni i inaktivni tuberkul6zy nebo jiné mykobakteriozy.

RTBC je od roku 2003 soucasti Informacniho systému organti ochrany vetejného
zdravi a je provozovan jako webova aplikace s centrdlni databazi. Vkladani dat
je zajisténo prostrednictvim internetového ptipojeni a vse je peclivé zabezpeceno.

Soucasti RTBC se stala také databaze Informacniho systému bacilarni tuberkulozy
(ISBT). ISBT je syst¢tm pro hlaseni pozitivnich vysledki mykobakteriologickych
vySetfeni. Kazda laboratof, ktera provadi detekci TBC, je povinna hlasit pozitivni
nalezy. Spoluprace RTBC a ISBT pfispiva ke kontrole uplnosti a validity dat o TBC
(Registr tuberkulozy, 2017).
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2. Cil prace a hypotézy

2.1 Cile prace

1. Distribuce pacienti s plicni tuberkulézou dle v€ku a pohlavi ve vzorku

populace za obdobi 2008 — 2016.

2. Porovnani tuberkulinového kozniho a quantiferonového testu u pacientl

s plicni tuberkul6zou za obdobi 2008 — 2016.

3. Realizace a vyhodnoceni vysledkli quantiferonového testu u pacientd za rok

2016.

2.2 Hypotézy

1. Pifedpokladam, ze vyskyt plicni tuberkuldozy bude potvrzen spise ve vyssich

veékovych kategoriich.

2. Mou hypotézou je, Ze vyskyt plicni tuberkul6zy bude stejny u obou pohlavi.

3. Domnivam se, ze quantiferonovy test bude citlivéjsi nez tuberkulinovy kozni

test.

4. Mym predpokladem je, Ze vSichni pacienti s pozitivhim quantiferonovym

testem budou vysetfeni bakteriologicky.
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3. Metodika

Metodika spocivala piedev§im ve sbéru dat a jejich nasledném vyhodnoceni. Data
byla ziskana z Plicni 1é¢ebny Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s., ktera hospitalizuje
predevsim pacienty z JihoCeského kraje a také z Vysociny. Veskeré zaznamy provadél
osetfujici personal. Pro vyhodnoceni quantiferonového testu byla pouzita data
Z Pracovisté imunologie Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s. Soucasti metodiky bylo

i samotné provedeni QF testu.

3.1 Tuberkulinovy koZni test

Infekci M. tuberculosis eliminuje vice nez 90 % infikovanych osob prostfednictvim
alveolarnich makrofadgii a builkkami zprosttedkované bunééné imunity. Onemocnéni
se tedy klinicky neprojevi a jedinou znamkou expozice M. tuberculosis je pozitivita
tuberkulinového kozniho testu. Zhruba u 5 % infikovanych jedincti se po uplynuti
nékolika tydnt az mésict projevi piiznaky primarni TBC (Krejsek a Kopecky, 2004).

Experimentalné injikované usmrcené mykobakterie nebo extrakt pfipraveny
z mykobakterii zpusobuje v infikovanych zvitatech vyraznou zanétlivou reakci v misté
aplikace. Robert Koch, ktery o tomto objevu referoval, ptedpokladal, Ze by timto
zpusobem mohla byt tuberkul6za 1écena. Nestalo se tak, ale popsand reakce se stala
dulezitym diagnostickym testem (Votava a Homolka, 2012).

Aplikace ptvodniho Kochova extraktu (tuberculinum vetus) byla doprovazena
velmi zavaznymi negativnimi vedlejSimi ucinky, tudiz pouZziti v klinické praxi bylo
prakticky nemozné. Z toho divodu byl pivodni extrakt dale purifikovan a bylo
prokdzano, ze nejucinnéjsi slozkou je bilkovinna frakce oznacovana jako purifikovany
proteinovy derivat (PPD) tuberkulinu. Preparit PPD bylo mozné standardizovat
a vyrabét ve velkém mnozstvi (Krejsek a Kopecky, 2004).

Pii provadéni kozniho testu oznacovaného také jako Mantoux test, se aplikuje
intradermélné 0,1 ml roztoku PPD jehlou na ptedlokti. Kozni reakce je vyhodnocovéana
po 48 az 72 hodinach. Pozitivni reakce se projevi v misté vpichu induraci. M¢fi
se primér indurace transverzalné k dlouhé ose ptredlokti. Samotné provedeni testu
ajeho nasledné vyhodnoceni je naro¢né na peclivost a vyzaduje rozsadhlé zkuSenosti

(Brock et al., 2004).
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Kozni reakce po intradermalni aplikaci PPD, kterd se objevi po 48 hodindch,
je opozdénou bunécnou reakci. Mikroskopicky je mozné v misté indurace vidét edém
avyraznou infiltraci dermis mononukledrnimi bunkami (Krejsek a Kopecky, 2004,
s. 511). Muze dojit také k ¢asné reakci, ktera se projevuje do 20 minut po aplikaci jako
koptivka. Tato reakce je pravdépodobné zplsobena polysacharidy obsazenymi
Vv preparatu PPD. Do 24 hodin po aplikaci mlize nastat reakce Arthusova typu, ktera
postupné vymizi a je nahrazena reakci opozdéné hypersenzitivity. Ta se projevi 2 az 12
tydnd po infekci M. tuberculosis. Opakovana aplikace Mantoux testu nevyvola
u skute¢né negativnich jedinct pozitivni reakci (Kuo et al., 2010).

Nevyhodou testu je skutecnost, ze i nepatogenni mykobakterie vnéjSiho prostiedi
nebo podminéné patogenni mykobakterie svym antigennim G¢inkem indukuji v ¢lovéku
zktizenou imunitni reaktivitu, kterd se pifi provedeni testu projevi. V evropskych
podminkach a také v nasSi republice je vypovédni hodnota Mantoux testu prakticky
znemoznéna plosnou vakcinaci celé populace vakcinou BCG. Na rozdil od USA, kde
je tento test velice uzite¢ny, jelikoz aktivni imunizace vakcinou BCG se zde povinné
neprovadi. Osoby, které byly imunizovany vakcinou, maji kozni reakce po aplikaci PPD
v §irokém rozmezi velikosti indurace. Cést populace nevykazuje kozni reaktivitu, ast
ma prumér indurace vétsi nez 15 mm. V naSich podminkach mélo provedeni Mountax
testu nejveétsi vyznam v testovani osob pred aplikaci BCG vakciny.

Test pouze informuje o pfitomnosti opozdéné kozni reakce IV. typu, kterd
vypovidd o ptfedchozi expozici patogennim nebo environmentadlnim mykobakteriim

(Nayak a Acharjya, 2012).

3.1.1 Hodnoceni testu

Test musi byt vyhodnocen do 48 — 72 hodin po aplikaci tuberkulinu. Po uplynuti
72 hodin je test neplatny a v pfipad€ nedostaveni se na kontrolu, je nutné test opakovat.
Je Zadouci, aby vyhodnocovani testu provadéla stejna osoba, jejiz subjektivni odchylky
se stavaji standardnimi.

Po intradermalni aplikaci tuberkulinu se hodnoti vytvoreni infiltratu v misté vpichu
(viz obr. 6). Pouhy erytém kolem vpichu se nehodnoti jako reakce pozitivni. Rozmér

infiltratu se hodnoti hmatem, mé&fi se pticny pramér infiltratu. Prsty se najde zatvrdnuti.
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Je to tvrdé, pevné a ohraniCené misto. Velikost se méti v milimetrech (Nayak
a Acharjya, 2012).

Zatvrdnuti o velikosti 5 mm nebo vice, se hodnoti jako pozitivni u osob ve vysoce
rizikové skupiné (tzn. osoby s HIV, osoby s transplantovanymi organy, osoby uzivajici
z ruznych divod imunosupresiva, osoby, které jsou v pfimém kontaktu s jinou osobou
pozitivni na TB, osoby s RTG hrudniku potvrzujici zhojenou TB, osoby s kone¢nym
stadiem renalnich onemocnéni) (TB Elimination, 2011; Nayak a Acharjya, 2012).

Zatvrdnuti o velikosti 10 mm a vice se hodnoti jako pozitivni u osob ve stfedné
rizikové skupiné (tzn. osoby, které se v posledni dob¢ ptistéhovali ze zemé¢ s rozsifenou
TB, osoby uzivajici injekéné drogy, osoby pracujici ve zdravotnickych zafizenich,
véznicich apod., déti do 4 let véku) (TB Elimination, 2011; Nayak a Acharjya, 2012).

Zatvrdnuti o velikosti 15 mm a vice je vyhodnoceno jako pozitivni u vSech
ostatnich osob, které nejsou ve vysoce nebo sttedné rizikové skuping. Test je povazovan
jako pozitivni i v ptipad¢, ze otok je maly, ale jsou pfitomny puchyie (TB Elimination,
2011; Nayak a Acharjya, 2012).

Test je negativni v piipad¢, Ze nelze nahmatat zatvrdnuti. I v pfipad¢, ze je misto
lehce opuchlé a zarudlé, je test povazovan za negativni. Test mize byt ale falesné
pozitivni 1 faleSn¢ negativni, proto je dulezité v piipadé¢ nejasného vysledku nebo
jakychkoliv pochybnosti podstoupit dalsi doporucena vysetteni (Nayak a Acharjya,
2012).

Ve své praci jsem do pozitivnich vysledkti PPD testu zatradila vSechny pacienty

s vysledkem testu 5 mm a vice.

5—9‘r.nm. 10-14 mm 215 mm
qultlve if person Positive if person Positive if person
is in category 1 is in category 2 is in category 3

(b)
Obr. 6: Hodnoceni PPD testu

(zdroj: www.newhealthadvisor.com)
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3.2 QuantiFERON — TB Gold In — Tube (IT) test

3.2.1 PouZiti testu

Jedna se o diagnosticky test in vitro, ktery ke stimulaci bunék v heparinizované
plné krvi vyuziva smés peptidi simulujicich ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4). Odezva
na tyto peptidové antigeny spojované s infekci Mycobacterium tuberculosis spociva
v detekci interferonu-y (INF-y) enzymovou imunoanalyzou (ELISA) (Vroblova et al.,
2009).

3.2.2 Princip testu

Test QuantiFERON — TB Gold IT hodnoti odezvu buiikami zprostfedkované
imunity (Cell Mediated Immunity — CMI) na peptidové antigeny, které simuluji
mykobakterialni proteiny. Tyto proteiny (ESAT-6, CFP-10 a TB7.7(p4)) chybi ve vSech
kmenech BCG a ve vétsing netuberkuldznich bakterii vyjma M. kansasii, M. szulgai, M.
marinum, M. flavescens a M. gastri. Lidé infikovani M. tuberculosis komplex maji
obvykle ve své krvi lymfocyty, které tyto a dal§i mykobakteridlni antigeny rozpoznaji.
Soucasti procesu rozpoznani je tvorba a sekrece cytokinu INF-y, jehoz detekce
a nasledna kvantifikace je zakladem tohoto testu (Powell et al., 2011).

Odezvu INF-y mohou potencialné snizit 1éky nebo onemocnéni porusujici funkci
imunitniho systému. VUi pouZivanym antigenim mohou také reagovat pacienti
s n€kterymi jinymi mykobakteridlnimi infekcemi, jelikoZ geny kodujici tyto proteiny
jsou Vv netuberkuldznich bakteriich (viz vySe). Test umozhuje testovani latentni
tuberkuldzy a zaroven je uzite¢ny pii diagnostice infekce M. tubeculosis komplex
u klinicky nemocnych osob. Pro potvrzeni ¢i vylouceni onemocnéni tuberkuldzou
je ale nutné provést dalsi klinicka a diagnosticka vysetieni (Cellestis, 2008).

K testu se pouzivaji specializované krevni zkumavky, uréené k odbéru plné krve.
V nich probiha inkubace krve po dobu 16-24 hodin, nasledné se vySetii plazma
na ptitomnost INF-y vzniklého v reakci na peptidové antigeny.

Test md dva kroky. Nejprve se odebere plna krev do kazdé z odbérovych
zkumavek. Pouziva se zkumavka snegativni kontrolou, zkumavka s antigenem
M. tuberculosis (zkumavka oznacena jako TBC antigen) a nepovinna zkumavka
S mitogenem, kterou lze vyuzit také jako pozitivni kontrolu. Zkumavky se musi
inkubovat pii teplot¢ 37 °C co nejdiive, nejpozdéji pak do 16 hodin od odbéru.

41



Po 16 az 24 hodindch inkubace se zkumavky centrifuguji, a ze ziskané plazmy
se metodou ELISA vysetti mnozstvi pritomného INF-y (IU/ml) (Cellestis, 2008).

Vysledek testu je pozitivni v piipadé, Ze reakce INF-y ve zkumavce TBC antigenu
je vyznamné vyS$i nez hodnota INF-y v negativni kontrole. Koncentrace INF-y
ve zkumavce s negativni kontrolou se odecitd od koncentrace INF-y ve zkumavce
s TBC antigenem a zkumavce s mitogenem (je-li pouzita).

Negativni vysledek testu nevylucuje moznost infekce M. tuberculosis nebo
onemocnéni tuberkuldzou. Falesné negativni vysledky mohou byt zpiisobeny stadiem
infekce, soub&éznymi chorobami ovlivilujici imunitni stav organismu, nespravnou
manipulaci se zkumavkami po odbéru krve, nespravnym provedenim metody atd.

(Vroblova et al., 2009).

3.2.3 Cinidla a potitebné vybaveni

e zkumavky pro odbér krve s antigenem tuberkuldézy a kontrolou
1. Negativni kontrola (Sedy kryt)
2. TBC antigen (Cerveny kryt)
3. Mitogenova kontrola (fialovy kryt)
e soucasti setu ELISA
Stripy pro mikrotitracni desticku
Standard lidského INF-y, lyofilizovany
Zeleny pufr (Diluent)

1
2
3
4. Konjugat, 100x koncentrat lyofilizovany
5. 20x koncentrat promyvaciho pufru
6. Roztok s enzymovym substratem
7. Enzymaticky zastavovaci roztok
e (dalSi potfebné materialy

- inkubdator 37 °C

- kalibrované pipety s nastavovacim objemem a kalibrovana vicekanalova pipeta

S jednorazovymi Spickami
- ttepacka mikrotitracnich desti¢ek

- demineralizovana nebo destilovana voda

- promyvacka mikrotitranich desti¢ek
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- ¢tecka mikrotitracnich desti¢ek vybavena filtrem 450 nm a referen¢nim filtrem

620 nm az 650 nm

3.2.4 Odbér vzorku a manipulace s nim

Pro odbér vzorku se pouzivaji tfi jiz zminéné zkumavky: negativni kontrola
(Sedy kryt), TBC antigen (Cerveny kryt), mitogenova kontrola (fialovy kryt).
Antigeny jsou piischlé na wvnitini strané zkumavek, proto je nezbytné obsah
zkumavek dikladné promichat skrvi. Poté je potieba je co nejdiive vlozit
do inkubatoru s teplotou 37 °C, a to nejpozdéji do 16 hodin po odbéru.

Pro dosaZeni optimdlnich vysledk je nutné dodrzovat urcité zasady: u kazdého
vySettovaného pacienta je nutné odebrat 1 ml krve venepunkci pfimo
do jednotlivych zkumavek (zkumavky jsou validovany pro objemy v rozpéti
od 0,8 do 1,2 ml). Dale je nutné zkumavky promichat dikladnym protéepanim po
dobu 5 sekund, tak aby se krev rozprostiela po celém vnitinim povrchu zkumavky

a v neposledni fad¢ je nutné zkumavky spravné oznacit (Barth et al., 2008).

3.2.5 Pracovni postup

(viz Pfiloha 3)

3.2.6 Interpretace vysledkii

Vysledky testu QuantiFERON — TB Gold IT je nutné hodnotit spolecné
s epidemiologickymi udaji, aktualnim zdravotnim stavem a dalSimi diagnostickymi

vySetfenimi pacienta. Hodnoceni QF testu (viz Tabulky 2 a 3).
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Tabulka 2: Zkumavky s negativni kontrolou a TB antigenem

<0,35 Infekce M.
> 0,35 a <25 % hodnoty Negativni tuberculosis NEN{
20 negativni kontroly pravdépodobna
<
B Infekce M.
>0,35 a>25 % hodnoty ) . )
, Pozitivni tuberculosis JE
negativni kontroly
pravdépodobna
Vysledky mayji
) nevypoveédni
>8,0 Jakykoli vysledek Neur¢ity .
reaktivitu k TBC-
antigenu

Zdroj: Cellestis, 2008

* U pacientt, kde neni podezieni na infekci M. tuberculosis, je mozné prvni pozitivni vysledky
konfirmovat opakovanim testu piivodniho vzorku plazmy v polovi¢nim fedéni (duplikat) v testu
QuantiFERON — TB Gold ELISA. Pokud opakované testovani ukazuje pozitivni vysledek, je
nutné u daného pacienta povazovat vysledek za pozitivni.

Tabulka 3: Zkumavky s negativni kontrolou, TB antigenem a mitogenem

<0,35 >0,5 Infekce M.
>0,35a<25% Negativni tuberculgsis
hodnoty negativni >0,5 NENI
kontroly pravdépodobna
>0,35a>25% Jakykoli Infekce M.
<38.,0 hodnoty negativni , Pozitivni tuberculosis JE
kontroly vysledek pravdépodobna
<0,35 <0,5
>0,35a<25% Vysledky maji
hodnoty negativni <05 v, nevypovédni
ko}rlltroflgy Neurcity rzzllztivitu
>80 | Jakykoli vysledek i ?;ﬁ kd‘;lli K TBC antigenu

Zdroj: Cellestis, 2008

44



* Odezva na pozitivni kontrolu s mitogenem (n€kdy i s TB antigenem) mize byt bézn¢ mimo
rozpéti cteCky mikrotitracnich desti¢ek. To nijak neovlivituje vysledky testu.

e Neurcité INDETERMINATE) vysledky:

Neurcity vysledek V testu naznacuje, Ze u testovaného jedince nelze urcit stav
infekce vyvolané M. tuberculosis, tedy ani to, zda tato infekce realné existuje. Vysledky
tohoto typu mohou byt disledkem narusené obranyschopnosti organismu vlivem
snizené imunitni odpovédi nebo vlivem chybné provedeného testu a indikuji snizenou
nebo neexistujici schopnost reagovat s mitogen pozitivni kontrolou.

Neurcity vysledek ma informacni hodnotu — naznacuje nezdafeny test. NeurcCité
vysledky lze pozorovat zejména u osob, u nichz existuje diivod pro signifikantné nizsi
imunitni odpovéd’. U imunosuprimovanych osob nelze zadny test, hodnotici reaktivitu
T bunék, povazovat za spolehlivy s jednozna¢nym vysledkem.

Zatazeni validované mitogen pozitivni kontroly do testu QFT-GIT umoziiuje
posoudit, zda je testovany jedinec schopen adekvatni odpovédi a zda tedy existuje
moznost ziskat validni vysledky testu.

Mitogen pozitivni kontrola funguje jako kontrola spravné manipulace se vzorkem
krve a jeho uskladnénim pted zahdjenim inkubace a zaroven slouzi jako indikator

imunitniho stavu jedince, ktery je vySetfovan (Vroblova et al., 2009).
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4. Vysledky

4.1 Distribuce pacientii s plicni tuberkulozou dle véku a pohlavi ve vzorku populace

za obdobi 2008 — 2016

V letech 2008 — 2016 bylo v Plicni 1é¢ebné Nemocnice Ceské Budgjovice, a.s.
vySetfeno 174 pacientii S podezienim na TBC. U 81 pacienti byla potvrzena plicni
tuberkuldza. Pacienty s ovétenou plicni tuberkulozou tvoftili ze 75 % muzi (61 pacienti)
az 25 % Zeny (20 pacientek) (viz graf 1).

U muzi i u Zen byla plicni tuberkuldza zaznamenana ve v§ech zvolenych vékovych
kategoriich. U muzt byl nejvyssi vyskyt ve vékové kategorii 31 — 50 a 51 — 70 let.
U zen nelze vyhodnotit, vzhledem k nizkému poctu pacientek, Vv jaké z vékovych

kategorii byl zachyt plicni tuberkulozy nejvyssi (viz grafy 2 a 3).

Graf 1: Procentualni vyjadfeni pacientl s ovéfenou plicni tuberkul6zou dle pohlavi.

M mutzi s plicni TBC

M Zeny s plicni TBC
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Tabulka 4: Cetnosti pacientli (muzi) v jednotlivych vékovych kategoriich za obdobi
2008 — 2016.

< 30 let 0 0 0 0 0 1 0 1 1
31-50 let 3 4 0 1 1 2 1 1 2
51-70 let 9 3 3 4 3 3 1 2 1
71-90 let 2 0 2 2 0 0 2 4 1

> 90 let 0 0 0 0 0 0 1 0 0

Graf 2: Procentualni vyjadteni pacientll (muzi) dle véku za obdobi 2008 — 2016.
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Tabulka 5: Cetnosti pacientek (Zen) v jednotlivych vékovych kategoriich za obdobi
2008 — 2016.

< 30 let 0 0 0 0 0 1 0 0 1
31-50 let 0 0 1 2 0 1 0 1 1
51-70 let 0 1 0 0 0 1 1 1 0
71-90 let 1 0 0 1 1 0 0 2 0
> 90 let 2 0 0 0 0 0 0 1 0
Graf 3: Procentualni vyjadieni pacientek (zen) dle véku za obdobi 2008 — 2016.
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4.2 Porovnani tuberkulinového koZniho (PPD) a quantiferonového (QF) testu

U pacientii s plicni tuberkulozou za obdobi 2008 — 2016

Z celkového poctu pacientl s ovéienou plicni tuberkuldézou (81) byl u 62 % z nich
(50 pacienttt) proveden jak tuberkulinovy kozni, tak i quantiferonovy test. U 21 %
(17 pacienttt) byl proveden pouze quantiferonovy test, u 10 % (8 pacientll) pouze
tuberkulinovy kozni test. Pouze u 7 % (6 pacientil) z celkového poctu pacientli nebyl

proveden zadny ze zminénych testl (viz graf 4).

Tabulka 6: Cetnosti pacientii s provedenymi testy.

Pacienti s ymi Procenta
Pacienti pouze s PPD testem 8 10 %
Pacienti pouze s QF testem 17 21 %
Pacienti s PPD i s QF testem 50 62 %
Pacienti, u l,(ter,)'fch nebyl 6 7%
proveden Zadny test

Celkem 81 100 %

Graf 4: Procentualni vyjadieni pacientt s provedenymi testy.

M Pacienti pouze s PPD
testem

21%

H Pacienti pouze s QF
testem

M Pacientis PPDis QF
testem

H Pacienti bez PPD i bez QF
testu
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Z celkového poctu pacientli s provedenym PPD i QF testem (50 pacientd) byl
pozitivni vysledek u obou testli zaznamenéan v 64 % (32 pacientil). Negativni vysledek
u obou sledovanych testl vysel v 10 % (5 pacientil). Pozitivni PPD a zaroven negativni
vysledek QF testu vySel pouze ve 4 % (2 pacienti). Naopak negativni PPD a zaroveii
pozitivni vysledek QF testu vysel ve 22 % (11 pacientti), coz sveéd¢i 0 vyssi citlivosti
quantiferonového testu (viz graf 5).

Zaroven je vyjadren trend v provadéni PPD a QF testu. Tuberkulinovy kozni test
byl nejvice provadén Vv roce 2008. Postupné jeho indikovani klesalo, s vyjimkou roku
2015, kdy byl zaznamenan u 11 ze 13 pacientd pozitivnich na TBC. Opacny trend byl
v indikovani quantiferonového testu, ktery mél od roku 2008 do roku 2016 stoupajici

tendenci (viz graf 6).

Tabulka 7: Pacienti s provedenym PPD i QF testem (50 pacientl). Porovnani obou

testa.

Testy Cetnosti Procenta
Pozitivni PPD i QF test 32 64 %
Negativni PPD i QF test 5 10 %
Pozitivni PPD a negativni QF test 2 4%
Negativni PPD a pozitivni QF test 11 22 %
Celkem 50 100 %

Graf 5: Procentualni vyjadfeni porovnani tuberkulinového kozniho a quantiferonového
testu.

M Pozitivni PPD i QF test
I Negativni PPD i QF test

M Pozitivni PPD a negativni
QF test

E Negativni PPD a pozitivni
QF test
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Graf 6: Grafické vyjadieni trendu provadéni PPD testu a QF testu Vv jednotlivych letech.
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4.3 Realizace a vyhodnoceni vysledkii quantiferonového testu u pacientii za rok 2016

Quantiferon byl za rok 2016 celkem vysetfen u 877 pacienti. U 74 pacientd (8 %) byl
vysledek quantiferonového testu pozitivni (viz graf 7). Pozitivni vysledek QF testu byl
porovnan s bakteriologickym vySetfenim a dale pak vyhodnocen z hlediska pohlavi,

veku, diagnozy a zasilajiciho odd¢lent.

Graf 7: Procentualni vyjadfeni pozitivnich a negativnich vysledki quantiferonového
testu za rok 2016.

M negativni QF test

M pozitivni QF test

Pozitivni vysledek quantiferonového testu (U 74 pacienti) byl porovnan
s bakteriologickym vySetfenim na prikaz BK (mikroskopie, kultivace). Tabulka 8
zahrnuje cCetnosti pacientli v jednotlivych kategoriich. Do kategorie ,,VySetfeni
neprovedeno” jsou zahrnuti pacienti, u kterych nebylo mikrobiologické vySetfeni
pozadovéano. Ve 44 % (u 32 pacientil) bylo bakteriologické vySetfeni na priikaz BK
negativni. V tomto piipadé¢ by se mohlo jednat o infekci latentni. Tuberkul6za byla

kultivacné potvrzena ve 14 % (u 10 pacientl) (viz graf 8).

52



Tabulka 8: Bakteriologické vySetieni u pacientti s pozitivnim QF testem (74 pacientt).

Bakteriologické vySetieni Cetnosti Procenta
VySetieni neprovedeno 31 42 %
TBC negativni 33 45 %
TBC pozitivni 10 14 %
Celkem 74 100 %

Graf 8: Procentualni vyjadieni bakteriologickych vySetfeni.

2%
i Vysetreni neprovedeno
M TBC negativni

M TBC pozitivni

45 %

Kultivaéni vySetfeni bylo provedeno u 43 pacientli, z toho u 33 pacientii bylo
zaroven provedeno i PCR vysetfeni materidlu. Pouze jeden pacient mél PCR vySetteni
(s negativnim nalezem) bez provedené kultivace.

PCR vysetfeni bylo pozitivni u 9 pacienti. Kultivace byla pozitivni u 10 pacientt.
V jednom ptipadé se jednalo o pozitivitu PCR a negativitu kultivace. Ve dvou
ptipadech byla pozitivni kultivace a negativni PCR. V ostatnich pfipadech byly
vysledky PCR a kultivace shodné. U jedné pacientky byla kultivace i PCR opakované
negativni, pozitivni byl az pitevni material. U jiné pacientky s opakované negativnim

kultivaénim i PCR nalezem byla TBC prokazana diive (v roce 2013).
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Pozitivni vysledek quantiferonového testu byl dale vyhodnocen z hlediska pohlavi,
veku, diagnozy a zasilajiciho odd¢leni.

Zastoupeni muzl a zen, u kterych byl za rok 2016 vySetfen quantiferon (celkem
877 pacientt), bylo témét vyrovnané (viz graf 9). Nejvyssi pocet vySetifeného QF testu
byl zaznamenan ve vékovych kategoriich 31 —50 a 51 — 70 let (viz graf 10). Z hlediska
diagnozy tvotily nejvyssi podil nemoci svalové a kosterni soustavy (28 %), nemoci
travici soustavy (17 %), nemoci kiize a podkozi (14 %) a dale ptiznaky, znaky a nélezy
nezatrazené jinde (17 %). Nejvice zadosti o provedeni QF testu ptiSlo od ambulantnich
pacientil (29 %) a déle pak z Oddéleni plicni a TBC (27 %). Také Gastroenterologické
oddéleni tvofilo znaény podil zadosti (17 %). VSe znazornuji grafy 11 a 12. Pro
zajimavost byl vytvofen 1 graf 13, znazoriujici podil nejéastéjSich diagnoz

u ambulantnich pacientii. Nemoci svalové a kosterni soustavy jsou zastoupeny v 86 %.

Graf 9: Procentualni vyjadifeni vySetfeného quantiferonového testu (877 pacientt) dle
pohlavi za rok 2016.
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Tabulka 9: Cetnosti vysetienych osob v jednotlivych vékovych kategoriich za rok 2016.

Vékové kategorie Cetnosti Procenta
< 30 let 77 9 %
3150 let 280 32 %
51 —70 let 377 43 %
71-90 let 140 16 %
> 90 let 3 0 %
Celkem 877 100 %

Graf 10: Grafické znazornéni pocétu vySetfenych osob v jednotlivych vékovych
kategoriich za rok 2016.
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Tabulka 10: Vyhodnoceni quantiferonového testu z hlediska diagnozy.

Diagnéza Cetnosti Procenta
J — Nemoci dychaci soustavy 73 8 %
K — Nemoci travici soustavy 150 17 %
L — Nemoci kize a podkozniho vaziva 126 14 %
M — Nemoci svalové a kosterni soustavy 241 28 %
R — Ptiznaky, znaky a nalezy nezatazené jinde 147 17 %
Z — Faktory ovliviujici zdravotni stav 44 5%
Ostatni 96 11 %
Celkem 877 100 %

Graf 11: Procentualni vyjadieni quantiferonového testu dle diagnozy.
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Tabulka 11: Quantiferonovy test podle zasilajiciho oddéleni
Oddéleni | Cetnosti Procenta
Plicni 1éCebna 79 9 %
Gastroenterologické odd. 145 17 %
Oddgleni plicni a TBC 240 27 %
Ambulantni pacienti 255 29 %
Ostatni 158 18 %
Celkem 877 100 %
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Graf 12: Procentualni vyjadieni quantiferonového testu podle zasilajiciho oddéleni.
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Tabulka 12: Nejcastéjsi diagndézy u ambulantnich pacientti (255 pacientil)

Diagnéza Cetnosti Procenta
L - Nemoci kiize a podkozniho vaziva 26 10 %
M - Nemoci svalové a kosterni soustavy 219 87 %
Z - Faktory ovliviujici zdravotni stav 6 2%

Graf 13: Procentualni vyjadieni nejéastéjSich diagndz u ambulantnich pacientt.
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5. Diskuse

V této studii bylo jednim zcili vytvofit statisticky piehled vyskytu plicni
tuberkulézy u pacientd hospitalizovanych v Plicni 1é¢ebné Nemocnice Ceské
Budgjovice, a.s. Plicni 1é¢ebna hospitalizuje pacienty z Jiznich Cech a dale je také
spadovou oblasti pro kraj Vyso¢ina. Pro praci byla pouzita data od roku 2008 do roku
2016. Z poctu 174 pacienti vySetienych v Plicni 1é¢ebné K vylouceni TBC byla u 81
zZnich potvrzena plicni tuberkuléza. Pomérné nizky pocet pozitivnich pacient
je adekvatni tomu, Zze JihoCesky kraj se spole¢né s Karlovarskym a Zlinskym krajem
TBC hlasi i nadale hlavni mésto Praha (Zakladni pfehled epidemiologické situace v CR,
2015).

Pacienti s potvrzenou plicni tuberkuldzou byli porovnani z hlediska pohlavi a véku.
Jednou z mych hypotéz bylo, ze vyskyt plicni tuberkuldozy bude zastoupen podobné
Umuzi i u Zen. Zvysledkli ale vyplynulo, Ze ze 75 % byla plicni tuberkul6za
diagnostikovana muzim. U zen to bylo pouze z 25 % (viz graf 1). Tento vysledek
se shoduje i s udaji uvadénymi UZIS za rok 2015, kde muzi tvofili témé&f 70 % piipadt
(Zakladni ptehled epidemiologické situace v CR, 2015). Vyssi vyskyt tuberkuldzy
Umuzl potvrzuje i Vyro¢ni zprava WHO za rok 2015, kde byla TBC celosvétove
zaznamenana u 56 % muzl a u 34 % Zen (Global tuberculosis report, 2016). Dalsi moji
hypotézou bylo potvrzeni vyskytu plicni tuberkulozy spiSe ve vysSich vékovych
kategoriich. Z vysledkt vyplyva, ze u muza se plicni tuberkuléza potvrdila ve vSech
zvolenych vékovych kategoriich, nicméné nejvyss$i zachyt je patrny ve vékovych
kategoriich 31 —50 a 51 — 70 let (viz graf 2). U Zen byl vyskyt plicni tuberkuldzy
zaznamenan taktéz ve vSech zvolenych vékovych kategoriich. U Zen vzhledem
k nizkému poctu pacientek v jednotlivych letech nelze zhodnotit, v jaké veékové
kategorii se jednalo o nejvyssi vyskyt plicni TBC.

Dals$im cilem bylo porovnani citlivosti  tuberkulinového  koZniho
a quantiferonového testu. Pomérné pozitivnim zjiSt€énim bylo, Ze oba dva testy byly
zaroven provedeny u 50 (62 %) z 81 pacientli s potvrzenou plicni TBC. Pouze v 7 %
nebyl u pacienti proveden zadny ztestd (viz graf 4). Dalsi prizkum ukazal,
ze pozitivni vysledek PPD i1 QF testu vysSel v 64 % (u 32 pacientli) a negativni vysledek
u obou testt V10 % (u 5 pacientti). Pozitivni vysledek PPD a negativni vysledek
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QF testu odpovidal pouze 4 % (2 pacienti). Naopak negativni vysledek PPD testu
azaroven pozitivni vysledek QF testu byl zjisttn ve 22 % (u 11 pacientl).
To jednoznaéné hovoii o vyssi citlivosti quantiferonového testu (viz graf 5). Mantoux
test, ve Kterém je v souCasnosti pouzivan pravé PPD (Purified Protein Derivative
of Tuberculine) je jednou z nejstarSich diagnostickych metod pouzivanych v mediciné
pro vyhledavéni pacientt s latentni formou TBC. U rizikovych pacientli bohuzel ¢asto
tento test selhava (falesné negativni vysledek). Dalsi nevyhodou je jeho nizka specifita.
PPD obsahuje vice nez 200 antigent pfitomnych jak v patogennich, tak i v nékterych
nepatogennich mykobakteriich a pfedev§sim v BCG vakciné. Tedy u pacienti
ockovanych BCG vakcinou a neinfikovanych M. tuberculosis mize vychazet pozitivni
vysledek Mantoux testu (Nayak a Acharjya, 2012). Naproti tomu quantiferonovy test
zalozeny na specifické, butkami zprostfedkované imunitni reakci je vhodnou nahradou
kozniho tuberkulinového testu pro diagnostiku latentni i aktivni TBC. QF test je zalozen
na detekci INF-y v plazmé vytvoieného specifickymi T-lymfocyty. Ty jsou in vitro
stimulovany proteiny specifickymi pro M. tuberculosis. Proteiny ESAT-6, CFP-10
a TB 7.7 jsou specifické pro patogenni druhy komplexu M. tuberculosis a nevyskytuji
se ve vakcina¢nich kmenech M. bovis, BCG, ani v netuberkul6znich mykobakteriich
s vyjimkou M. kansasii, M. szulgai, M. marinum, M. flavescens a M. gastri. Vyhodou
testu je také minimalni zatéZ pro pacienta, jelikoZ spoc¢iva v odbéru 3 ml periferni krve
do specialnich odbérovych zkumavek dodavanych vyrobcem (Brock et al., 2004).
Quantiferonovy test jsem v poslednim z mych cili podrobila samostatné analyze.
Vyhodnotila jsem jej z hlediska pozitivniho a negativniho vysledku, pohlavi, véku,
diagnoézy a zasilajiciho oddéleni. Pozitivni vysledek byl porovnan s bakteriologickym
vySetienim. Z 877 pacientd, u kterych byl za rok 2016 vySetfen quantiferon, mélo
74 2 nich (8 %) pozitivni vysledek (viz graf 7). Dale jsem tedy pracovala pouze
s pozitivnimi vysledky QF testu. V grafu 8 jsem porovnala pozitivni QF test
s bakteriologickym vysetienim. Tuberkul6za byla potvrzena ve 14 % (u 10 pacienti).
Negativni bakteriologicky prikaz byl ve 45 % (u 33 pacientil), nicmén¢ quantiferonovy
test prokazuje kromé aktivni infekce i1 infekci latentni. Zajimavym zjist€énim bylo,
zeved2 % (u3lpacientl) nebylo mikrobiologické vySetieni vibec provedeno.
Coz bych, vzhledem k vyznamu QF testu pii diagnostice tuberkuldzy (viz teoreticka
cast prace), nepredpokladala. Z hlediska pohlavi bylo zastoupeni muzi a Zen téméf
vyrovnané (viz graf 9). Nejvice byl quantiferonovy test vySetfen u osob ve veékové

kategorii 31 — 50 a 51 — 70 let (viz graf 10). Z hlediska diagnozy tvotily nejvyssi podil
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nemoci svalové a kosterni soustavy (28 %), nemoci travici soustavy (17 %), nemoci
kize a podkozi (14 %) (viz graf 11). Nejvyssi podil praveé téchto diagndz lze urcité
vysvétlit tim, ze quantiferon se vySetfuje u osob pied zahajenim biologické 1é¢by.
Biologicka 1écba vyuzivajici preparaty blokujici u¢inky TNFa (tumor nekrotizujici
faktor alfa) je vhodnd u osob srevmatologickymi chorobami (naptf. revmatoidni
artritida, psoriaticka artritida), s idiopatickymi stfevnimi zanéty (napt. Crohnova nemoc,
ulcer6zni kolitida) a u 0sob s nékterymi koznimi chorobami (napf. lupénka). Tyto
preparaty blokuji autoimunitné navozenou zéanétlivou reakci. TNFa je ale dulezity
I k tvorbé granulomut slouzicich k vytvoreni infekéniho agens. V dusledku této 1écby
maji tito pacienti vyrazné¢ zvySené riziko onemocnéni tuberkuldézou. Proto musi byt
kazdy pacient pifed zahajenim biologické 1écby vySetfen pneumologem pro vylouceni
aktivni nebo latentni tuberkul6zy (Brown a Lesher, 2009; CDC, 2000). Nejvice zadosti
o vysetfeni QF testu pfislo od ambulantnich pacientii (29 %), témét shodny pocet potom
z Oddéleni plicniho a TBC (27 %). Pomérmné vyrazny podil zédosti (17 %) pfislo
z Gastroenterologického oddéleni (viz graf 12). Vzhledem k tomu, Ze nejvyssi podil
tvofili ambulantni pacienti, 1 u nich jsem se pro zajimavost zaméfila na diagnézu.
Z86 % to byly nemoci svalové a kosterni soustavy, z 10 % potom nemoci kize
apodkozi (viz graf 13). Lze tedy piedpokladat, ze ve vétSin¢ pfipadi se jednalo

0 vySetieni pred pfipadnym zahdjenim biologické 1éCby.
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6. Zavér

V praci byl zhodnocen vyskyt plicni tuberkuldézy u pacienti hospitalizovanych
v Plicni 16¢ebné Nemocnice Ceské Bud&jovice, a.s. za obdobi od roku 2008 do roku
2016. Z celkového mnozstvi vSech ziskanych dat se u 81 pacientll potvrdila plicni
tuberkuloza. Muzi tvofili 75 % vSech ptipadi, Zeny pouze 25 %. U muzi byla potvrzena
hypotéza vyskytu plicni tuberkuldézy piedev§im ve vy$Sim véku, u Zen vzhledem
k nizkému poctu pacientek v jednotlivych letech nelze zhodnotit, v jaké veékové
kategorii se jednalo o nejvyssi vyskyt plicni TBC.

Dulezit¢ bylo pro tuto praci porovnani citlivosti tuberkulinového kozniho
a quantiferonového testu. Vzhledem k proo¢kovanosti nasi populace se dalo
predpokladat, ze citlivost tuberkulinového kozniho testu bude niz§i nez citlivost
quantiferonového testu. Vysledky tuto mou hypotézu potvrdily. Pozitivnim zjisténim
bylo, ze oba dva testy byly zaroven provedeny u 50 z 81 pacientli S potvrzenou plicni
tuberkulozou. Nutné je ale podotknout, Ze na vzestupu je pravé diagnostika
quantiferonovym testem oproti tuberkulinovému koznimu testu, ktery je na tstupu.

V samotném zavéru prace jsem se zameétila na vyhodnoceni quantiferonového testu
za rok 2016. Z celkového poctu 877 vySettenych pacientti byl pouze u 74 z nich (8 %)
pozitivni vysledek. Zajimavé bylo porovnani pozitivniho vysledku quantiferonového
testu s bakteriologickym vySetfenim, kde ve 42 % nebylo mikrobiologické vySetfeni
vibec pozadovano. To jsem vzhledem kvyznamu quantiferonového testu
pii diagnostice TBC, pfedevs§im latentni formy, neoCekavala. Je mozné, Ze u vétSiny
z nich nevykazoval jejich zdravotni stav podezifeni na TBC. Vezmeme-li ale v uvahu
nespecifické pfiznaky tohoto onemocnéni, bylo by urcit¢ na misté prikaz tohoto
vySetfeni poZadovat. Pfi procentualnim vyhodnoceni nejCastéjSich diagnoz a zasilajicich
odd¢€leni, Ize ptedpokladat, ze zna¢ny podil pro vySetfeni quantiferonového testu mél
souvislost s prevenci pted moznym zahajenim biologické 1é¢by.

Ackoliv maji oba dva porovnavané testy své ,,pro* a ,,proti“ mély by vzdy slouZit
pouze jako doplitkova metoda pii diagnostice tuberkuldzy. Zakladnim laboratornim

vysetienim ziistava 1 nadale mikroskopie a kultivace.
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8. P¥ilohy

Ptiloha 1: Tabulka 13: Standardizované 1é¢ebné rezimy

Pro nové TBC pacienty (s predpokladanou

nebo zndmou senzitivitou na 2 mésice HRZE" 4 mésice HR
antituberkulotika)
Pro nové TBC pacienty (pro pacienty
Z oblasti s vysokym vyskytem rezistence na 4 mésice
isoniazid a testy citlivosti nebyly provedeny | 2 mésice HRZE
. c1 1 T b HRE

nebo vysledek neni k dispozici pred za¢atkem
pokraCovaci faze)

Py . Y " 5 mésici
Pro diive lécené TBC pacienty 2 mé&sice HRZES/1 mésic HRZE HRE

*) H —isoniazid, R — rifampicin, Z — pyrazinamid, S — streptomycin, E — ethambutol

Zdroj: Kolek et al., 2014

Ptiloha 2: Tabulka 14: Kategorie nemocnych a doporucené 1é¢ebné rezimy TB

nova mikroskopicky pozitivni f Lo prefevr'ovane
TBC preferované rezimy rezimy
. : o 2 HRZE* 4 HR
nova mikroskopicky negativni
. o 4 (HR) 3
| plicni TBC s rozsdhlym STRT
" dalsi rezimy i
postiZenim parenchymu 2 (HRZE) 3 dalsi rezimy
konkomitantni onemocnéni HIV > HRZE** 4 (HR) 3
zavazné formy mimoplicni TBC 6 HE
diive lécend mikroskopicky preferované rezimy prerg;ricr);/ane
pozitivni plicni TBC 2 HRZES/1IHRZE 5 HRI}E,
I relaps STRRT
o N dalsi rezimy v
1é¢ba po prerusenti 2 (HRZES) 3/1 dalsi rezimy
selhani 1éCby (HRZE) 3 5(HRE) 3
nova mikroskopicky negativni preferované
m plicni TBC preferované rezimy rezimy
mén¢ zavazné formy mimoplicni 2 HRZE*** 4 HR
TBC 4 (HR) 3




dalsi rezimy dalsi rezimy
2 (HRZE) 3nebo 2 | 4 (HR) 3 nebo

HRZE 6 HE
chronické formy TBC
mikroskopicky pozitivni i po s . ,
v opakovanle?: koi,ltlr)olované lé?ébé speglal}l ! Stan(.iardIZO’V any nebo
MDR — TB nebo suspektni MDR - individualizovany rezim
TB

Zdroj: Kolek et al., 2014

H — isoniazid, R — rifampicin, Z — pyrazinamid, S — streptomycin, E — ethambutol. Cislo pied zkratkami

lékit u jednotlivych rezimii vyjadruje pocet mésicii poddavani uvedeného rezimu a cislo 3 za zavorkou

oznacuje intermitentni podavani léku trikrat tydné. V ostatnich pripadech jsou léky podavany dennée.

*  misto ethambutolu miize byt pouzit streptomycin. U TB meningitidy by meél byt pouzit streptomycin
misto ethambutolu

** intermitentni aplikace lékit neni v inicialni fazi doporucena, pokud ma byt v pokracovaci fazi pouZita
kombinace HE

*** ethambutol miize byt vynechan v prubéhu inicialni faze lécby u pacientii s limitovanou nekavernozni,
mikroskopicky negativni TB, kteri jsou HIV-negativni, u pacientii s méné zavaznymi formami
extrapulmondalni TB a u malych deti s primarni TB

Ptiloha 3: Pracovni postup QF testu

e 1. Inkubace krve
o Odbér krve pacienta do zkumavek urcenych k testu a jejich dikladné
protiepani tak, aby doSlo k promichéni s antigeny pfischlymi na vnitini
strané zkumavek.
o Inkubace zkumavek ve svislé poloze pfi teploté 37 °C po dobu 16 — 24
hodin.
o Centrifugace zkumavek 5 az 15 minut pii 2000 az 3000 g RCF (g) pro
oddé€leni plazmy a erytrocytu.
o Odbér vzorku plazmy z kazdé zkumavky ke kvantifikaci koncentrace
INF-y.
e 2. ELISA interferonu y
o Jednotlivé slozky soupravy ELISA ponechat temperovat na pokojovou
teplotu minimdlné¢ 60 minut, s vyjimkou 100x koncentrovaného
konjugétu.
o Rekonstituce standardu na 8,0 IU/ml destilovanou nebo

demineralizovanou vodou. Pfiprava 4 standardnich fedéni.
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Rekonstituce lyofilizovaného 100x koncentrat konjugatu v destilované
nebo demineralizované vode¢.

Ptiprava konjugatu se zelenym pufrem. Do vSech jamek aplikovat 50 pl.
Do mikrotitracnich jamek aplikovat 50 pl vzorka testované plazmy a
50 pl standardt. Promichat tfepackou.

Inkubace 120 minut pii pokojové teploté.

Mikrotitra¢ni jamky promyt promyvacim pufrem.

Do mikrotitrac¢nich jamek aplikovat 100 pl enzymatického substratového
roztoku. Promichat ttepackou.

Inkubace 30 minut pfi pokojové teplot¢.

Do vSech mikrotitratnich jamek pfidat 50 pl zastavovaciho roztoku.
Promichat tfepackou.

Vysledky odecitat pfi vinové délce 450 nm s referencnim filtrem o
vinové délce 620 az 650 nm.

Analyza vzorku.
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9. Seznam zkratek

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome (Syndrom ziskaného selhani imunity)
ART — Acidorezistentni tycka

AT — Antituberkulotika

BCG — Bacillus Calmette - Guérin

BK — Bacil Kochliv

CFU — Colony forming unit

CMI — Cell Mediated Immunity

CR — Ceska republika

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

DOTS - Directly observed therapy, short - course

ELISA — Enzymova imunoanalyza

EMB — Ethambutol

EUROSTAT — Statisticky ufad Evropské unie

HIV — Human Immunodeficiency Virus

IGRA — Interferon gamma release assay

IL — Interleukin

INFy — Interferon gamma

INH — Isoniazid

ISBT — Informacni systém bacilarni tuberkul6zy

LCR — Ligase Chain Reaction (ligdzova fetézova reakce)

L - J - Lowenstein — Jensenova pida

MDR — Multi drug resistant (multirezistentni kmeny)

MHC — Major histocompatibility komplex (hlavni histokompatibilni komplex)
MTC — Mycobacterium tuberculosis complex

NRL — Narodni referen¢ni laboratot

NZIS — Nérodni zdravotnicky informacni systém

OSN — Organizace spojenych narodi

PAS — p — aminosalycilova kyselina

PCR — Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
PPD — Purified Protein Derivate (purifikovany proteinovy derivat)
PZA — Pyrazinamid

QF — quantiferon, quantiferonovy
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QFT — GIT - QuantiFERON® TB Gold In — Tube test
RMP — Rifampicin

RTBC — Registr tuberkul6zy

STM — Streptomycin

TB, TBC — Tuberkuléza

TNFa — tumor nekrotizujici faktor alfa

TST — Tuberculin skin test (tuberkulinovy kozni test)
UZIS — Ustav zdravotnickych informaci a statistiky
WHO - Svétova zdravotnicka organizace

XDR — Extensively drug resistant (extenzivné rezistentni kmeny)
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